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1.1. GIBBERELLA FUJIKUROI

Se denomina Fusarium a un género de hongos imperfectos
(Link 1809) caracterizado por sus conidios no septados y fusifor-
mes. Los fitopatélogos aislan con frecuencia ejemplares de este
género, especialmente en climas templados y tropicales. La intensa
atenciéon que ha recibido se debe a que incluye muchas especies
patdégenas de plantas de interés comercial, como el arroz, el maiz o
la cafia de azicar.

La clasificacién del género Fusarium en especies ha sido difi-
cultada histéricamente por la ausencia de ciclo sexual y la escasez
de rasgos morfolégicos facilmente observables. Ello explica que se
hayan definido mis de mil especies, muchas de ellas correspon-
dientes a nuevos aislamientos en especies vegetales en las que no
se habia encontrado Fusarium. Los criterios actuales de clasifica-
cién, basados en la morfologia de las esporas (macroconidios, de
20-100 X 2-5 pm, o microconidios, de 2-12X 1-3 pm), la tasa
de crecimiento en agar y la pigmentacién, reducen el nimero de
especies a unas cincuenta (Kommedahl 1979; Marin 1986; Széisi y
Hornok 1986; Ellis 1988).

De acuerdo con los criterios aludidos, la especie
F. moniliforme se caracteriza por la presencia de microconidios de
unos 5-12 X 1,5-2,5 pm dispuestos en cadenas y por la formacidn
en agar de colonias de color blanquecino o violeta de mis de 2,5 cm
de didmetro tras cuatro dias de crecimiento (Kim 1981; Kumar y
Lonsane 1987).

Las formas del género Fusarium que son capaces de llevar a
cabo el ciclo sexual (es decir, lo que se conoce como estado perfecto)
se transfieren al género Gibberella (Wollenweber 1931). El estado
perfecto de Fusarium moniliforme se denomina Gibberella fujikuroi
y pertenece a la clase Pyrenonycetes de la subdivision Ascomycoti-
na (divisién Eumycota). También pertenecen a esta subdivision
otros hongos muy usados en trabajos genéticos y fisiolégicos, como
los de los géneros Aspergillus y Saccharomyces. G. fujikuroi
comprende estirpes patégenas de muy diversas plantas, como el
pino, la cafia de azicar, el sorgo, €l maiz y el arroz. Normalmente se
reproduce de forma asexual mediante la produccién de conidios. En



ciertas condiciones de laboratorio se puede reproducir sexualmente
afiadiendo conidios de una estirpe de sexo (+) al micelio de otra de
sexo (-). Varios dias después se producen unas estructuras
denominadas peritecios, que contienen en su interior las ascosporas
(productos meiéticos). Los peritecios son de forma globosa o cénica,
tienen un tamafio de 250-350 um de alto X 220-300 pm de
didmetro y son de color azul oscuro. Las ascas son elipsoidales y
tienen de 4 a 8 ascosporas desordenadas uniseriadas o biseriadas
en disposicién oblicua. Las ascosporas, de 14-18 X 4,5-6 pm, son
hialinas, elipsoidales y suelen presentar 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 morfolégicos (formacién de micro y macroconi-
dios, y tamaifio de los peritecios) (Kuhlman 1983). La estirpe
IMI58289 de G. fujikuroi, empleada en este trabajo, pertenece a la
subespecie intermedia, es patégena del arroz y tiene la capacidad
de producir giberelinas, compuestos pertenecientes a la familia de
los terpenoides.

1.2. LOS TERPENOIDES DE GIBBERELLA

Los terpenos son compuestos quimicos en cuya estructura se
observa la repeticién de una unidad bédsica de cinco carbonos: el
isopreno (2-metil-1,3-butadieno). Los monoterpenos (Cig) proceden
de la condensacién de un compuesto de cinco carbonos, el pirofos-
fato de isopentenilo (IPP), con un isémero de este. Nuevas adiciones
de IPP a la cadena, o la duplicacién por condensacién de dos
moléculas iguales generan los sesquiterpenos (Cis), los diterpenos
(C20), los triterpenos (C3g) y los tetraterpenos (Cap). Los terpenos
modificados por reacciones de adicién, ciclacién, oxidacién u otras
se llaman terpenoides y estdn representados en la naturaleza por
varios miles de compuestos muy variados, desde pequefias
moléculas, como el mentol, a grandes polimeros, como el caucho.

Ademis de los terpenoides esenciales para su vida, como los
esteroles, (componentes de las membranas), la ubiquinona (compo-



nente de la cadena respiratoria) y el dolicol (mediador de la gluco-
silacién de proteinas), G. fujikuroi sintetiza otros terpenoides, entre
los que cabe destacar los carotenoides y las giberelinas.

Todos los terpenoides se sintetizan a partir de un precursor
comin, el hidroximetilglutaril coenzima A, que inicialmente se
reduce a mevalonato (Figura 1).

Hidroximetilglutaril
coenzima A

v

Mevalonato
1

_ ) ) Pirofosfato de
Pirofosfato de isopentenilo (Cs) < gimetilalilo (C5)

| |
\

Pirofosfato de geranilo (C1q )
|

Y

Pirofosfato de farnesilo (C15) —® C30
| :

Pirofosfato de geranilgeraniol (C20)  Esteroles

PN

Cao C20
Carotenoides Giberelinas

Figura 1. Esquema de la biosintesis de esteroles, carotenos y giberelinas.
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1.2.1. Las giberelinas

Las giberelinas son hormonas vegetales reguladoras del
crecimiento. Su descubrimiento parte de la identificacién de un
hongo como causante de una enfermedad del arroz conocida en
Japén como bakanae. Esta enfermedad se caracteriza por un creci-
miento anormal de las plantulas (Hori 1898). Las investigaciones
encaminadas a identificar el agente fingico causante de las altera-
ciones en el crecimiento culminaron tres décadas después con el
descubrimiento de un principio activo en los filtrados de cultivos de
este hongo (Kurosawa 1926); este compuesto se identificd inicial-
mente como una "toxina" que produce el alargamiento de los tallos
de las plantulas de arroz, dafia el crecimiento de la raiz e interfiere
con la formacién de la clorofila. Tal compuesto producia sintomas
similares en otras plantas y era especialmente estable, ya que con-
servaba su actividad tras 4 horas a 100 °C.

Entre 1927 y 1940 aparecieron mds de 50 publicaciones
dedicadas al estudio de las propiedades bioldgicas y quimicas de la
"toxina". En 1934 se purificé una sustancia cristalina que carecia de
actividad biolégica y que fue posteriormente identificada como
dcido fusdrico, un derivado del 4cido picolinico (Yabuta 1934). La
introduccién de cambios en la composicion del medio de cultivo
permitié la obtencién de extractos con alta actividad bioldgica, de
los que pudo aislarse una sustancia cristalina que se denominé
"giberelina" (Yabuta et al. 1935).

El interés por estas sustancias se extendié pronto al mundo
occidental (Mitchell y Angel 1951), donde de forma independiente,
Curtis y Cross (1954) en Gran Bretafia y Stodola et al. (1955) en
EEUU purificaron dos sustancias que denominaron 4cido giberélico
y giberelina X, respectivamente. Los andlisis quimicos posteriores
de estas sustancias demostraron que se trataba del mismo
compuesto, que se¢ denominé definitivamente 4cido giberélico
(Revisién, Phinney 1983).

Aunque las giberelinas se descubrieron como metabolitos
secundarios de G. fujikuroi, su presencia estd muy extendida en el
mundo vegetal (Phinney 1956; Phinney y West 1960; Tepe y Holzer
1967; Cross et al. 1968); la pequeiia concentracién a la que ejercen
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su accion explica el retraso en el descubrimiento de su presencia en
las plantas. En 1951 se describié la presencia de sustancias estimu-
ladoras del crecimiento en extractos de semillas inmaduras de soja
y cebada (Mitchell er al. 1951; Goodwin y Mercer 1963; Jones et al.
1963), y posteriormente se descubrié la existencia de giberelinas
en plantas superiores adultas (Radley 1956; West y Phinney 1956;
Elson et al. 1964).

Al contrario que las plantas y otros hongos, Gibberella pro-
duce cantidades muy considerables de giberelinas, lo que explica su
uso para la obtencién de dicho compuesto a escala industrial. La
giberelina mds abundante en G. fujikuroi es el 4cido giberélico
(GA3), aunque también estdn presentes en menor cantidad otras
giberelinas, entre ellas GA4, GA7, GA13 y GA14 (Hedden et al. 1978;
Hedden 1983, 1987).

En la actualidad se conocen mds de setenta giberelinas,
muchas de ellas descubiertas en Gibberella y otras presentes sola-
mente en las plantas (Jones 1973; Crozier 1983; Graebe 1987).

Biosintesis de giberelinas

Como se muestra en la Figura 2, las giberelinas se sintetizan
a partir del pirofosfato de geranilgeraniol (Shechter y West 1969),
que se convierte en ent-kaureno mediante la formacién de cuatro
anillos (Upper y West 1967). Posteriormente el ent-kaureno sufre
varios pasos de oxidacién para dar 4cido kaurenoico (Verbiscar
et al. 1967; Jones et al. 1968; Fall y West 1971). La primera
giberelina propiamente dicha, es decir, con efectos sobre el creci-
miento vegetal, es el aldehido de GAj;. Este compuesto posee la
estructura caracteristica de las giberelinas, dos anillos pentagonales
y dos hexagonales. Las demds giberelinas derivan del aldehido de
G A 12 por distintas reacciones (Cross et al. 1964; Cross y Norton
1965; Geissman et al. 1966; Dennis y West 1967; Lang 1970; Cross
y Filippone 1981; Coolbaugh 1983; Bearder et al. 1982; Revision:
Takahashi 1988). '
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Pirofosfato de
geranilgeraniol

Kaurenol

Kaurenal

Kaureno

Aldehido
de GA,,

Acido kaurenoico *

Giberelinas

Figura 2. Sintesis del aldehido de GA12 a partir del pirofosfato de geranilgeraniol.

La mayorfa de la informacién disponible en la actualidad
sobre la biosintesis de giberelinas se basa en el empleo de sustratos
marcados radiactivamente (Maki ef al. 1986) y en los ensayos bio-
16gicos (Varty et al. 1982). De esta forma ha sido posible la detec-
cién de varios mutantes afectados en la sintesis de giberelinas. Uno
de ellos es un mutante espontineo, denominado R-9 (Bearder er al.
1973); un segundo mutante, Bl-4la, fue obtenido mediante
tratamiento con radiaciéon ultravioleta (Bearder et al. 1974). El
andlisis genético de estos mutantes permitié identificar los dos
primeros genes especificos de la biosintesis de giberelinas; uno de
ellos controla la oxidacion de ent-kaurenal a ent-kaurenoico por lo
que los mutantes en este gen no producen giberelinas (Bearder
et al. 1974). El otro gen es responsable de la de hidroxilacién que
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da lugar a la sintesis de GA1 o GA3 a partir de GAs o GA7, respecti-
vamente; las estirpes alteradas en este gen acumulan por tanto los
intermediarios GA4 y GA7. La estirpe R-9 es un mutante del primer
gen, mientras que Bl-4la lo es del segundo (Cross et al. 1963;
Spector y Phinney 1968; Pitel er al. 1971).

Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha desarrollado un
método rdpido y sencillo que permite estimar el contenido de
giberelinas de una muestra de cultivo (Candau et al. 1991). La apli-
cacién de este método, basado en la reaccién de las giberelinas con
el 4cido sulfiirico para dar un derivado fluorescente, ha permitido
el aislamiento de numerosos mutantes. Los mutantes encontrados
s¢ diferencian en la produccién de giberelinas, tanto cuantitativa
como cualitativamente (Ferniandez Martin, comunicacién personal).

Produccién de giberelinas por Gibberella fujikuroi

La biosintesis de giberelinas es un ejemplo cldsico de metabo-
lismo secundario, donde la produccién empieza cuando se desequi-
libra o cesa el crecimiento. La produccién de giberelinas tiene lugar
en unas condiciones de cultivo caracterizadas normalmente por una
elevada relacién carbono/nitrégeno. Durante la fase de crecimiento
equilibrado, la captacién de glucosa, nitrégeno y otros nutrientes
permanece constante. La fase siguiente (fase de almacenamiento)
se alcanza cuando se agota la escasa fuente de nitrégeno. En dicha
fase, el peso seco del micelio continia aumentando debido a la
acumulacién de lipidos y de hidratos de carbono a expensas de la
fuente de carbono presente alin en el medio. Esta fase se
caracteriza por el rdpido inicio de la produccién de giberelinas
(Borrow et al. 1961, 1964).

Las fuentes de carbono que se emplean habitualmente son la
glucosa y la sacarosa. Otras fuentes de carbono, como el glicerol
(Briickner y Blechschmidt 1991) y el manitol (Candau et al. 1992)
se han descrito como muy apropiadas. Las concentraciones muy
altas de fuente de carbono (en particular de glucosa) inhiben la
sintesis de giberelinas (Borrow et al. 1964; Candau et al. 1992).
Para evitar la inhibici6én se han desarrollado procesos de alimenta-
cién en los que se aiiade progresivamente glucosa durante la fase
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de produccién, de modo que la concentracién se mantenga siempre
por debajo de los 40 g/l. Otra forma de evitar la inhibicién por glu-
cosa es usar como fuente de carbono aceites vegetales (Murontsev
y Dubovaya 1964), polimeros de carbohidratos, como el almidén, o
mezclas de fuentes de carbono de asimilacién rdpida y lenta
(Darken et al. 1959; Fuska et al. 1961; Borrow et al. 1964; Vass y
Jefferys 1979).

La fuente de nitrégeno es un factor decisivo en la sintesis de
giberelinas, tanto por la naturaleza de la fuente empleada como por
la cantidad utilizada. Favorecen la sintesis de giberelinas el sulfato
amonico, el cloruro aménico y las fuentes de nitrégeno que se
asimilan lentamente, como la glicocola y el tartrato amoénico; el ace-
tato amoénico es mucho menos efectivo (Fuska et al. 1961; Jefferys
1973).

Los medios de cultivo de- Gibberella también contienen fuen-
tes de magnesio, potasio, fésforo y azufre. Los elementos traza sue-
len ser aportados como impurezas de los ingredientes comerciales
(Vass y Jefferys 1979).

Para alcanzar una produccién méixima de giberelinas se
recomienda cultivar el organismo en dos etapas, una de crecimiento
a 31-32 °C y otra de produccién a 29 °C; el aporte de oxigeno es
imprescindible para la produccién de giberelinas (Borrow et al.
1955, 1961, 1964; Jefferys 1973).

Alteraciones de la produccion de giberelinas

Las condiciones de cultivo modifican la produccién de gibe-
relinas. Por ejemplo, la composicién de la mezcla de giberelinas
producida varia con el pH del medio. En las condiciones habituales
de cultivo predomina el 4cido giberélico. En medios alcalinos dismi-
nuye el 4cido giberélico en favor de GA4, GA7, GAg, GA12, GAia y
GA 6. Este efecto del pH se atribuye a una mayor disociacién a alto
pH de los intermediarios expulsados al medio de cultivo, lo que
hace que no puedan volver a entrar en el micelio para ser metabo-
lizados (Bearder 1983).

Cuando el hongo se cultiva con una fuente de nitrégeno
compleja, como péptidos, se producen cantidades relativamente

15



altas de GA1, GA1e¢ y GAs47 en comparacién a las producidas en
medios sintéticos (Mclnnes et al. 1977). Este efecto se ha atribuido
a la inhibicién por nitr6geno inorginico de la deshidrogenacién de
GA4 a GA7; las fuentes de nitrégeno complejas liberan nitrégeno
lentamente, que inhibiria la 1,2-deshidrogenasa de la GAg4 y se
acumularian GA1, GA47, GA16 y GA4 (Bearder 1983).

Por iltimo, el zinc y el cobre estimulan preferentemente la
sintesis de GAg4 (investigadores japoneses citados por Briickner
et al. 1989).

Regulacion de la producciéon de giberelinas por Gibbe-
rella

Se han propuesto dos modelos alternativos que explican la
relacién entre la biosintesis de giberelinas y la supresiéon del cre-
cimiento. El primero propone la existencia de una sustancia inhibi-
dora de la sintesis de giberelinas que desaparece al detenerse el
crecimiento. El otro propone una sustancia activadora de la sintesis
de giberelinas que se empieza a sintetizar al detenerse el creci-
miento. Ambos modelos son equivalentes y producirian los efectos
observados en la produccién de giberelinas (Bu'lock et al. 1974).

La producciéon de giberelinas no esti necesariamente ligada a
la detencién del crecimiento: cuando el crecimiento se detiene por
agotamiento de otros nutrientes (por ejemplo, las fuentes de car-
bono o fésforo), no hay sintesis de giberelinas. Recientemente se ha
demostrado que el factor desencadenante de la biosintesis de
giberelinas es el agotamiento de la fuente de nitrégeno, pero toda-
via no es posible decidir entre regulaciéon por activacién o por inhi-
bicién (Candau et al. 1992).

La regulacién por nitrégeno de la sintesis de giberelinas
parece ser un mecanismo comin a todas las estirpes de Gibberella,
ya que en todos los casos descritos los medios de cultivo adecuados
para la produccién tienen en comidn un contenido muy bajo de
nitrégeno frente a una elevada concentracién de carbono. Existen
sin embargo diferencias entre estirpes: cierta estirpe silvestre
seleccionada por su elevada produccién de giberelinas sigue produ-
ciéndolas en presencia de nitrégeno, aunque en menor cantidad
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(Briickner y Blechschmidt 1991). Esto sugiere que pueda tratarse de
una estirpe parcialmente desregulada.

Parte de los experimentos descritos en esta tesis van encami-
nados a profundizar en el mecanismo de regulacién por nitrégeno.

Aplicaciones de las giberelinas

Las giberelinas se utilizan en agricultura, horticultura y pro-
cesos industriales. Su aplicacién en estos campos se basa en su
actividad reguladora del crecimiento vegetal, sustituyendo o inten-
sificando la actividad de las hormonas enddgenas (Sponsel et al.
1977; Reid 1990). De las mis de setenta giberelinas conocidas, solo
se usan comercialmente el 4dcido giberélico y, mds raramente, las
mezclas de GA4 y GA7.

El 4cido giberélico se emplea principalmente en la industria
cervecera y en la agricultura. Sus usos en la agricultura son muy
diversos. Su principal aplicacién es la produccién de uva, donde
regula la época de recoleccién, incrementa el rendimiento y mejora
la calidad de la cosecha (Rappaport 1979). Su aplicacién a las varie-
dades sin semillas, con bajas cantidades de giberelinas enddgenas,
tiene como resultado un aumento de tamafio (Weaver 1958). El
dcido giberélico se usa en otros cultivos, como ejemplo el de los
cerezos, donde permite obtener frutos mayores y mds firmes,
reduciendo las picaduras en la piel y las magulladuras durante el
transporte y almacenamiento (Looney y Lidster 1980); patatas,
donde rompe la dormancia, permitiendo la recogida de dos o tres
cosechas en una estacién, acelera la aparicién de raices e incremen-
ta el nimero de tallos y tubérculos producidos (Metzger 1983); y
citricos, donde mejora la calidad de la fruta, prolongando la vida
media del fruto, reduciendo el riesgo de enfermedades e incremen-
tando el tamafio y el niumero total de frutos (Coggins y Henning
1988). También se aplica a menor escala a otros cultivos (Sircar
et al. 1970; Koranski et al. 1979; Kaufman et al. 1981; Zeevart
1983; Rood et al. 1983, 1988: Steffens er al. 1985; Wang et al.
1985; Steffens 1988; Terui y Okagami 1988).

En la industria cervecera el 4cido giberélico acelera el
malteado (Paleg 1960; Hardie 1975). La malta se produce por la
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germinacién de los granos de cebada. Durante este proceso, las
giberelinas endégenas inducen la sintesis de enzimas hidroliticas,
especialmente o-amilasa y diastasa, que degradan los hidratos de
carbono de las paredes y las proteinas y el almidén presentes en el
endospermo. La adicién de pequefias cantidades de GAj3 acelera la
produccién y liberacién de las enzimas, acortando el malteado de
uno a tres dias (Jacobsen 1983; Jacobsen y Beach 1985; Deikman y
Jones 1985; Sakai-Wada y Nakata 1987; Huttly y Baulcombe 1989).

Las giberelinas A4 y A7 poseen actividades bioldgicas espe-
cificas diferentes de las del 4cido giberélico (Thomas 1985; Looney
et al. 1985; Meador y Taylor 1987). Debido a que la separacién de
GA4 y GA7 es muy cara, ambas giberelinas se venden y se aplican
mezcladas.

Uno de los efectos mds espectaculares, y probablemente de
mayor interés, de la mezcla GA4/GA7 es la induccién de la floracién
en ciertas especies de coniferas, especialmente en las pertenecien-
tes a la familia Pinaceae (Pharis et al. 1980; Pharis y King 1985).
Este efecto puede tener importancia econémica y comercial en el
futuro, ya que algunos de los bosques mdis importantes del planeta
tienen problemas de regeneracién a causa de la poca frecuencia de
buenos afios en la produccién de semillas (hay que tener en cuenta
que en algunos drboles de este tipo la floracién se da aproximada-
mente cada 10 afios). La producciéon de pifias también aumenta con
el tratamiento hormonal en muchas especies de Pinaceae, como
Picea glauca (Ho 1988), Picea mariana (Ho 1988), Picea sitchesis
(Tompsett y Fletcher 1979) y Pinus banksiana (Cecich 1983).

1.2.2. Los carotenoides de Gibberella

Los carotenoides son tetraterpenos, formados por tanto por
ocho unidades isoprenoides (un total de cuarenta atomos de carbo-
no). En la actualidad se conocen mds de 400 carotenoides naturales,
que se han encontrado en bacterias, algas, hongos, plantas superio-
res y animales. Estos udltimos son incapaces de sintetizarlos, por lo
que los obtienen a partir de la dieta (Davies 1965).

Hay varios tipos de carotenoides: los hidrocarbonados o
carotenos, y los que contienen oxigeno, llamados xantofilas. Los
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apocarotenoides son compuestos derivados de los carotenoides por
pérdida secundaria de 4tomos de carbono.

Gibberella fujikuroi sintetiza principalmente neurosporaxan-
tina (4cido 4'-apo-B-caroten-4'-oico) (Aasen y Jensen 1965), y
cantidades menores de otros carotenos, como B-caroteno, licopeno,
toruleno y fitoeno (Avalos y Cerdd Olmedo 1987).

El andlisis de diversos' mutantes ha permitido profundizar en
los detalles estructurales y regulatorios de la ruta de sintesis de los
carotenos. Asi, desde un punto de vista bioquimico, el compor-
tamiento de ciertos mutantes rezumantes sugiere que en Gibberella
una misma enzima lleva a cabo las cinco deshidrogenaciones entre
fitoeno y toruleno (Avalos y Cerdi-Olmedo 1987). La regulacién
muestra semejanzas y diferencias con otros organismos: estd regu-
lada por la luz, pero carece de regulacién por producto final (Avalos
y Cerdd Olmedo 1986, 1987; Avalos y Schrott 1990), mecanismo
que regula la sintesis de P-caroteno en Phycomyces blakesleeanus
(Murillo y Cerdd-Olmedo 1976). El andlisis de mutantes ha llevado
a proponer un mecanismo de regulacion mediado por dos productos
génicos, un represor y un correpresor fotosensibles. Ciertos experi-
mentos realizados in vitro indican que el represor actia sobre la
sintesis de las enzimas de la carotenogénesis (Avalos et al. 1988).

1.2.3. Relacién entre las sintesis de carotenoides y gibe-
relinas en G. fujikuroi

Los carotenoides se producen durante el crecimiento de
Gibberella, mientras que las giberelinas se empiezan a sintetizar
cuando cesa el crecimiento.

En nuestro laboratorio se ha demostrado que el incremento
de la carotenogénesis en mutantes superproductores de neurospo-
raxantina se compensa aproximadamente con una bajada en la sin-
tesis de giberelinas (Candau et al. 1991). En la direccién opuesta
ocurre lo mismo, ya que los mutantes albinos aumentan la sintesis
de giberelinas.

Esta compensacién entre las rutas de carotenoides y gibere-
linas no ocurre en los mutantes carentes de giberelinas; el desvio a
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la ruta de los carotenoides de los precursores de las giberelinas
incrementaria la produccién de neurosporaxantina unas 100 veces.

En Phycomyces los carotenoides son sintetizados por un gran
complejo enzimdtico (Cerdd Olmedo 1987) y probablemente en
Gibberella también. Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio
sugieren que al bloquear el funcionamiento del complejo (mutantes
car), los precursores se desvian hacia la ruta de las giberelinas.
Para que esto ocurra los carotenoides y las giberelinas deberian
sintetizarse en el mismo compartimento celular.

1.3. GENETICA DE GIBBERELLA

Gibberella fujikuroi es un hongo heterotdlico. Se han descrito
cuatro grupos de cruzamiento, que son intrafértiles e interestériles
(Kathariou 1981; Kuhlman 1983). Generalmente, los aislamientos
obtenidos de plantas de distintas especies son incompatibles, es
decir, pertenecen a distintos grupos de cruzamiento (Hsiev et al
1977).

El ciclo sexual parece ser poco frecuente en la naturaleza y
dificil de reproducir en el laboratorio. La mutacién, la parasexuali-
dad y la heterocariosis pueden contribuir mis que el ciclo sexual a
la generacion de la variabilidad genética de este organismo. En par-
ticular, la heterocariosis puede ser especialmente apropiada en los
casos en que sea necesaria una adaptacion rdpida y oportunista
(Sidhu 1983).

1.3.1. Ciclo sexual

La genética de G. fujikuroi fue iniciada por Gordon, que pudo
cruzar ocasionalmente algunas de las estirpes de su extensa colec-
cién, demostrando que el hongo era heterotdlico y que el sexo esta-
ba controlado por un par de alelos (Gordon 1960).

En el laboratorio la obtencién de peritecios era un fenémeno
errdtico y azaroso hasta que se descubrié que el ciclo sexual puede
inducirse afiadiendo al medio de cultivo tallos de Citrus medica
(Spector y Pinney 1966, 1968). De esta forma, los peritecios ‘apare—
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cen a las 3-6 semanas. El nimero madximo de ascosporas por asca es
de 8.

Los cruces entre estirpes productoras y no productoras de
giberelinas de la coleccién de Gordon .dan siempre una segregacion
1:1. Otros caracteres genéticos, como el sexo, el color, la- morfologia
y la velocidad de crecimiento, también dan segregaciones 1:1
(Spector y Phinney 1966, 1968; Phinney y Spector 1967).

Las dificultades para reproducir el ciclo sexual en condicio-
nes controladas han hecho que se preste una mayor atencién a
otras formas de inducir variabilidad genética, como la mutagénesis.
Son numerosos los tratamientos mutagénicos que se han empleado
con éxito en G. fujikuroi, como rayos vy, radiacién ultravioleta,
metanosulfonato de etilo, N-nitrosourea, etilamina, y N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina (Imshenetsky y Ulyanova 1962; Sokolova
1969; Erokhina y Sokolova 1966; Erokhina y Efremov 1970; Avalos
et al. 1983, 1985; Kolblin et al. 1990).

La estirpe IMIS58289 de Gibberella empleada en este trabajo
es muy adecuada para la induccién y aislamiento de mutantes, ya
que al producir exclusivamente conidios uninucleados permite la
expresiéon de mutaciones recesivas y el aislamiento de las c€lulas
que las contienen (Avalos et al. 1985).

La mutaciéon y la seleccion es actualmente el método mads
importante de mejora de la produccién de giberelinas. Sin embargo,
debido a que la mayoria de este tipo de investigaciones se lleva a
cabo en laboratorios industriales, los datos que se hayan obtenido
no han sido publicados.

1.3.2. Ciclo parasexual

Ademds de la mutagénesis, la recombinacién parasexual es
también un método muy adecuado para la producciéon de estirpes
mejoradas. Aqui se incluyen la formacién de heterocariontes, su
diploidizacién y segregacién y la transformaciéon. En ambos casos las
técnicas mds eficientes pasan por la formacién eficaz de protoplas-
tos viables.
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Obtencién de protoplastos

En hongos filamentosos los protoplastos se obtienen
degradando la pared celular con las enzimas liticas adecuadas.
Segin la composicién quimica de la pared, cada hongo requiere la
utilizacién de distintas enzimas, no siempre disponibles comercial-
mente.

El primer método de obtencién de protoplastos de
G. fujikuroi estaba basado en la incubacién del micelio con una
mezcla estabilizada y liofilizada de preparaciones enzimdticas obte-
nidas a partir del caracol Helix pomatia (Harris 1982). De esta
forma se obtienen muchos protoplastos, pero no son viables; es
decir, no regeneran su pared celular en medios osmoestabilizados y
no sirven para experimentos de transformacién o fusién.

La utilizaciéon de enzimas liticas del hongo Trichoderma
harzianum produce protoplastos viables, pero exige preparaciones
enziméticas no comerciales y de obtencién laboriosa, lo que
dificulta el proceso (Briickner er al. 1990).

Uno de los objetivos iniciales de esta tesis fue la obtencién
de protoplastos viables usando enzimas comerciales.

Heterocariosis

En Gibberella se pueden producir heterocariontes tanto en la
naturaleza (Sidhu 1983; Ming et al. 1966) como artificialmente por
anastomosis espontdnea de hifas (Adams et al. 1987).

Todas las subespecies de Gibberella tienen genes de incom-
patibilidad vegetativa (genes vic), aunque en distinto nidmero;
hasta el momento solo se han encontrado dos alelos de cada gen vic.
Para que dos estirpes de G. fujikuroi formen un heterocarionte por
anastomosis de hifas es imprescindible que sus alelos vic sean
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; Sidhu 1985, 1986;
Correll er al. 1987, 1989).
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En el laboratorio, el método cldsico de obtencién de hetero-
cariontes en hongos filamentosos es mediante anastomosis esponta-
nea de hifas de estirpes con distintas auxotrofias y posterior selec-
cién en medio minimo. Sin embargo, en Gibberella, los
heterocariontes obtenidos por este sistema no son heterocariontes
propiamente dichos, sino que sélo se funden una o pocas células, y
el resto del micelio vive a expesas de ellas. Otro método muy
empleado en el laboratorio es la fusién de protoplastos, pero hasta
la fecha no se ha descrito en Gibberella.

En la estirpe IMI58289 de G. fujikuroi usada en este trabajo,
no hemos observado formacién de heterocariontes por anastomosis
de hifas.

Transformacion

Aunque la transformacién de Bacillus subtilis y otras bacte-
rias es un proceso rutinario desde hace varias décadas, hasta
mucho después no se obtuvieron evidencias de la misma en
Escherichia coli (Revision: Portugal y Cohen 1977) y eucariontes,
tanto inferiores (Hinnen et al. 1978) como superiores (McBride y
Ozer 1973). La manipulacién genética de eucariontes se ha desa-
rrollado mucho a nivel molecular, en especial en la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Struhl 1983). Los experimentos en este
hongo han contribuido enormemente al desarrollo de técnicas
similares para hongos filamentosos (revisiones: Fincham 1989;
Goosen et al. 1992).

Los hongos filamentosos son un grupo de eucariontes
inferiores muy variado genética y funcionalmente (Smith y Berry
1983). Algunos, como Aspergillus nidulans o Neurospora crassa,
han sido muy utilizados para estudiar aspectos de genética,
metabolismo y desarrollo, debido a las ventajas experimentales que
ofrece su andlisis genético. Otros, como Aspergillus niger, A. oryzae,
Penicillium chrysogenum y Cephalosporium acremonium, deben la
atencién que se les ha prestado a la produccién de sustancias de
interés comercial, ya sean metabolitos primarios, como ciertas
enzimas, o secundarios, como antibiéticos, 4cidos orgdnicos, etc. Un
tercer grupo, que comprende una gran variedad de géneros, estaria
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formado por los hongos fitopatégenos. Gibberella fujikuroi es a la
vez un hongo industrial y un patégeno de plantas.

En general los protocolos de transformacién de hongos fila-
mentosos se basan en los de S. cerevisiae. Asi, los primeros ejem-
plos de transformaciéon publicados en N. crassa (Case et al. 1979;
Schweizer et al. 1981), A. nidulans (Ballance et al. 1983; Tilburn
et al. 1983) y Podospora anserina (Tudzynski et al. 1980), incluian
la preparacién de protoplastos mediante la digestion de las paredes
celulares de estos hongos con enzimas liticas (Peberdy y Ferenczy
1985) y su tratamiento con cloruro célcico y polietilenglicol. Estos
compuestos alteran la permeabilidad de la membrana plasmdtica y
facilitan la entrada de ADN en la célula. Posteriormente se seleccio-
naba la expresion del marcador introducido, obteniendo asi los
posibles transformantes.

Recientemente se han desarrollado otras técnicas de intro-
duccién de ADN en la célula que no requieren la formacién de pro-
toplastos, como son la permeabilizacién de la célula con acetato de
litio (Dhawale et al. 1984), la electroporacién (Hashimoto et al.
1985), la utilizaciéon de células dafiadas fisicamente (Constanzo y
Fox 1988), el bombardeo de las células con microproyectiles
envueltos en ADN (Klein et al. 1987; Johnston et al. 1988) y la
microinyeccién (Ootaki et al. 1992). Sin embargo estos nuevos sis-
temas presentan serios inconvenientes: no suelen aumentar el
nimero de transformantes obtenidos, son metodolégicamente muy
complejos (bombardeo con microproyectiles), o requieren estructu-
ras de gran tamafio en el micelio (microinyeccién). Esto, unido a los
buenos resultados obtenidos con los protocolos basados en el
cloruro cilcico y el polietilenglicol, hace que apenas sean empleados
en hongos filamentosos.

En cuanto a los marcadores seleccionables ttiles en trans-
formacién, se pueden emplear tanto genes que complementan
auxotrofias (Case et al. 1979) como genes de resistencia a inhibido-
res (Banks et al. 1983). El primer caso presenta el inconveniente de
que hay que partir de mutantes afectados en los genes que se utili-
cen como marcadores. En el segundo caso se puede transformar
directamente a la estirpe silvestre. El problema en este segundo
supuesto es que todavia no existe un marcador versdtil debido a la
gran variabilidad genética existente entre los hongos filamentosos.
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Un ultimo factor a tener en cuenta es el origen del gen a uti-
lizar como marcador. Es evidente la preferencia del empleo de
genes del propio organismo frente a genes heterélogos, que pueden
tener mds dificultades de expresidén. Sin embargo, la utilizacion de
un gen homélogo exige la clonacién previa del mismo, tanto si es el
alelo silvestre que complementa una auxotrofia como si es un alelo
mutante que confiere resistencia a algin compuesto. La utilizacion
de genes heterélogos tiene la ventaja de que disminuye el riesgo de
inestabilidad de las secuencias repetidas durante el ciclo sexual
(fenémeno RIP).

Hasta la fecha, los iunicos sistemas de transformacion descri-
tos en G. fujikuroi se basan en la utilizacién de ADN heterdlogo,
tanto por complementaciéon de auxotrofias (Sdnchez Ferndndez et al.
1991; Briickner et al. 1992), como por resistencia a drogas (Leslie y
Dickman 1991). Aunque en el primer caso se utilizaron protoplastos
y en el segundo se transformaron células completas permeabiliza-
das con acetato de litio, la frecuencia de transformacién obtenida

con ambos métodos es muy parecida (1-2 transformantes por
ng de ADN).
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El trabajo descrito en esta tesis se engloba en un proyecto
cuyo objetivo final es la superproduccién de giberelinas por
Gibberella fujikuroi. Una de las aproximaciones al problema pasa
por la clonacién de los genes de la ruta biosintética de las gibereli-
nas. A tal fin decidimos por una parte, desarrollar un sistema de
transformacién para Gibberella, y por otra, estudiar la regulacién de
la giberelinogénesis.

En esta tesis hemos desarrollado un método fiable de obten-
cién de protoplastos, lo cual nos ha permitido abordar la transfor-
macién de la estirpe IMIS8289 de Gibberella fujikuroi. Por otro
lado, hemos aislado una seric de mutantes afectados en distintas
etapas de la via de asimilacién de nitrégeno. Estos mutantes han
sido empleados en el estudio de la regulaciéon por nitrégeno de la
biosintesis de giberelinas. Uno de ellos, afectado en el gen estruc-
tural de la reductasa del nitrato, ha sido utilizado ademds como re-
ceptor en los experimentos de transformacién con ADN exdgeno en
los que utilizamos como marcador el gen estructural de la reductasa
del nitrato de A. niger o A. ory:zae.
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2. MATERIAL Y METODOS



2.1. ESTIRPES

La Tabla 1 enumera las estirpes de Gibberella fujikuroi
empleadas en este trabajo, asi como su fenotipo y origen. La estirpe
silvestre IMIS8289 procede del ‘Imp'er_ial" Mycological Institute
(Kew, Surrey, Inglaterra). El resto de las estirpes se obtuvieron a
partir de la estirpe IMI58289 por uno o dos tratamientos con el
agente mutagénico N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina.

La estirpe de Escherichia coli utilizada fue DH5a, cuyo geno-
tipo es: F- endAl, hsdR17 (rx* mg~) supE44 thi-1 gyrA96 recAl
relAl AlacU169 [D80cl lacZAM15] A— (Hanahan 1983).

TABLA 1: Estirpes de Gibberella fujikuroi utilizadas en este trabajo.

Estirpe Fenotipo Origen
IMI58289 Silvestre Imperial Mycological
Institute
~SG139 No produce giberelinas IM158289
SG140 No asimila nitrato IMI58289
SG141 No asimila nitrato IMI58289
SG142 No asimila nitrato IMI58289
SG143 No asimila nitrito IMI58289
SG144 No asimila nitrito IMI58289
SG146 Requiere asparragina IM158289
SG147 Carece de cofactor de IMI58289
molibdeno
SG149 Hipersensible a nitrito IMI158289
SG150 Requiere asparragina IM158289
SG151 No asimila nitrato ni nitrito SG140
SG152 No asimila nitrato ni nitrito SG140
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2.2. PLASMIDOS

En la Tabla 2 se detallan los pldsmidos utilizados en esta tesis,

el marcador seleccionable que llevan y su origen.

Tabla 2. Plasmidos utilizados para transformar Gibberella.

Vector Marcador Origen del marcador Referencia
seleccionable

pSTA10 niaD Aspergillus niger Unkles et al. 1989.

pSTA14 niaD Aspergillus oryzae Unkles et al. 1989.

pAN7-1 hph Escherichia coli Punt et al. 1987.

pSV50 benA Neurospora crassa Vollmer y Yanofsky
1986.

plLJ16 argB Aspergillus nidulans  Johnstone et al.
1985.

p3SR2 amdS Aspergillus nidulans  Beriy Turner 1987.

pBS3.13 Cyh Schwannomyces Cedido por A.

castellii Jiménez.

pPS11 aph Tn903 Suarez y Eslava
1988.

pMAT107 nptll Tns Arnau et al. 1988

pBMG1 niaD Aspergillus oryzae Esta Tesis

pBMG2 niaD Aspergillus oryzae Esta Tesis

Genes: niaD, reductasa del nitrato. hph, resistencia a higromicina. benA,
B-tubulina resistente a benomilo. argB, biosintesis de arginina. amdS, ace-

tamidasa. cyh, resistencia a cicloheximida. aph y nptll, genes de resistencia a
antibioticos de la familia de la kanamicina, como la geneticina (G-418).
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2.3. MEDIOS DE CULTIVO
2.3.1. Medios de cultivo para Gibberella

Medio minimo

Su composicién por litro es: glucosa: 30 g, NaNOs3: 3 g, KH2PO4:
1g, MgS04-7H20: 0,5 g, KCI: 0,5 g, H3BO3: 10 mg, CuSO4: 10 mg,
FeCl3: 20 mg, MnCly: 20 mg, NaMoOy4: 20mg y ZnSO4: 2 mg
(Avalos et al. 1985).

Medio rico

Su composicién por litro es: glucosa: 30 g, NaNO3: 3 g, KHPOa4:
1 g, MgSO4-7H20: 0,5 g, extracto de levadura: 4 g, peptona: 8 g. En
algunos casos se usé una variante del medio minimo llamado "medio
de germinacién" que contiene ademds 1 g/l de extracto de levadura
(Avalos et al. 1985).

Medio de esporulacion

Su composicién por litro es: glucosa 1 g, NH4NO3: 1 g, KHaPOg:
1 g, MgSO4.7H20: 0,5 g, KCI: 0,5 g, extracto de levadura: 1 g (Ava-
los et al. 1985).

Medio para la produccion de giberelinas

Su composicién por litro es: glucosa: 80 g, NH4NO3: 0,48 g,
KH2PO4: 5 g, MgS04.7H70: 1 g, H3BO3: 10 mg, CuSO4: 10 mg, FeCls:
20 mg, MnCly: 20 mg, NaMoO4: 20 mg y ZnSO4: 2 mg (Geissmann
et al. 1966).

Para analizar la regulacién por nitrégeno de la biosintesis de
giberelinas se emplearon derivados de este medio variando la
fuente de nitrégeno y su concentracion.

Medio para la obtencién de protoplastos

Es una variante del medio para la produccién de giberelinas
que lleva 273 g/l de glucosa, 1 g/lde extracto de levadura y 1 g/l
de peptona (Sdnchez Ferndndez et al. 1991).
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Medio Czapek
Lleva por litro: sacarosa: 30 g, NaNOj3: 3 g, KH2POg4: 1g,
MgS04-7H20: 0,5 g, KCl: 0,5 g, FeSO4.7H20: 0,01 g (Fassatiovd 1986).

Medios selectivos

Los medios selectivos se osmoestabilizaron con KCl 1,2 M.

Para seleccionar transformantes capaces de asimilar nitrato se
utiliz6 medio minimo.

Para seleccionar transformantes capaces de asimilar acetami-
da se sustituyé el nitrato sédico del medio minimo por 2,1 g/l de
acetamida.

Para seleccionar transformantes resistentes a inhibidores se
utiliz6 medio de germinacién suplementado con el inhibidor corres-
pondiente:

Geneticina: 100 pg/ml.

Benomilo: 5,8 pg/ml.

Cicloheximida: 100 pg/ml.

Para sembrar los protoplastos se utiliz6 agar de cobertera
(medio selectivo con 8 g/l de agar).

2.3.2. Medios de cultivo para E. coli

Medio nutritivo LB

Su composicién por litro es: extracto de levadura: 5 g, peptona
hidrolizada enzimdticamente ("bacto-tryptone” Difco): 1 g y NaCl:
1 g (Maniatis et al. 1982). Cuando .era necesario, se afiadia ampi-
cilina (100 pg/ml) a partir de una solucién concentrada de
100 mg/ml.

Medio SOC

Se utilizé para el crecimiento de las bacterias tras la transfor-
macién, y su composicién es: extracto de levadura: 5 g/l, "bacto-
tryptone": 1 g/l, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl; 10 mM, MgSO4
10 mM y glucosa 20 mM (Maniatis et al. 1982).
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Caldo para pldsmidos

Para amplificar un pldsmido, las células, previamente trans-
formadas, se incubaron a 37 °C con agitaci6én durante unas 12 horas
en el caldo compuesto por: triptona: 12 g, extracto de levadura:
24 g, glicerol (87 % v/v): 5 ml, agua destilada: 900 ml. Tras autocla-
var el medio se afadieron 100 ml de tampén fosfato potdsico
(pH7,6) 1 M estéril.

En todos los casos, para solidificar los medios se utilizaron
16 g/l de agar Adsa Micro.

2.4. TAMPONES Y SOLUCIONES
2.4.1. Gibberella

Tampoén citrato-manitol-fosfato

Los tratamientos enzimdticos para la obtencién de
protoplastos se llevaron a cabo en tampén citrato-manitol-fosfato
(CMP), cuya composicién por litro es: POg4NaH7-2H7O: 15,6 g, citrato
trisédico dihidratado: 29,4 ¢ y manitol: 145,7 g. Las enzimas liticas
se aifiadieron disueltas en sulfato de magnesio 0,9 M. Una vez
obtenidos, los protoplastos se mantuvieron en sorbitol 1,2 M.

Soluciones para la transformacion

Para centrifugar los protoplastos se utilizé una solucién A,
compuesta por sorbitol 1,2 M, CaCly 50 mM y Tris(hidroximetil)-
aminometano (Tris-HCI) (pH 7,5) 10 mM.

Para la captacién de ADN se utiliz6 una solucién B, compuesta
por polietilenglicol 4 kD 50 % (p/v), CaClp 50 mM y Tris-HCI
(pH 7,5) 10 mM.
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2.4.2. E. coli

En las extracciones de ADN plasmidico de bacterias se utiliza-
ron las siguiente soluciones (Maniatis et al. 1982):

Solucion 1
Glucosa 50 mM, Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM y &cido etilendiami-
notetraacético (EDTA) (pH 8,0) 10 mM.

Solucién 11
NaOH 0,2 N y dodecil sulfato sédico (SDS) 1% (p/v).

Solucién 111
Acetato sédico 3 M al que se ajusta el pH a 4,8 con 4cido
acético glacial.

2.4.3. Tampones y soluciones utilizados para la manipu-
lacion in vitro de ADN

Tampon Tris-HCI
Tris 1 M ajustado al pH requerido con HC1 1 M.

Tampoén TE
Tris-HCl (pH 8,0) 10 mM y EDTA (pH 8,0) 1 mM.

Tampon TAE (50X)
Tris: 242 g, icido acético glacial: 57,1 ml, EDTA (pH 8,0) 0,5 M:
100 ml en un volumen final de 1 litro.

Tampon TBE (5X)
Tris: 54 g, 4cido bérico: 27,5 g, EDTA (pH 8,0) 0,5 M: 20 ml en
un volumen final de 1 litro.

Tampon de carga (5X)

Ficoll (tipo 400, Pharmacia, Suecia), 15 % y azul de bromofe-
nol, 0,25 % (p/v).
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Soluciones para las hibridaciones por el método de Southern

Solucién despurinizante: HC1 0,5 M.

Solucién desnaturalizante: NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M.

Solucién neutralizante: Tris-HCI (pH 7,5) 0,5 M y NaCl 3 M.

-~ Solucién SSC (20X): NaCl 3 M vy citrato sédico (pH 7,0) 0,3 M.

Solucién SSPE (20X): NaCl 3 M, EDTA (pH 7,4) 20 mM y
NaH,P0O4-2H20 0,18 M.

Reactivo de Denhardt (50X): 10 g/l de ficoll, 10 g/l de polivi-
nilpolipirrolidona y 10 g/l de seroalbiimina bovina.

Solucién de prehibridacién e hibridacién: SSPE (5X), reactivo
de Denhardt (5X), SDS 0,5 % (p/v) y 100 pg/ml de ADN de esperma
de salmén previamente desnaturalizado y fragmentado (Maniatis
et al. 1982).

2.5. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
2.5.1. Transformacion de E. coli

Método del cloruro de calcio

Consiste en mantener en frio y en presencia de una solucién
100 mM de CaCly, una suspensién de bacterias recogidas en fase
exponencial de crecimiento (es importante que el cultivo no alcance
una densidad superior a 108 células/ml). A 200 pl de estas células
competentes se les afiadieron 10-40 ng de ADN (disueltos en el
menor volumen posible de TE), se mantuvieron en hielo al menos
30 minutos y se sometieron a un choque térmico de 2 minutos a
42 °C. A continuacién se afiadi6 1 ml de medio SOC y se incubaron a
37 °C durante 1 hora antes de sembrarlas en cajas de agar LB con
ampicilina (100 pg/ml).

En todos los experimentos se utiliz6 un testigo sin afiadir ADN
y otro al que se afiade un pldsmido de frecuencia de transformacién
conocida.

Electroporacion

Este método se empleé para transformar E. coli con mezclas de
ligacién. Al igual que para el sistema anterior, utilizamos un cultivo
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de bacterias en la fase de crecimiento exponencial, cuyas células,
tras ser enfriadas en hielo, lavadas 4 veces con agua destilada
estéril y resuspendidas en glicerol 15 % (v/v), se dividieron en
alicuotas de 40 pl que, junto con 2 pl de mezcla de ligacién, fueron
sometidos a electroporacién en un aparato BTX modelo EM600, a
2,5kV y 129 Q. En estas condiciones la corriente pasa tedricamen-
te durante 5 milisegundos.

En estos experimentos se utilizaron como testigos un pldsmido
de frecuencia de transformacién conocida y la mezcla de ligacion sin
inserto.

2.5.2. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Minipreparaciones

Cuando se requeria solo una pequefia cantidad de ADN se uti-
lizaban cultivos de 1,5 ml a 10 ml en caldo LB con 100 pg/ml
ampicilina. El ADN se extrajo por el método de lisis alcalina
(Birnboin y Doly 1979) pero sin adicién de lisozima. Generalmente,
y con el fin de eliminar el ARN de las preparaciones, estas se
sometian a un tratamiento con ARNasa (Maniatis ei al. 1982);
finalmente, tras una segunda precipitacién con etanol, el ADN se
resuspendia en 50 pl de TE. Entre 2 y 3 pl de esta suspension eran
suficientes para un andlisis de restriccidn.

Preparaciones a gran escala

Cuando hacfa falta aislar grandes candidades de pldsmido se
seguia el mismo método que se describe en el apartado anterior
salvo que se partia de 500 ml de cultivo en medio nutritivo LB con
100 pg/ml de ampicilina.

Tras la extraccién, el ADN se purificé en gradiente de cloruro
de cesio-bromuro de etidio (Maniatis et al. 1982). El bromuro de
etidio se elimindé de la solucién tratando ésta con isopropanol satu-
rado con TE y cloruro de cesio. Con el fin de eliminar el cloruro de
cesio, las muestras se dializaron tres veces frente a TE durante 20 a
30 minutos a 4 °C.

En otros casos, la purificacién se llevé a cabo precipitando=el.,

ADN con polietilenglicol 8 kD al 13 % (p/v). \1\
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2.5.3. Cuantificacion de ADN

Las concentraciones de ADN se determinaron por densidad
Optica, teniendo en cuenta que una solucién de 50 pg/ml de ADN
bicatenario tiene una absorbencia de 1. Alternativamente, la canti-
dad de ADN de una preparacién se estimé mediante eletroforesis en
gel de agarosa y tincién con bromuro de etidio (Maniatis et al.
1982) (ver apartado 2.5.5). En estos casos, el cdlculo deriva de la
comparacién de la fluorescencia de las bandas de ADN con la de
bandas correspondientes a una cantidad conocida de ADN del fago A

digerido con la enzima HindIII.

2.5.4. Manipulacién enzimdtica del ADN

Las digestiones del ADN con endonucleasas de restriccién se
realizaron siguiendo esencialmente las técnicas descritas por
Maniatis et al. 1982. Los tampones y condiciones de incubacién
empleados fueron los recomendados por la firma suministradora de
las enzimas (Boehringer Mannheim, Alemania).

2.5.5. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Andlisis de los fragmentos de restriccion

La resolucién de fragmentos de restriccién se llevé a cabo en
geles de 0,6-0,8 % de agarosa, segin el tamafio ‘de los fragmentos
(Maniatis et al. 1982) en tampén TAE. Los geles se sumergieron en
el mismo tampén contenido en cubetas horizontales de electrofore-
sis y se sometieron a un voltaje de aproximadamente 5 V/cm de

longitud del gel. En los geles se emple6 como patrén de tamafio ADN
del fago A digerido con HindlIII.

Revelado de los geles

Los geles de agarosa se tifieron sumergiéndolos 15 minutos en
agua o tampén de electroforesis con 3 mg/ml de bromuro de etidio.
Las bandas se hicieron visibles con un transiluminador Fotodyne
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3-3002 (New Berlin, WI, USA), que emite radiacién ultravioleta de
300 nm, y se fotografiaron con una cédmara Polaroid MP4, pelicula
tipo 665 y un filtro Kodak Wratten 22A.

2.5.6. Recuperaciéon de fragmentos de ADN a partir de
geles de agarosa

Se empled el preparado comercial "Geneclean" (Stratagene, CA,
EEUU), efectivo para fragmentos de tamaiio inferior a 10kb y
basado en la fusién de la agarosa con ioduro sdédico y la adsorcion
del ADN a una matriz inerte. Tras su lavado, el ADN se recupera de
la matriz por elucién en un tampén de baja concentracién salina, se
precipita con etanol al 96 % y se resuspende en un volumen ade-
cuado de TE.

2.5.7. Deteccion de secuencias de ADN mediante hibrida-
cion por el método de Southern

Transferencia de fragmentos de ADN separados por electro-
foresis a filtros de nilon

Después de ser sometido a electroforesis, el gel se traté con
solucién despurinizante 30 minutos, solucién desnaturalizante
40 minutos, y solucién neutralizante 15 minutos, todo ello a tempe-
ratura ambiente y con agitacién constante. Posteriormente el ADN
se transfirié a filtros de nilén Hybond-N (Amersham, Reino Unido)
por capilaridad (Southern 1975) y se uni6 a estos incubando
durante 2 horas a 80 °C.

Marcado radiactivo de la sonda de ADN

El ADN a utilizar como sonda se marcé con [32P]dCTP por
resintesis utilizando un equipo de "nick translation" (Boehringer
Mannheim), siguiendo las instrucciones del fabricante. El exceso de
nucleStidos no incorporados se eliminé mediante filtracién en
columnas de Sephadex "G-50 Quick Spin" (Boehringer Mannheim).
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Hibridacion

Dado que la sonda era homdloga, la hibridacién se llevé a cabo
en condiciones restrictivas. Los filtros de nilén con el ADN trans-
ferido se incubaron en la solucién de prehibridaciéon a 65 °C duran-
te 3 horas, y se hibridaron a la misma temperatura con 100 ng de
sonda marcada durante 14 horas. Los filtros, tras ser lavados a tem-
peratura ambiente con concentraciones decrecientes de SSC hasta
llegar a SSC diluido 5 veces, se sometieron a autorradiografia a
-70 °C en una cdmara de exposicién Sigma (EEUU).

2.6. INOCULACION Y CONDICIONES DE CULTIVO DE
GIBBERELLA

2.6.1. Conservaciéon de las estirpes

Las estirpes de Gibberella se conservaron congelando suspen-
siones de esporas a -20 °C en glicerol 10 % (v/v). Para recuperarlas,
se inocularon cajas de medio de germinacién con una gota de la
suspensién de esporas y micelio.

Para conservar las estirpes a largo plazo se congelaron a
-80 °C suspensiones de micelio esporulado.

2.6.2. Obtencién de microconidios

Sobre agar de esporulacién se colocaron con palillos estériles
siete inéculos de micelio en distribucién hexagonal y se incubaron
durante una semana a 30 °C a la luz. Como fuente de iluminacién
utilizamos una bateria de cinco fluorescentes que producen una
intensidad luminosa de unos 15 W/mZ.

La superficie de las colonias obtenidas en medio de esporula-
ciéon se lavé con 10 ml de agua estéril. Posteriormente, los microco-
nidios se separaron de los fragmentos de micelio por filtracién, y se
lavaron dos veces por centrifugaciéon en agua estéril. Las suspensio-
nes obtenidas se utilizaron inmediatamente o se resuspendieron en
una solucién al 10 % (v/v) de glicerol en agua para ser conservados
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a -20 °C. Para determinar el nimero de esporas viables se inocula-
ron las cajas con diluciones de las suspensiones de conidios recién
cosechadas o se contaron al microscopio en una cdmara de Burker.

2.6.3. Produccién de giberelinas

Para los andlisis de produccién de giberelinas se emplearon
matraces Erlenmeyer de 500 ml con 250 ml de caldo de produc-
ciébn, o variantes de este con distintas fuentes de nitrégeno. Los
matraces se inocularon con 1 ml de una suspensién de fragmentos
de micelio y esporas. Tal suspensién se obtuvo afiadiendo 10 ml de
agua estéril a una caja de medio de esporulacién y restregando la
superficie de las colonias con una espitula estéril. Los cultivos asi
inoculados se incubaron a 150 rpm en un agitador orbital en oscuri-
dad a 30 °C durante 15 6 21 dias, segin los casos.

2.6.4. Obtencién de protoplastos

Para la obtencién de protoplastos se utilizaron matraces Erlen-
meyer de 500 ml con 100 ml de caldo para protoplastos. Los matra-
ces se inocularon con 1 ml de una solucién libre de micelio de apro-
ximadamente 106 esporas por ml y se incubaron a 30 °C durante
40 horas en un agitador orbital a 150 rpm. El micelio se recogié
por filtracién a través de papel de filtro estéril, se lavé dos veces
con medio para protoplastos fresco y se resuspendié en 10 ml de
este medio. Posteriormente se sonicé (aparato Branson modelo
Sonifier 250) a 50 W durante 20 segundos y se centifugé durante
10 minutos a 4 °C (5000 rpm). El precipitado se resuspendié en
2ml de tampén CMP, al cual se afiadi6 Novozym (Novo-Industries,
S.A., Dinamarca) hasta una concentraciéon final de 5 mg/ml, a partir
de una solucién de 10 mg/mi en SO4Mg 0,9 M estéril. Esta mezcla se
incub6 a 30 °C con agitaciéon ocasional durante 4 horas. Una vez
formados los protoplastos, se separaron de los restos de micelio por
filtracién a través de nilén estéril (didmetro de poro: 50 pm).
Posteriormente se afiadié solucién A hasta llenar un tubo de 10 ml
y se centrifugé 10 minutos en una centrifuga de mesa basculante a
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velocidad media. Los protoplastos (el precipitado) se resuspendie-
ron en 0,5 ml de solucién A. Se tomé un alicuota de 0,1 ml, se diluyé
10 veces con solucién A y se estimé el nimero de protoplastos

obtenidos tras un conteo en cidmara de Burker (Sinchez Ferniandez
et al. 1991). '

2.7. TRATAMIENTOS MUTAGENICOS
2.7.1. Mutagénesis

En todos los tratamientos se usé una soluciéon de N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina (Sigma) de 1 mg/ml. Se afadieron 0,2 ml
de esta solucién a 0,8 ml de esporas recién recogidas resuspendidas
en agua y se incubaron a 22 °C en oscuridad durante una hora. El
tratamiento se detuvo mediante dos lavados con agua destilada
estéril. Las esporas mutagenizadas se conservaron a -20 °C en una
soluciéon al 10 % (v/v) de glicerol en agua. La supervivencia obteni-
da habitualmente con este tratamiento oscila entre el 5 y el 10 %
(Avalos et al. 198)5).

2.7.2. Seleccién de mutantes

Los mutantes de la ruta de asimilacién del nitrato se buscaron
directamente ensayando el crecimiento de colonias procedentes de
esporas supervivientes a la mutagénesis en cajas de medio minimo
con nitrato sédico o asparragina. Las colonias que solo crecieron en
medio con asparragina se transplantaron a medio minimo con dis-
tintas fuentes de nitrégeno para determinar el gen en que estaban
afectados (Klittich y Leslie 1988).
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2.8. MEDIDAS DE PESO SECO Y GIBERELINAS
2.8.1. Medida del crecimiento

El crecimiento se estimé a partir del peso seco del micelio. Se
filtraron muestras de 5 ml de los caldos de cultivo, se secaron
durante un minimo de 3 horas a 105 °C y se pesaron en una balanza
Mettler modelo AJ100.

2.8.2. Medida de giberelinas por fluorescencia

Los medios de cultivo se separaron del micelio mediante
filtraciéon con papel de filtro. A 0,2 ml del filtrado se les afiadieron
0,2ml de etanol 96 % y 2ml de una mezcla a temperatura
ambiente de etanol 96 % y 4cido sulfirico 96 % (1:1). Las muestras
se mezclaron por agitacién, se incubaron a 48 °C durante 30
minutos, se les afadieron 2 ml de etanol 96 % y fueron nuevamente
mezcladas por agitacion. En las condiciones descritas, las giberelinas
reaccionan con el dcido sulfirico produciendo un derivado
fluorescente.

Las concentraciones de giberelinas se calcularon por compa-
raciéon de la fluorescencia mostrada por las muestras con la
mostrada en las mismas condiciones por soluciones acuosas con con-
centraciones conocidas de d4cido giberélico (Sigma) disuelto en los
0,2 ml de etanol 96 %. Se determiné la fluorescencia emitida a
464 nm por muestras excitadas a 406 nm en un espectrofluo-
rimetro Perkin-Elmer modelo LS-3B.
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3. RESULTADOS



3.1.
TRANSFORMACION DE GIBBERELLA FUJIKUROI

El objetivo de este trabajo es la transformacién de Gibberella
fujikuroi con ADN exdégeno.

La mayoria de los protocolos de transformacién descritos
para hongos filamentosos se basan en la utilizacién de protoplastos
como receptores del ADN. Alternativamente intentamos la transfor-
macién con dos métodos que usan células enteras (acetato de litio y
electroporacién), pero no obtuvimos resultados positivos. Esto nos
condujo a desarrollar un método de obtencién de protoplastos via-
bles en Gibberella.

Como marcadores para la transformacién consideramos, por
una parte, genes que cambian el fenotipo de la estirpe silvestre (por
ejemplo, resistencia a. un antibidtico). Para ello es necesario que el
_fenotipo de la estirpe silvestre difiera notablemente del esperado
por la expresién de los genes exdgenos. Asi, determinamos la resis-
tencia de Gibberella a benomilo, higromicina, geneticina, kanamici-
na, verrucarina, bialafos, sulfanilamida y cloruro de mercurio. Tam-
bién estudiamos su capacidad de utilizar acetamida como fuente de
nitrégeno. Por otro lado, algunos vectores utilizados para transfor-
macién en otros hongos llevaban como marcador el gen estructural
de la reductasa del nitrato de distintas especies de Aspergillus
(A. niger, A. oryzae o A. nidulans). A fin de poder utilizar estos
vectores en Gibberella, buscamos mutantes carentes de reductasa
del nitrato.

3.1.1. Obtencién de protoplastos de G. fujikuroi
Los protocolos de obtencién de protoplastos cambian mucho
de un organismo a otro. Para desarrollar el método de obtencién de

protoplastos de G. fujikuroi tuvimos en cuenta las siguientes
variables: ‘
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I. Edad y origen del micelio:
a) Micelio cultivado en cajas durante 24 horas y separado de
estas mediante membranas de didlisis.
b) Micelio cultivado en medio liquido durante 24-48 horas.
c) Micelio cultivado en medio liquido durante 3,5 horas
(germinulas).

II. Medio de cultivo:
a) Medio de germinacién, tanto caldo como agar.

b) Caldo para protoplastos.
c¢) Caldo Czapek.

III. Naturaleza y concentracién de las enzimas:

a) Novozym.
b) B-glucuronidasa.
c) Novozym y B-glucuronidasa.

IV. Duracién del tratamiento enzimadtico:
Entre 1 y 24 horas.

V. Osmoestabilizante:
a) Sorbitol 1,2 M.
b) Sacarosa 1 M.
¢) Manitol 0,8 M.
d) Sulfato de magnesio 0,9 M.
e) Cloruro potasico 1,2 M.

Probamos numerosas combinaciones de las variables descri-
tas. Cuatro de ellas produjeron protoplastos, no muy abundantes y
en todo caso inviables:

1. En las condiciones descritas en la Tabla 3 obtuvimos pro-
toplastos, pero no eran viables, ya que en ningin caso observamos
su regeneracién sembrindolos en medio de germinacién osmoes-
tabilizado tanto con manitol 0,8 M como con CIK 1,2 M.
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TABLA 3. Aparicion de protoplastos respecto al tiempo, segun el
tratamiento enzimatico utilizado. Los datos mostrados son la media de cuatro
experimentos independientes y se dan en protoplastos/pl.

Cultivamos 5-105 esporas de la estirpe silvestre sobre una membrana
de didlisis colocada en agar de germinacién, a 30 °C durante 24 horas. El
micelio adherido a la membrana se deposité en tubos con 5 ml de la solucion
enzimatica preparada en tampdén CMP y se incubé a 30 °C.

Tiempo Novozym B-glucuronidasa Ambas enzimas
(horas) (10 pg/ul) (24 Uml)*

1 <6 <6 <6

2 <6 <6 <6

3 362 + 142 25+12,7 190 + 68,9

4 . 388 + 111 90 £ 23,0 460 + 184

5 400 + 93,5 140 + 23,9 340 £ 67,5

* 1 unidad de B-glucuronidasa libera en 1 hora (a pH 5,0 y 37 °C) 1 pg de fenolftaleina a partir del
glucurénido de fenolftaleina.

2. Cultivo de 2-106 esporas de la estirpe silvestre en 100 ml
de caldo Czapek a 30 °C durante 48 horas en agitacion (150 rpm). El
micelio se recogié por filtracién y se resuspendi6 en 6 ml de una
solucién de 120 U de B-glucuronidasa por ul de tampén CMP,
obteniéndose al cabo de 15 horas 700 + 170 protoplastos/ul. Una
variante que también produjo protoplastos inviables fue incubar el
micelio durante 30 minutos en una solucién de B-mercaptoetanol
(2 ul/ml) en 5 mM de EDTA pH 4,5 y lavarlo con tampén CMP antes
del tratamiento enzimditico. En este caso obtuvimos un rendimiento
similar (600 £ 128 protoplastos/ul).

3. Cultivo de 106 esporas de la estirpe silvestre en 50 ml de
caldo de germinacién a 30 °C con agitacién (150 rpm), durante
48 horas. El micelio fue recogido por filtracién y resuspendido en
una solucién de B-glucuronidasa (120 U/pl) en sorbitol 1 M (volu-
men total: 2 ml). En la Figura 3 se muestra la cinética de aparicion
de protoplastos en tales condiciones. Como puede observarse, el
nimero total aumenta considerablemente en las tres primeras
horas de incubacidn.
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Figura 3. Produccién de protoplastos a lo largo del tiempo tratando micelio cultivado
en medio de germinacién con 120 U/ul de B-glucuronidasa.

4. Cultivo de 106 esporas de la estirpe silvestre en 50 ml de
caldo de germinacién 6 50 ml de caldo para protoplastos, a 30 °C
con agitacién durante 40 horas. El micelio fue récogido por filtra-
cion, resuspendido en una solucién de P-glucuronidasa (120 U/ul) o
Novozym (2, 3 6 5 pg/ul) e incubado durante 7 horas a 30 °C. El
tratamiento con Novozym fue mds eficaz que con P-glucuronidasa,
especialmente con micelio procedente de medio para protoplastos
(Figuras 4 y 5).

Los experimentos descritos permiten concluir que el trata-
miento mds efectivo es el que emplea como medio de incubacién el
caldo para protoplastos y la digestién enzimdtica con 5pg/ul de
Novozym.

46



protoplastos/ul

Tiempo (horas)

Figura 4. Protoplastos producidos con Novozym (5 ng/pl) y con B-glucuronidasa
(120 U/pl) en funcién del tiempo de incubacién a 30 °C. El micelio utilizado procedia de medio
de germinacién (simbolos negros) o de medio para protoplastos (simbolos blancos).
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Figura 5. Produccién de protoplastos en funcién del tiempo y de la concentracion de
Novozym. Simbolos como en la Figura 4.

47



Estos resultados constituyen un éxito parcial, puesto que los
nimeros de protoplastos obtenidos fueron siempre relativamente
bajos. El hecho de repetirse el bajo rendimiento en condiciones dife-
rentes sugiere una dificultad general en el acceso de las enzimas
liticas a su sustrato. Para facilitar esta accesibilidad decidimos
someter el micelio a un tratamiento fisico previo que atacara par-
cialmente a la pared celular. El tratamiento elegido fue la sonicacion
del micelio.

De acuerdo con los experimentos anteriores, incubamos caldo
para protoplastos inoculado con 106 esporas de la estirpe silvestre a
30 °C con agitacién durante 40 horas. El micelio resultante fue
réecogido por filtracién, resuspendido en medio para protoplastos
fresco y sonicado durante 20 segundos a 50 W. Posteriormente el
micelio fue concentrado por centrifugacién y resuspendido en 5 ml
de una solucién de Novozym (5 pg/pul) en tampén CMP. Con este
protocolo conseguimos por vez primera superar los 104 protoplas-
tos/ul. Los protoplastos asi obtenidos muestran también por pri-
mera vez una viabilidad detectable por la capacidad de regenera-
cién en cajas de medio osmoestabilizado (con CIK 1,2 M).

La duracién de la sonicacién es un factor determinante: en
menos de 15 segundos se obtenian pocos protoplastos, sintoma de
una insuficiente rotura del micelio. Entre 20 segundos y dos minu-
tos de sonicacién se consiguen frecuencias similares de protoplastos,
pero la capacidad de regeneracién disminuifa al prolongarse la soni-
cacién: con 30 segundos regeneraron del 20 al 30 % de los proto-
plastos; con 1 minuto sélo el 6%.

La diferencia ya observada anteriormente entre la utilizacién
de diferentes medios de cultivo se volvia mds acusada cuando el
micelio era sometido a sonicacién. Se obtuvieron 10 veces mds pro-
toplastos con micelio cultivado en medio para protoplastos en lugar
de medio de germinacién. La principal diferencia entre ambos
medios es la concentracién de glucosa: casi diez veces mayor en el
primero que en el segundo.

La regeneracién de protoplastos depende del compuesto
utilizado como osmoestabilizador. Las colonias  obtenidas con
CIK 1,2 M poseen limites mds precisos y son mds compactas que
con otros compuestos, como sorbitol 1,2 M, manitol 0,8 M o sacarosa
1 M, por lo que se cuentan con mds facilidad.
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3.1.2. Aislamiento de mutantes alterados en la asimila-
ciéon de nitrato

Los mutantes incapaces de reducir nitrato se suelen seleccio-
nar por su resistencia al clorato. En el tipo silvestre la reductasa del
nitrato convierte el clorato en clorito, que es el verdadero toxico.
Este método se ha empleado en muchos organismos, incluido
Fusarium moniliforme (Klittich y Leslie 1988). Sin embargo, la estir-
pe IMIS58289 de Gibberella fujikuroi usada en esta tesis resiste
hasta 70 g/l de clorato, lo que impide utilizar tal método de selec-
cién. Los mutantes incapaces de asimilar nitrato se detectaron por
su incapacidad de crecer en medio minimo con nitrato sédico como
inica fuente de nitrégeno. Para incrementar la frecuencia de
mutantes se expusieron esporas de la estirpe silvestre a N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina en las condiciones descritas por Avalos
et al. (1985), y se sembraron en medio minimo con 2,2 g/l de
asparragina como fuente de nitrégeno. Las colonias que crecieron
con asparragina pero no con nitrato sédico después de cuatro sub-
cultivos sucesivos fueron sometidas a un ensayo de crecimiento en
distintas fuentes de nitrégeno (Tabla 4).

De 9700 colonias se aislaron 9 que no crecian con nitrato
sédico. Los mutantes se clasificaron en grupos y las mutaciones se
designaron como se hace en Aspergillus (Pateman et al. 1967). Tres
de los mutantes estaban afectados en el gen estructural de la reduc-
tasa del nitrato (mutantes nia-I1, nia-2 y nia-3), dos en el gen
estructural de la reductasa del nitrito (mutantes nii-I y nii-2), uno
en alguno de los genes de la biosintesis del cofactor de molibdeno
(cnx-1), y otros dos eran auxétrofos de asparragina (asn-1 y asn-2).
Un mutante, SG149, resulté6 ser hipersensible a nitrito (Tabla 4).

Posteriormente y por el mismo método, se obtuvieron dos
mutantes incapaces de asimilar nitrito (SG151 y SG152) a partir de
la estirpe SG140.
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TABLA 4. Caracterizacion fenotipica de los mutantes de la ruta de asimilacién de
nitrato segun su crecimiento en medio minimo con distintas fuentes de nitrégeno.

NO3Na NOoNa  Hipoxantina Asparragina CINH4

0s

Estirpe Genotipo
(3,0 g/ (0,69 g/l (1,2 9/) (2,4 g/t (1,9 g/l
iIMI58289 + + + + + Silvestre
SG140 - + + + + nia-1
SG141 - + + + + nia-2
SG142 - + + + + nia-3
SG143 - - + + + nii-1
SG144 - - + + + nii-2
SG146 - - - + - asn-1
SG147 - + - + + cnx-1
SG149 + - + + +
SG150 - - - + - asn-2
SG151 - - + + +
SG152 - - + + +

+: Crecimiento normal; -: Crecimiento muy disminuido o inexistente.
Todos los medios tenian la misma concentracién de nitrégeno (35 mM), excepto el de NOoNa, que por ser
téxico hubo de usarse a una concentracién menor (10 mM).



3.1.3. Transformacién de Gibberella fujikuroi con ADN
exégeno

El método de transformacién heteréloga de Gibberella desa-
rrollado en esta tesis se basa en uno de transformacién homéloga
descrito previamente para Aspergillus oryzae. Este sistema utiliza
como marcador el gen estructural de la reductasa del nitrato
(Campbell et al. 1989). Como receptores de ADN exdgeno se emplea-
ron protoplastos permeabilizados con cloruro cdlcico y polietilengli-
col. Los transformantes se seleccionaron por su capacidad para cre-
cer en medio con nitrato sédico como tdnica fuente de nitrégeno.

Como estirpe receptora se escogié el mutante de la reductasa
del nitrato que presenté la frecuencia de reversion mds baja, que
fue SG140 (no observamos ningin crecimiento en agar con nitrato
tras incubar 107 esporas a 30 °C durante una semana). Los vectores
utilizados fueron pSTA10 y pSTA1l4, que llevan el gen niaD de
A. niger y A. oryzae respectivamente (Figura 6).

Una vez obtenidos los protoplastos segin el método descrito
en el apartado 3.1.1, se resuspendieron en la solucion A de trans-
formacién de forma que hubiese 105 protoplastos/ul. A 100 pl de
protoplastos se aiiadieron 12,5 ul de la soluciéon B de transformacién
y una solucién de ADN disuelto en TE (volumen mdximo 10 pl). La
mezcla se incubd en hielo durante 30 minutos, se afiadieron 1 ml
de solucién B y 2 ml de solucién A, se hicieron las diluciones nece-
sarias en la solucién A y se sembraron con agar de cobertera en los
medios adecuados

Utilizando este protocolo, las frecuencias de transformacidn
obtenidas con los vectores pSTA10 y pSTA14 fueron de 1-2 trans-
formantes por ug de ADN (Tabla 5). No observamos ninguna colonia
cuando sembramos protoplastos no expuestos a ADN en el medio
selectivo (medio minimo con nitrato sédico como tunica fuente de
nitrégeno).
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Figura 6. Vectores de transformacién utilizados en Gibberella. pSTA10 lleva como
marcador el gen estructural de la reductasa del nitrato de A. niger, y pSTA14 el de A. oryzae. No
se indican las dianas de restriccion del ADN de Aspergillus, pero hay dos para Xbal, separadas

por 1,1 kb, en el en fragmento del gen nii que lleva pSTA10.
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TABLA 5. Resultados de los experimentos de transformacién lleva-
dos a cabo con pSTA10 y pSTA14 en Gibberella fujikuroi. Los nimeros son
la media de tres experimentos independientes

Frecuencia de

Vector Cantidad de ADN Numero total de transformacion
(Ths)) transformantes (transf./ug de ADN)
pSTA10 10 14 + 1 1,4
20 24+ 4 1,2
pSTA 14 10 17 £1 1,7
20 385 1,9

Cinco de los posibles transformantes obtenidos con pSTAI10
se emplearon para demostrar mediante hibridacién por el método
de Southern la presencia en su genomio de ADN del vector. La
Figura 7 muestra las bandas obtenidas al usar como sonda el plis-
mido pUC13 (cortado con EcoRI) e hibridarlo con el ADN genémico
de los transformantes y de la estirpe receptora sin transformar. El
plismido pSTA10 deriva de pUC. El ADN genémico fue digerido con
Xbal, enzima que corta el plasmido pSTA10 en dos sitios (Figura 6).
Si la hibridacién se realiza utilizando como sonda un fragmento
EcoRI de 2 kb de pSTA10 que contiene el extremo 3' del gen niaD se
obtiene exactamente el mismo patrén de bandas en todos los
transformantes excepto en el 2, en el que sélo la banda de mayor
tamafio muestra hibridacién. En las condiciones utilizadas no se
observa hibridacién con el gen de la reductasa del nitrato de
Gibberella. Esto desmuestra que las colonias que crecieron en medio
minimo con nitrato amoénico como unica fuente de nitrégeno son
auténticos transformantes, y que el gen niaD de A. niger se expresa
en Gibberella fujikuroi.
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Figura 7. Hibridacién por el método de Southern del ADN gendmico (5 pg) de cinco de los
transformantes obtenidos con pSTA14 (Carriles 1-5) y de la estirpe receptora sin transformar
(Carril 6), con una sonda de pUC. El ADN gendémico fue digerido con Xbal y separado por
tamaiios en un gel de agarosa al 0,7 %. Después de transferir y fijar al nilén se hibridé con
pUC13 digerido con EcoRl y marcado radiactivamente. La hibridacion se llevé a cabo a 65°C, y
los lavados se hicieron con SSC diluido 5 veces.

Los patrones de bandas presentados por los transformantes
3 y 5 sugieren la integracién de una sola copia. Ambas sondas, la de
pUCI13 y la del gen niaD hibridan con el mismo fragmento de 8,8 kb
generado probablemente por un entrecruzamiento del pliasmido
pSTA10 entre los sitios Xbal. Los transformantes 1 y 4 presentaban
dos bandas (de 8,5 y 7,8 kb las del transformante 1 y de 8,5 y
8,8 kb las del transformante 4) que hibridaban con las dos sondas,
lo cual indica la integracién de dos copias del plasmido pSTA1O en
~sitios. diferentes. El transformante 2 probablemente se originé por
una integracién via secuencias de pUC, de forma que da dos bandas
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que hibridan con pUCI13 pero solo una de ellas (la de mayor
tamafio) hibrida con la sonda niaD. Alternativamente, puede
proceder de la integracién de dos copias de pSTA10 en dos sitios
diferentes, y una de estas copias ha perdido por delecién una parte
de su ADN, aquella que contiene el fragmento EcoRI de 2 kb utili-
zado como sonda.

Una vez desarrollado el sistema de transformacién, se probé
con otros vectores (ver apartado 2.2 del Material y Métodos), pero
solo se obtuvieron resultados positivos con el plismido pPS11, que
lleva como marcador el gen de resistencia a kanamicina del trans-
poséon Tn903. En este caso la frecuencia de transformacién fue
también baja (obtuvimos 25 transformantes con 10 pg del vector).
La ventaja de este sistema es que al llevar como marcador la resis-
tencia a un inhibidor es posible transformar directamente a la estir-
pe silvestre.

La baja frecuencia de transformacién obtenida en todos los
casos puede deberse a problemas de expresiéon del gen, de integra-
cién del vector o de ambas cosas a la vez. Los problemas de inte-
gracion deben existir, ya que los vectores empleados carecen de
ADN homélogo a Gibberella. A fin de mejorar la frecuencia de
transformacién decidimos introducir ADN de Gibberella en el vector
pSTA14. Previamente habiamos observado que la digestion de ADN
genémico de Gibberella con Xbal daba lugar a un fondo difuso en el
que destacaban unas bandas definidas. Se eligieron dos de estas
bandas, de 2 y 6 kb respectivamente, como fuente de ADN para su
introduccién en pSTA1l4. Se obtuvo un plismido con un inserto de
2kb (pBMG1) y otro con un inserto de 6 kb (pBMG2). Uno de ellos,
pBMG?2, transforma Gibberella con una frecuencia entre cinco y diez
veces mayor que el pldsmido pSTA14 del que procede (Tabla 6).
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TABLA 6. Eficacia de los vectores pBMG1 y pBMG2 en la transfor-
macién de Gibberella fujikuroi.

Frecuencia de

Vector Cantidad de ADN Numero total de transformacion
(ug) transformantes (transf./ug de ADN)
pBMGH1 10 4+ 1 0,35
20 7+1 0,35
pBMG2 10 79+3 7.9
' 20 179 + 11 8,95
40 366 £ 14 9,15
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3.2.
REGULACION POR NITROGENO DE LA BIOSINTESIS DE
GIBERELINAS

La sintesis de giberelinas en la estirpe de Gibberella emplea-
da en este trabajo no empieza hasta que se agota el nitrégeno del
medio (Candau et al. 1992). La disponibilidad de mutantes afecta-
dos en la asimilacién de nitrato ofrece una oportunidad para pro-
fundizar en la naturaleza de tal regulacién, ya que debe permitir
distinguir entre el agotamiento de nitrato, de nitrito y de amonio.

En este capitulo se describe el efecto de varias fuentes de
nitrégeno sobre la sintesis de giberelinas en mutantes afectados en
~ distintas etapas de la ruta de asimilacién de nitrato y en la estirpe
silvestre.

3.2.1. Producciéon de giberelinas por los mutantes de Ila
ruta de asimilacion de nitrato

Hemos analizado el efecto del nitrato sobre la produccién de
giberelinas de dos mutantes de la reductasa del nitrato (SG140 y
SG141), un mutante de la reductasa del nitrito (SG144), dos dobles
mutantes carentes de ambas funciones (SG151 y SG152) y un
auxétrofo de asparragina (SG150). Todos los experimentos se lleva-
ron a cabo en caldo de produccién con las fuentes de nitrégeno y
concentraciones de estas que se detallan en la Tabla 7. Los experi-
mentos duraron 15 6 21 dfas segin los casos, y en algunos de ellos
se afiadié nitrégeno a los 9 dias de cultivo.
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Tabla 7. Fuentes de nitrégeno empleadas en los experimentos de
produccion de giberelinas por los mutantes de la ruta de asimilacion de nitra-

to.
Peso Concentracién Composicion

Compuesto Férmula__ Molecular g/l mM nitrogenada
Nitrato NOsNHs 80,0 0,48 60  1NOs y1NHs*
gménico

1,00 12,5
Cloruro CINH4 53,5 0,32 6,0 1 NHat
amonico

0,64 12,0

0,67 12,5
Asparra- o HoNoOg  132,1 0,79 6,0 2 -NHp
gina

Adiciones a los 9 dias:

Asparra- o HoNLO3  132,1 3.17 24,0 2 -NHa
gina
Cloruro CINH4 53,5 255 48,0 1 NHg*
amonico
Nitrato NO3Na 83,5 1,00 12,0 1 NOs-
sédico

4,00 48,0
Nitrito NONa 67.5 0,68 10,0 1 NOy

sdédico



Mutantes de la reductasa del nitrato

Los mutantes alterados en la reductasa del nitrato son indis-
tinguibles del silvestre por su crecimiento y produccién de gibereli-
nas cuando se cultivan con 12 mM de cloruro aménico (Figura 8).
Esto indica que los mutantes nia-I y nia-2 no tienen mutaciones
fuera de la ruta del nitrato que afecten al crecimiento o a la produc-
cién de giberelinas.

Sin embargo, con 6 mM de nitrato amoénico (equivalente en
nitrégeno a 12 mM de cloruro amdnico) estos mutantes crecen
menos y producen menos giberelinas que con 12 mM de cloruro
amoénico. Era de esperar un descenso en el crecimiento, ya que al no
poder utilizar el nitrato que forma parte del nitrato aménico solo
disponen de la mitad del nitrégeno parzi crecer. En cambio, el des-
_censo observado en la produccién de giberelinas es mas acentuado
que el esperado por la bajada de peso seco (Figura 8). Aunque es
posible atribuir este efecto inhibitorio al nitrato veremos mds ade-
lante que existen otras hipétesis que también explican los resulta-
dos obtenidos.

Por otra parte incubamos estos mutantes y la estirpe silves-
tre en medio con 12,5 mM de cloruro aménico y aifiadimos 12 mM
de nitrato sédico a los 9 dias de cultivo. Los mutantes nia-1 y nia-2
responden deteniendo la produccién de giberelinas de forma irre-
versible tras la adicién de nitrato. En cambio, la estirpe silvestre es
capaz de asimilar el nitrato que se afiadi6 a los nueve dias, como se
refleja en el incremento del peso seco y de la produccién de gibere-
linas (Figura 9).

Cuando cultivamos los mutantes nia-1 y nia-2 con 12,5 mM
de nitrato aménico y como testigo su equivalente en amonio de
cloruro aménico (12,5 mM) la produccién de giberelinas también se
inhibe, pero menos que con 6 mM de nitrato amoénico, a pesar de
que la cantidad de nitrato en el medio es mayor (Figura 10).
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_ Figura 8. Variacién temporal del peso seco (izquierda) y de las giberelinas (derecha) en
cultivos de la estirpe silvestre IMI58289 de G. fujikuroi y de los mutantes nia-1 (SG140) y nia-2 (SG141)
con ? ml\g ge NO3NH4 y con 12 mM de CINH4. Tridngulos, estirpe silvestre; cuadrados, SG140;
circulos, SG141.
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Figura 9. Variacién temporal del peso seco (izquierda) y de las giberelinas (derecha) en
cultivos de la estirpe silvestre IMI58289 de G. fujikuroi y de los mutantes nia-1 (SG140) y nia-2 (SG141)
con 12,5 mM de CINH4 y afadiendo 12mM de NO3Na a los 9 dias de cultivo. Tridngulos, estirpe

silvestre; cuadrados, SG140; circulos, SG141.
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Mutantes de la reductasa del nitrito

El mutante nii-2, carente de actividad reductasa del nitrito,
produce menos giberelinas que la estirpe silvestre en todas las
condiciones probadas. Aun asi se observa claramente que la pro-
duccién con nitrato aménico es bastante menor que la produccién
con cloruro aménico. Por tanto en este caso también puede pensarse
en un posible efecto inhibitorio del nitrato (Figura 11).

Sin embargo el peso seco del mutante nii cultivado con nitra-
to amoénico es bastante menos del 50 % del de la estirpe silvestre en
las mismas condiciones (13,0 * 1,8 %). Ademds el peso seco del
mutante nii con nitrato aménico es solo el 26,9 * 2.8 % del
presentado por la misma estirpe con cloruro aménico.

El crecimiento con cloruro aménico también es menor que el
de la estirpe silvestre en las mismas condiciones (63,0 * 0,8 %), por
lo que el envenenamiento por nitrito no es la unica causa del pobre
crecimiento de este mutante. Es decir, debe tener otras alteraciones
genéticas ademds de la que le impide asimilar nitrito.

En resumen, aunque la adicién de nitrito sédico a los 9 dias
de cultivo detiene la giberelinogénesis, no podemos concluir que
exista un efecto inhibitorio directo sobre la sintesis de giberelinas
(Figura 11).
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Figura 11. Variacién temporal del peso seco (izquierda) y de las giberelinas (derecha) de la
estirpe silvestre IMI58289 de G. fujikuroi y del mutante de la reductasa del nitrito SG144 en cultivos
con 6 mM de NO3NH4, con 12 mM de CINH4 y afiadiendo a este tltimo 10 mM de NOoNa a los 9 dias
de cultivo. Simbolos negros, estirpe silvestre; simbolos blancos, mutante nii.
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Dobles mutantes de las reductasas del nitrato y del

‘nitrito

A partir de la estirpe SG140, incapaz de utilizar nitrato como
fuente de nitrégeno, aislamos dos mutantes incapaces de aislar
nitrito. Los nuevos mutantes (SG151 y SG152) deben poseer dos
mutaciones: la que afecta a la reductasa del nitrato y otra que les
impide asimilar nitrito, que puede ser una mutacién en el gen
estructural de la reductasa del nitrito o una mutacién en un gen
regulador comin a ambas reductasas. De cualquier forma, para los
experimentos en los que se utilizaron estos mutantes no necesita-
mos determinar con exactitud el gen afectado

Los dobles mutantes presentan el mismo comportamiento
que el mutante nii-2, es decir, producen menos giberelinas que el
silvestre en todos los casos y la produccién es aiin menor con
nitrato amoénico. También se observa una detencién de la produc-
cién de giberelinas y del crecimiento al afiadir nitrito sédico a los 9
dias de cultivo (Figura 12).

Mutante auxoétrofo de asparragina

El mutante SG150, auxétrofo de asparragina, produce la
misma cantidad de giberelinas que la estirpe silvestre con 6 mM de
asparragina como fuente de nitrégeno. De igual forma, la produccién
se detiene si se afiladen 48 mM de cloruro aménico 6 24 mM de
asparragina a los 9 dias de cultivo (Figura 13).

Al tratarse de auxétrofos de asparragina la adicién de cloruro
amoénico a los 9 dias no da lugar a un incremento del peso seco. Es
decir, por primera vez hemos obtenido una detencién de la sintesis
de giberelinas no asociada a un incremento del peso seco. Como
testigo, la adicién de asparragina, que si da lugar a crecimiento,
también produce el cese de la produccién de giberelinas. Este
resultado indica que la asparragina no actia como sefial inhibitoria
de la giberelinogénesis.
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3.2.2. Rezumancia de los mutantes nia

| Dada la relacién NO3/NHg4 del nitrato aménico, el peso seco de
los mutantes nia-1 y nia-2 deberia ser aproximadamente la mitad
del de la estirpe silvestre en las mismas condiciones y la mitad
también del presentado por ellos mismos cuando crecen con cloruro
amoénico.

Los resultados obtenidos son, sin embargo, diferentes. Segin
se deduce de la Figura 8, el peso seco de los mutantes nia es
aproximadamente el 50 % del peso seco del silvestre en las mismas
condiciones solamente a los tres dias de cultivo (49,3 %). Posterior-
mente va aumentando, y a los 21 dias es ya del 67,7 % (media y
desviacién tipica del incremento del peso seco a lo largo del tiempo:
61,8 + 2,53 %). El mismo resultado se observa comparando el
crecimiento de los mutantes con las distintas fuentes de nitrégeno:
el crecimiento con nitrato aménico es méis del 50 % del crecimiento
con cloruro aménico, concretamente el 69,8 + 3,5 %.

La diferencia de crecimiento entre los mutantes y el silvestre
disminuye cuando se utilizan concentraciones de nitrégeno mayo-
res. En la figura 10 se observa que el peso seco de los mutantes
nia-1 y nia-2 cuando se cultivan con nitrato amoénico es el
85,6 £+ 4,78 % del peso seco de la estirpe silvestre. A los tres dias
los mutantes nia han crecido el 70,3 % de lo que ha crecido el
silvestre, y a partir de los 15 dias no hay diferencia significativa de
crecimiento. Lo mismo pasa cuando comparamos el crecimiento de
los mutantes con nitrato aménico y con cloruro aménico
(80,1 + 3,28 %). Cuando el micelio se cultiva con 12,5 mM de
nitrato aménico, la cantidad de amonio es mis del doble que cuando
se incuba con 6 mM, por lo que se produce una mayor cantidad de
micelio rezumante y por tanto el nitrato del medio serd consumido
mis rapidamente. Es decir, aunque con 12,5 mM de nitrato amoénico
se aflade mds nitrato que con 6 mM, este nitrato se consume a
mayor velocidad y su efecto inhibitorio es menor que al afiadir solo
6 mM de nitrato aménico.

El incremento en el peso seco con nitrato aménico encontrado
en los mutantes nia se atribuyen a la asimilacién por los estos
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mutantes de parte del nitrato presente en el medio. Es decir, nia-1
y nia-2 no carecen totalmente de reductasa del nitrato.

A fin dé analizar el efecto de la relacibn NO3/NH4 sobre la
producciéin de giberelinas en los mutantes nia, utilizamos medios de
cultivo en los que el nitrato era aportado por nitrato sédico, y el
amonio por cloruro aménico. Utilizamos varias combinaciones de
concentraciones de cloruro amoénico (6 mM, 12 mM y 18,7 mM) y de
nitrato sédico (0 mM, 1,5 mM, 3 mM, 6 mM, 12 mM, 24 mM y
48 mM) (Figuras 14, 15 y 16).

Los resultados muestran que la concentracién minima de
nitrato sédico necesaria para reducir la produccién de giberelinas a
la mitad varia segin la concentracién inicial de cloruro aménico
(Figura 17).

La interpretacién de estos resultados exige considerar dos
factores: por un lado, las diferencias de crecimiento causadas por las
diferentes concentraciones iniciales de CINH4, y por otro, el efecto
del nitrato sobre el crecimiento. Respecto al primer factor, se puede
apreciar que el crecimiento con 6 mMde CINH4 es menor que con
12,5 6 18,7 mM, pero no hay diferencia significativa entre los dos
iltimos medios de cultivo. Esta diferencia se refleja también en la
produccién de giberelinas.

Con 12,5 mM de cloruro aménico el peso seco a los 21 dias es
de alrededor de 8 g/l, y la produccién de giberelinas de
120-125 mg/l. Por tanto, la produccién por gramo de peso seco es
menor que con 6 mM. En este caso, la adicién de 3,0 y 6,0 mM de
nitrato sédico no produce un efecto inhibitorio apreciable, aunque si
un aumento de peso seco. La disminuciéon de la produccién a lo largo
del tiempo se hace patente a partir de 12 mM de nitrato sédico
(Figuras 14, 15 y 16).

Respecto al efecto de la adicién de nitrato, produce sensibles
incrementos en el crecimiento debido a la rezumancia de los mutan-
tes.
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El uso de concentraciones crecientes de nitrato sédico en los
mutantes nia-1 y nia-2 (SG140 y SG141) produce incrementos del
peso seco (Figuras 14, 15 y 16). Esto nos hizo pensar que estos
mutantes eran ligeramente rezumantes y podian asimilar algo de
nitrato, con lo cual la concentracién de nitrato en el medio de
cultivo iba descendiendo a lo largo del tiempo, aunque de una
forma mucho mds lenta que en cultivos de la estirpe silvestre. Para
determinar el grado de rezumancia de estos mutantes calculamos su
tasa de crecimiento (g/l/dia). Comparando los testigos sin adiciones
con los cultivos con cantidades crecientes de nitrato es posible
determinar si hay rezumancia. De igual forma, la tasa de produccion
de giberelinas (mg/l/dia) indica el grado de inhibicién de los
cultivos con concentraciones crecientes de nitrato sédico (Figu-
ral7).

Por otra parte, en las figuras 14, 15 y 16 también observa-
mos que, en algunos casos, el incremento de peso seco de los
mutantes nia-1 y nia-2 tras la adicién de nitrato sédico se hace
especialmente patente a los 21 dias de cultivo, dindose un notable
incremento del peso seco del decimoquinto al vigesimoprimer dia
de cultivo. Este fenémeno puede atribuirse a la seleccién de rever-
tientes capaces de asimilar nitrato, ya que el tiempo de incubacién
de estos experimentos es suficientemente largo como para permitir
tal seleccién.
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Figura 17. Tasas de crecimiento (g/Vdia) y de produccién de giberelinas (mg/l/dia)
de los mutantes nia-1y nia-2 de G. fujikuroi con distintas concentraciones de CINH4 y NO3Na.
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3.2.3. Efecto de fuentes de nitrégeno organicas sobre la
regulacion de la produccion de giberelinas

Por experimentos previos sabemos que una concentracién de
nitrato aménicode 12,5 mM permite una produccién de giberelinas,
tras 15 dias de cultivo, de unos 100 mg/l. En cambio, si usamos
50 mM de este mismo compuesto, la produccién de giberelinas no
llega a 20 mg/l (Candau et al. 1992). Para determinar si este efecto
es exclusivo del nitrato aménico o puede extenderse a otros com-
puestos nitrogenados, cultivamos la estirpe silvestre de Gibberella
en medio ICI con distintas fuentes de nitrégeno (Tabla 8).

]
TABLA 8. Compuestos nitrogenados utilizados para el estudio de la

produccién de giberelinas por la estirpe silvestre con distintas fuentes de ni-

trogeno, a alta y baja concentracion.

Peso Concentracién (mM)
Compuesto Férmula Molecular Baja Alta
Nitrato NO3NH4 80,05 12,5 50,0
amonico
Cloruro CINH4 53,50 25,0 100,0
aménico
Arginina CeH14N40O2 174,20 6,2 25,0
Asparragina C4HgN20O3 132,12 12,5 50,0
Ac. aspartico C4H7NOg4 133,10 25,0 100,0
Glutamina CsH10N203 146,50 12,5 50,0
Ac. glutdmico CsHgNO4 147,13 25,0 100,0
Glicocola C2HsNO2 75,07 25,0 100,0
Histidina CeHgN302 155,16 8,4 33,6
Leucina CeH13NO2 131,17 25,0 100,0
Lisina CeH14N202 146,19 12,5 50,0
Prolina CsHgNO2 115,13 25,0 100,0
Treonina C4HoNO3 119,12 25,0 100,0
Urea CH4N20 60,06 12,5 50,0
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Todas las fuentes de nitrégeno ensayadas permiten un creci-
miento vegetativo similar. El peso seco no aumenta cuatro veces al
multiplicar por este nimero la concentracién de fuente de nitrégeno
porque cuando la concentracién de nitrégeno supera cierto umbral
otro nutriente (en este caso la glucosa) pasa a ser limitante.

Segin la fuente de nitrégeno utilizada cambia la fluorescen-
cia basal del medio, es decir, la que se obtiene como ruido de fondo,
independientemente de la presencia de giberelinas. Para poder
determinar con exactitud la concentracién real de giberelinas en
condiciones inhibitorias incubamos en paralelo un mutante agiberé-
lico (SG139) en los mismos medios y condiciones que la estirpe sil-
vestre. Posteriormente, para calcular la concentracién de giberelinas
producidas en cada caso, le restamos a la fluorescencia total del
medio el valor presentado por el caldo en el que habia crecido el
mutante SG139. De esta forma observamos que la produccién de
giberelinas, que alcanza | siempre niveles considerables a bajas
concentraciones de nitrégeno, estd totalmente inhibida a concentra-
ciones altas, independientemente del compuesto que aporte el
nitrégeno (Figura 18). También observamos que los compuestos
nitrogenados mds eficientes para la produccién de giberelinas son la
asparragina y el nitrato amonico.
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4. DISCUSION



4.1.
BIOLOGIA MOLECULAR DE GIBBERELLA

Las técnicas de manipulacién genética de hongos filamen-
tosos dependen en gran medida de la utilizacién de protoplastos. El
punto de arranque de esta tesis es el desarrollo de un método de
obtencién de protoplastos viables en Gibberella fujikuroi.

El primer método de obtencién de protoplastos descrito en
Gibberella estd basado en el empleo de B-glucuronidasa (Harris
1982), pero no se comprobdé la viabilidad de los protoplastos obteni-
dos. La reproduccién de este método con nuestra estirpe, de un gru-
po diferente a la empleada por Harris, dio lugar a pocos protoplas-
tos, e inviables. Con posterioridad a los experimentos descritos en
esta tesis se ha publicado otro método basado en el empleo de enzi-
mas liticas de Trichoderma harzianum y jugos géastricos de Helix
pomatia; este método presenta dos inconvenientes: los protoplastos
obtenidos muestran una baja viabilidad (3-6%) y las soluciones
enzimiticas son laboriosas de preparar. Otros tratamientos enzimi-
ticos habitualmente empleados en otros hongos filamentosos dan
también rendimientos muy bajos en Gibberella y los protoplastos
obtenidos no son viables.

El método de obtencién de protoplastos descrito en esta tesis
se basa en el empleo de un preparado enzimitico comercial
(Novozym 234) tras un tratamiento fisico, la sonicacién del micelio.
Tal preparado se ha empleado anteriormente en una especie muy
préxima a Gibberella, Fusarium oxysporum, donde el tratamiento de
esporas germinadas produce mis de 104 protoplastos/ul (Kistler y
Benny 1988). Dado que nuestra estirpe de Gibberella produce pocas
esporas no es posible aplicar el protocolo empleado en Fusarium. La
digestién enzimitica de micelio de nuestra estirpe con Novo-
zym 234 produce un bajo rendimiento (aproximadamente 500 pro-
toplastos/ul). La sonicacidn previa del micelio permite obtener ren-
dimientos similares a los descritos en Fusarium.

En otros hongos filamentosos se obtienen muchos més proto-
plastos con tratamientos enzimiticos similares al empleado en
Gibberella sin necesidad de sonicar. El aumento de mds de cien
veces en la formacion de protoplastos producido por la sonicacién
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sugiere que las enzimas encuentran dificultades para acceder a sus
sustratos en la pared. Este hecho indica que la estructura exterior

de

la pared celular de Gibberella es diferente a la de otros hongos.

La disponibilidad de protoplastos viables en nidmero sufi-

ciente ha hecho posible la transformacién de Gibberella con ADN
heter6logo (Sanchez Fernindez et al. 1991). El método de transfor-

ma

cién desarrollado utiliza un plismido que lleva como marcador el

gen estructural de la reductasa del nitrato de Aspergillus. Tiene el
inconveniente de que es necesario contar con mutantes incapaces

de

asimilar nitrato. Entre las ventajas del sistema se pueden citar la

facilidad de aislamiento de tales mutantes y la sencillez del método

de

seleccién de los transformantes, ya que se emplea medio minimo

osmoestabilizado, sin ningiin inhibidor o suplemento especial.

El anélisis del ADN genémico de los transformantes mediante

hibridacién por el método de Southern con una sonda del vector
indica que los transformantes poseen el plismido integrado en su

la

genomio. Las bandas de hibridacién esperadas son diferentes segin

regién del pldsmido por la que se haya producido la integraci6n

(Figura 19):

a) Integracién por secuencias de pUC (empleado como son-

da). Aparecerian dos bandas cuyos tamafios dependerian de la dis-
tancia a la que se encuentren las dianas Xbal gendmicas mds proxi-

mas al lugar de integracién. Si la integracién se produjera muy
cerca de los limites de la secuencia pUC, solamente se detectaria una

hi

(™

banda, ya que la otra no tendria suficiente tamafio como para dar
bridacién.

b) Integraciéon por una secuencia de 1,1 kb de Aspergillus

enmarcada por dos sitios Xbal (en el extremo del gen nii, ver Figu-

ra/6). Se obtendria una sola banda de 8,8 kb.

la

¢) Integracién por una secuencia de Aspergillus diferente a
secuencia de 1,1 kb descrita en el apartado anterior. Apareceria

una udnica banda de tamaiio no predecible.

la

=
ot

Independientemente del tipo de integracién que se produzca,
banda de 8,8 kb puede formarse por integracién de mis de un

asmido en tiandem.
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ADN gendémico de Gibberella

&= ADN de Gibberella
— ADN de Aspergillus
smm ADN de pUC8

Figura 19. Esquema de los transformantes obtenidos segun el lugar de integracion
del vector en el genomio de Gibberella.

Cuatro de los transformantes (2, 3, 4 y 5 en la Figura 7) dan
una banda de 8,8 kb. Dos de ellos (3 y 5) dan solo esa banda y
pueden ser explicados por una integracién de tipo b, aunque no
podemos descartar nuevas integraciones en tindem. Los transfor-
mantes 2 y 4 pueden deberse a integraciéon de tipo ¢ con integra-
ciones adicionales en tindem. El transformante 1, que presenta dos
bandas, ninguna de 8,8 kb, puede proceder de una integracién
simple de tipo a.
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Aunque parece ser frecuente la integracién de mds de un
pldsmido en los tranformantes, los resultados sugieren que una sola
copia del gen niaD de Aspergillus es suficiente para complementar
la mutacién nia de Gibberella.

Con posterioridad a este trabajo, y empleando protocolos
parecidos, se han descrito ‘dos nuevos sistemas de transformacién
en Gibberella. El primero transforma mutantes auxétrofos para
arginina con un plismido que lleva como marcador el gen argB de
Aspergillus nidulans. El segundo utiliza un gen de resistencia a
higromicina para transformar a la estirpe silvestre. En ambos casos
la frecuencia de transformacién obtenida es similar a la descrita en
esta tesis (Briickner et al. 1992).

Las frecuencias de transformacién obtenidas en Gibberella
son relativamente bajas, pero son similares a las obtenidas con
genes heterélogos en otros hongos filamentosos (Malardier et al
1989). Por ejemplo, la transformacién de Fusarium oxysporum con
un gen de resistencia a higromicina produce 1-2 transformantes
por ug de ADN aiiadido y, al igual que en Gibberella, los transfor-

mantes integran el vector en su genomio (Kistler y Benny 1988).

El bajo rendimiento obtenido en la transformacién puede
deberse, entre otras cosas, a dificultades en tres etapas: la entrada
del ADN en los protoplastos, la integracién de los pldsmidos en el
genomio y la expresién del gen.

a) Expresion del gen. Si el promotor del gen de la reductasa
del nitrato de Aspergillus no funcionara en Gibberella solo obten-
driamos transformantes cuando el gen se integrara bajo la accién de
un promotor de Gibberella. En este caso cabria esperar diferencias
de crecimiento entre los transformantes en funcién de la eficacia
del promotor de Gibberella. Como el crecimiento de los transfor-
mantes es siempre idéntico al de la estirpe silvestre, concluimos
que en los transformantes obtenidos el gen de la reductasa del
nitrato de Aspergillus se esti expresando a partir de su propio pro-
motor, y que este funciona eficazmente.

Por otra parte, la transformaciéon de Gibberella con un gen de
resistencia a higromicina requiri6 el empleo de un promotor obteni-
do en Gibberella pulicaris, ya que el que llevaba el gen de resisten-
cia en el plismido utilizado (promotor del gen gpdA de A. nidulans)

82



no permitié el aislamiento de transformantes (Briickner et al.
1992). Esto indica que Gibberella no lee con la misma eficacia todos
los promotores procedentes de Aspergillus.

b) Integracién del vector en el genomio. Los plasmidos
pSTA10 y pSTAI14 utilizados en los experimentos de transformacién
carecen de ADN homélogo de Gibberella, por lo que cabe esperar
dificultades en la integracién. El incremento en la frecuencia de
transformacién obtenido al insertar un fragmento de ADN de Gibbe-
rella de 6 kb en pSTA14 sugiere que la dificultad para la integra-
cién del vector en el genomio es uno de los motivos del bajo nimero
de transformantes obtenido.

c) Entrada del ADN en la célula. El hecho de que la frecuencia
de transformacién no aumente de forma espectacular al insertar en
el vector un fragmento de 6 kb de ADN de Gibberella indica que los
problemas en la integracién del vector no son la dnica causa de la
baja frecuencia de transformacién. Por tanto, no podemos descartar
la existencia de problemas de entrada del ADN en los protoplastos.
Para comprobarlo, habria que modificar las condiciones de transfor-
macién, probando varias combinaciones de concentraciones de clo-
ruro célcico y polietilenglicol.

La incapacidad de los plismidos para replicarse de forma
auténoma es un motivo general de la baja frecuencia de transfor-
macién de los hongos filamentosos. En Aspergillus se ha incremen-
tado dristicamente la frecuencia de transformacién con el aisla-
miento de una secuencia de autorreplicacién (Gems ef al. 1991). Tal
secuencia ha sido empleada ‘en Gibberella, donde a pesar de que
parece conferir una cierta capacidad de autoreplicacion al vector no
ha conseguido mejorar la frecuencia de transformacién (Briickner
et al. 1992).

El principal objetivo del desarrollo de un sistema de trans-
formacién en Gibberella es la clonacién de los genes de la ruta de
biosintesis de giberelinas. Las frecuencias de transformantes obte-
nidas hasta ahora no permiten escrutar genotecas por complemen-
tacién de mutaciones en la ruta. Se necesitarian frecuencias de
transformacién al menos cien veces mayores. En cambio, si es posi-
ble el estudio de la expresién de genes previamente clonados.
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4.2.
REGULACION DE LA SINTESIS DE GIBERELINAS

Para la produccién de giberelinas por Gibberella fujikuroi se
necesita un medio con una alta relacién carbono/nitrégeno. Recien-
temente se ha demostrado que la sintesis de giberelinas depende
del agotamiento de la fuente de nitr6geno del medio (Candau et al
1992). Se desconoce la sefial que media el inicio de la sintesis de
giberelinas, aunque la informacién disponible apunta al amonio o a
un metabolito derivado de su asimilacién.

Los resultados descritos en esta tesis permiten obtener infor-
macién sobre la naturaleza del compuesto implicado en la regula-
cién. Distintas fuentes de nitr6geno orginicas producen una inhibi-
cién practicamente indistinguible de la producida por el amonio
inorgdnico en la estirpe silvestre. La presencia de fuentes de nitr6-
geno orgadnicas no implica la existencia de amonio libre, ya que
estos compuestos ceden el amonio en reacciones de transaminacidn.
Este resultado sugiere que la regulacibn no estd mediada por el
amonio, sino por un derivado de su asimilacién.

Desde un punto de vista tedrico, la inhibicién de la sintesis de
giberelinas en presencia de nitrégeno implica la existencia de un
mecanismo que responda a la presencia o ausencia de una sefial. Tal
sefial podria ser un producto aminado, abundante en presencia de
nitr6geno en el medio, que posiblemente en conjuncién con una
proteina inhibiria o reprimiria la biosintesis de giberelinas. Alter-
nativamente, la seiial podria ser un compuesto susceptible de ser
aminado, abundante en ausencia de nitrégeno, cuyo efecto fuese
inducir o activar la biosintesis de giberelinas.

Los resultados obtenidos con el mutante auxétrofo de aspa-
rragina (Figura 13) indican que, caso de ser cierta la hipétesis de
que la seiial es un compuesto aminado, este no es la asparragina. Al
afladir a los nueve dias de cultivo cloruro amoénico al mutante se
obtiene la misma inhibicién que al afiadir asparragina. Como obser-
vamos en las grificas de peso seco de la Figura 13 la adicién de
cloruro aménico no da lugar a una induccién del crecimiento; es
decir, el mutante no puede fabricar la asparragina que necesita
para vivir a partir del amonio suministrado. En resumen, la adici6én
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de cloruro aménico no permite la sintesis de asparragina, pero
detiene la sintesis de giberelinas. Esto indica que la asparragina no
actia como sefial inhibitoria.

Si la hipétesis de que la seiial es un compuesto aminado
fuera cierta, seria posible averiguar su naturaleza repitiendo el
mismo experimento con mutantes auxétrofos de distintos aminoéci-
dos. Si se encontrara algin caso en el que la adicién de cloruro
amoénico no detuviera la sintesis de giberelinas, habriamos dado con
el compuesto que actia como seiial.

Cuando se usa un caldo de cultivo con la relacién carbono/ni-
trégeno adecuada, los mutantes carentes de reductasa del nitrato
producen mds giberelinas si la fuente de nitrégeno es cloruro
amoénico que si es nitrato amoénico. La idnica diferencia entre ambos
medios de cultivo es que el nitrato perdura en el medio porque los
mutantes no lo asimilan. De esto podria deducirse que el nitrato
inhibe la produccién de giberelinas. En este caso, las sefiales media-
doras de la represién por nitrégeno serian al menos dos: la ya men-
cionada de un producto del metabolismo del amonio, y el propio
nitrato.

La hipétesis de que el nitrato inhibe la sintesis de giberelinas
es dificil de aceptar por dos razones:

a) El nitrato es el primer eslab6n en la ruta de asimilacién
del nitrégeno. Si existe un compuesto regulador posterior al nitrato,
este se formard también por la asimilaciéon del nitrato. No tendria
sentido que el nitrato tuviese una funcién que ya cumple uno de
sus derivados fisiolégicos.

b) Los mutantes de la reductasa del nitrato son rezumantes;
ello implica la existencia de un aporte lento pero constante de
amonio a expensas de la actividad residual de la enzima. En conse-
cuencia, la inhibicién atribuida al nitrato puede atribuirse al pro-
ducto de su lenta asimilacién, que habrfa de ser efectivo a las bajas
concentraciones que cabe esperar de la asimilacién de nitrato por
los mutantes.

Los dobles mutantes incapaces de asimilar nitrato y nitrito
constituyen una doble barrera para el nitrato. Estos mutantes
fueron obtenidos a partir de la estirpe nia-1 (SG140), que es rezu-
mante. Por lo tanto, la rezumancia de la reductasa del nitrato puede
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producir una acumulacién de nitrito por encima de los niveles tole-
rados por el organismo. Esto hace que la inhibicién de la produccién
de giberelinas en presencia del nitrato detectada en los dobles
mutantes pueda atribuirse a un efecto téxico del nitrito. Adicional-
mente, tampoco podemos descartar que la actividad reductasa del
nitrito sea rezumante y se esté produciendo amonio.

Los experimentos en los que se variaban las concentraciones
iniciales de amonio y de nitrato demuestran que cuando hay mais
micelio hace falta mis nitrato para inhibir la produccién de gibere-
linas. Este resultado apoya la atribucién del efecto del nitrato a la
rezumancia de los mutantes: para una misma concentracién inicial
de nitrato, cuanto mds micelio haya, menor serd la concentracion
residual de nitrato en el medio.

En conclusién, no hay motivos para postular mds que una
seiial reguladora de la produccién de giberelinas. Un producto de la
asimilacién de amonio podria ser una seiial negativa y un compues-
to susceptible de ser aminado podria ser una sefial positiva.
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5. CONCLUSIONES



1. La incubacién de micelio de Gibberella fujikuroi con el
preparado enzimético comercial Novozym 234 da lugar a la forma-
cién de unos 500 protoplastos/ul. La sonicacién del micelio previa al
tratamiento enzimético incrementa la produccién de protoplastos
unas 100 veces.

2. Se han aislado ocho mutantes alterados en la ruta de
asimilacién de nitrato tras seleccionar entre esporas expuestas a
N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina aquellas que no crecen con
nitrato sédico como inica fuente de nitrégeno. Los mutantes
obtenidos fueron clasificados en grupos fenotipicos en funcién de su
capacidad para asimilar distintos compuestos nitrogenados. Tres de
ellos estaban afectados en el gen estructural de la reductasa del
nitrato (SG140, SG141 y SG142), dos en la reductasa del nitrito
(SG143 y SG144), uno en alguno de los pasos de sintesis del cofactor
de molibdeno (SG146), dos eran auxétrofos de asparragina (SG146 y
SG150), y uno de ellos, el SG147, presentaba un fenotipo de hiper-
sensibilidad a nitrito.

3. La incubacién de protoplastos obtenidos a partir de un
mutante de la reductasa del nitrato con plismidos que llevan el
alelo silvestre del gen niaD de Aspergillus oryzae o A. niger permite
obtener colonias transformantes capaces de crecer con nitrato como
fuente de nitrégeno.

4. El andlisis de hibridacién por el método de Southern del
ADN de los transformantes obtenidos indica que estos se formaron
por la integracién del pldsmido en el genomio.

5. La insercién en el vector de un fragmento de 6 kb de ADN
de Gibberella da lugar a un incremento de cinco a diez veces en la
frecuencia de transformacién.

6. Los mutantes carentes de reductasa del nitrato producen

menos giberelinas con nitrato aménico como fuente de nitrégeno
que con cloruro amoénico. Esta diferencia, que no se observa en el
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tipo silvestre, es atribuible a la lenta conversién del nitrato en
amonio.

7. La biosintesis de giberelinas se inhibe por amonio y varios
compuestos nitrogenados orginicos. Esto sugiere que la biosintesis
de giberelinas estd regulada negativamente por un derivado del
amonio o positivamente por un compuesto susceptible de ser ami-
nado.

8. La produccién de giberelinas de los mutantes auxétrofos
de asparragina indica que la asparragina no es la seiial reguladora
de la biosintesis de giberelinas.
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A mis amigos extradepartamentales, Chari, Paula, Alberto,
Inma, Juanqui, Diego e Isabel, por los viajes largos y las excursiones
de fin de semana.

A Miguel, por aguantarme todo este tiempo, aunque en el
dltimo momento se quitd de en medio.

A todos, muchas gracias.
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