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1.1 EL ORGANISMO

El trabajo de esta Tesis se ha desarrollado fundamentalmente con la estirpe
IMI58289 de Gibberella fujikuroi, estado perfecto de Fusarium moniliforme.

El género Fusarium fue definido por Link en 1809 (citado en Booth, 1971) y
agrupa muchos hongos imperfectos con esporas fusiformes, denominadas conidios.
Este género incluye patégenos de plantas con interés econémico, lo que ha
espoleado la atencién de los investigadores (Booth, 1971). Fusarium moniliforme
se incluye en la seccién Liseola, una de las 16 secciones en las que se divide el
género. La mayoria de las estirpes del género Fusarium con ciclo sexual se han
transferido a los géneros Nectria, Calonectria y Gibberella, que pertenecen al orden
Hypocreales, a la subclase Ascomycotina y a la clase Euascomycetes (Nelson et al.,
1983). A esta clase también pertenecen los géneros Neurospora, Aspergillus y
Saccharomyces.

Los taxénomos reconocen en el género Gibberella 15 especies distintas
(Nelson et al., 1983), entre las que destacan G. fujikuroi, G. pulicaris, G. zeae y G.
subglutinans. En esta Tesis nos referiremos con el nombre del género a Gibberella
fujikuroi.

Gibberella es un hongo haplonte y heterotalico con un sistema sexual con dos
alelos (+) y (-) de un tnico gen ( Sidhu, 1983a). Dentro de esta especie se incluyen al
menos seis grupos de cruzamiento, denominados con letras desde la A ala F
(Kuhlman, 1983; Leslie, 1991; Klittich y Leslie, 1992), que corresponden realmente
a especies independientes, cada una de las cuales parasita preferentemente una
determinada especie de planta (Kuhlman, 1983; Leslie, 1991; Voigt et al., 1995).
La estirpe IMI58289 es patégena del arroz y pertenece presumibl :gﬁte ala

especie genética C. ( L A
¥ ¥

2 @ .
El ciclo sexual de Gibberella se reproduce en condiciones dquboi'atorlo

afiadiendo conidios de la estirpe de sexo (+) sobre micelio de la estirpe (-) crécido en
un medio apropiado (Sidhu, 1983a; Klittich y Leslie, 1988). Tras varios dias de
incubacién se forman peritecios, estructuras especializadas que contienen
ascosporas desordenadas. Las especies genéticas de Gibberella difieren en su
capacidad de reproduccién sexual, y C est4 entre las menos fértiles.

En Gibberella se han descrito estirpes heterocariontes, aisladas de la
naturaleza (Sidhu, 1983b) o conseguidas en el laboratorio por anastomosis (Ming et
al., 1966; Correll et al., 1987; Adams et al., 1987) o por fusién de protoplastos
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(Adams et al., 1987). Es frecuente la incompatibilidad vegetativa, o incapacidad de
formar heterocariontes unas estirpes con otras (Puhalla y Spieth, 1983 y 1985), y
la autoincompatibilidad, o incapacidad de formarlos con ella misma (Correll et al.,
1989). Nuestra estirpe es autoincompatible (Sanchez-Ferndndez, comunicacién
personal) y no se conocen estirpes compatibles vegetativamente con ella.

Gibberella se reproduce asexualmente mediante esporas denominadas
conidios. Se distinguen dos tipos de conidios: los microconidios, pequefios,
fusiformes y uninucleados; y los macroconidios, més grandes, arqueados, tabicados
y presumiblemente multinucleados (Kuhlman, 1983). La estirpe empleada en esta
Tesis, como la mayoria de estirpes del grupo C, practicamente solo produce
microconidios. La presencia de un solo nicleo en estos conidios facilita el
aislamiento de estirpes con mutaciones recesivas (Avalos et al., 1985). La
exposicion de los microconidios de Gibberella a diversos tratamientos fisicos y
quimicos produce elevadas tasas de mutacién (Puhalla y Spieth, 1983; Avalos et
al., 1985; Koelblin et al., 1990).

Las estirpes de Gibberella producen muchos metabolitos secundarios, entre
los que destacan por su relevancia algunas toxinas. Algunas de estas afectan a la
especie humana (Marasas et al., 1988) y a animales domésticos (Uhlinger, 1997) a
través del consumo de alimentos vegetales contaminados. Destacan tres familias:
las fumonisinas (Gelderblom et al., 1988), las fusarinas (Gelderblom et al., 1984;
Steyn y Vleggaar, 1985; Barrero et al., 1991) y las bicaverinas (Balan et al., 1970).
Otros metabolitos secundarios relevantes producidos por Gibberella son los
carotenoides y las giberelinas. Estos compuestos de la familia de los terpenoides
carecen de toxicidad. Los carotenoides son acumulados en cantidades similares por
especies de Gibberella pertenecientes a distintos grupos de cruzamiento (Avalos y
Cerda-Olmedo, 1987), mientras que las giberelinas solo son producidas por estirpes
del grupo C.

1.2 LAS GIBERELINAS

Las giberelinas son un amplio grupo de terpenoides que poseen en comun una
estructura tetraciclica, el esqueleto ent-giberelano (Fig. 1). La nomenclatura
sistematica se realiza a partir de dicho esqueleto, pero normalmente se denominan
por sus nombres triviales giberelina 1, giberelina 2, giberelina 3, ...; o abreviados
GA1, GAg, GAg, ... Las giberelinas son hormonas de las plantas, en las que inducen
el crecimiento y regulan el desarrollo. Se han identificado 108 giberelinas
(MacMillan, 1996), y contintian encontrandose otras nuevas. La mayoria de ellas
solo se han encontrado en plantas, otras son compartidas por Gibberella y
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plantas, y algunas se han encontrado solo en Gibberella (Mander, 1992;
MacMillan, 1996).

Figura 1. Esqueleto ent-giberelano. Esquema del esqueleto de las giberelinas
con las posiciones de los d4tomos de carbono.

Las giberelinas se descubrieron como resultado de las invéstigaciones sobre
una enfermedad del arroz conocida en Japén como bakanae. Las plantas que
padecen la enfermedad son més delgadas y largas que las normales y sus frutos
estan ausentes o muy poco desarrollados (Phinney, 1983). En 1898 Hori (citado en
Phinney, 1983) detecté6 que la enfermedad era causada por un hongo. Las
investigaciones culminaron con la identificacién de un compuesto, que se denoming
giberelina, presente en los caldos de cultivo del hongo y capaz de inducir un
crecimiento anormal en plantulas de diversas especies (Yabuta et al., 1935, citado
en Phinney, 1983). Dicho hongo fue clasificado como Fusarium moniliforme,y
posteriormente reclasificado como Gibberella fujikuroi. Afios después se
encontraron sustancias con las mismas propiedades estimuladoras del crecimiento
en extractos de semillas inmaduras de soja y su anilisis quimico revelé que
también eran giberelinas (Mitchell et al., 1951). Las giberelinas se encuentran en
todas las plantas (Radley, 1956; Phinney y West, 1960; Elson, 1964), en algunos
hongos (Tudzynski, 1997), como Sphaceloma manihoticola (Rademacher y
Graebe, 1979), y en procariontes, como Azospirillum brasilense (Janzen et al.,
1992).

Las giberelinas, por su accién sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas,
tienen numerosas aplicaciones. El uso de las giberelinas estd4 muy extendido en la
industria cervecera, para acortar el tiempo de malteado, y en cultivos de cafia de
azudcar, citricos, uvas y hortalizas tempranas, para mejorar la cantidad y calidad
de la produccién (Martin, 1983; Briickner et al., 1989).
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1.2.1 Biosintesis de giberelinas

Como todos los terpenoides, las giberelinas proceden del difosfato de
isopentenilo. Este compuesto se puede sintetizar por dos rutas biosintéticas
diferentes. La primera, considerada durante mucho tiempo como tnica, usa como
intermediarios el hidroximetilglutaril-CoA y el mevalonato; la otra, recientemente
descubierta, usa como intermediario el fosfato de gliceraldehido y el piruvato
(Rohmer et al., 1993). La ruta a través de mevalonato se da en eucariontes y la del
gliceraldehido en procariontes y en los cloroplastos de las plantas.

Los experimentos de alimentacién con mevalonato radioactivo, tanto in vivo
como in vitro, indican que las giberelinas se sintetizan, en Gibberella y en plantas,
por la via del mevalonato (Birch et al., 1958; Coolbaugh, 1983; Domenech et al.,
1996). En la Figura 2 se muestran los pasos de la parte inicial de la ruta, desde el
mevalonato hasta el aldehido de GA1g, la primera molécula con el esqueleto
ent-giberelano.

La ruta biosintética de las giberelinas comparte sus primeras reacciones con
las sintesis de otros terpenoides, como los esteroles y los carotenoides (Fig. 2). En
Gibberella se detectan también otros terpenoides menos conocidos que comparten
los primeros pasos de la ruta con las giberelinas; entre ellos se incluyen: 1) el
fujenal (Cross et al., 1963) (Fig. 2) y el gibelactol (Barrero et al., 1992), que derivan
del acido 7a-hidroxikaurenoico; 2) las kaurenolidas (Beale et al., 1982), que
proceden del 4acido kaurenoico; 3) el ciclonerodiol (Cross et al., 1971), que se
sintetiza a partir del difosfato de farnesilo; y 4) las gibepironas (Barrero et al.,
1993), posiblemente derivadas del difosfato de geranilo.

Un paso critico en la sintesis de giberelinas es la ciclacién del difosfato de
geranilgeranilo para dar kaureno, el primer diterpeno tetraciclico en la ruta. Las
enzimas que convierten el mevalonato en kaureno estan en la fraccién soluble
citosdlica (Hedden, 1983). Se han desarrollado sistemas libres de células que
sintetizan kaureno a partir de mevalonato (Graebe et al., 1965; Coolbaugh, 1983).
En muchos casos, la sintesis de kaureno in vitro ha sido utilizada como indicadora
de la sintesis de giberelinas in vivo (Coolbaugh, 1983; Coolbaugh y Moore, 1969).

La purificacién parcial de la sintetasa del kaureno de Gibberella permiti6 su
caracterizacién bioquimica (Fall y West, 1971). Se trata de un complejo soluble de
dos actividades enzimaticas cuyo intermediario es el difosfato de copalilo. La
actividad de sintesis del difosfato de copalilo se denomina actividad A y su
conversién en kaureno, actividad B. En Marah macrocarpus se ha purificado el
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Figura 2. Biosintesis de giberelinas desde mevalonato hasta el aldehido de GA1s. Se
incluyen otros terpenoides sintetizados por Gibberella (carotenoides, esteroles y fujenal) de

relevancia en esta Tesis. Las flechas con trazos discontinuos indican mas de una reaccién
enzimatica.
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complejo y se ha conseguido la separacién parcial de las dos actividades (Duncan y
West, 1981). Las dos actividades de la sintetasa de kaureno tienen requerimientos
similares de pH y de cofactores tanto en Gibberella como en Marah (Frost y West,
1977).

El kaureno se oxida sucesivamente a kaurenol, kaurenal, 4cido kaurenoico y
dcido 7o—hidroxikaurenoico por enzimas localizadas en la fraccién microsomal
(Dennis y West, 1967), cuyas propiedades recuerdan a las de las monooxigenasas
dependientes de citocromo P-450 y requieren oxigeno molecular y NADPH
(Ashman et al., 1990; Jennings et al., 1993). Ninguna de estas enzimas ha sido
purificada.

La contraccién del anillo del dcido 7a-hidroxikaurenoico para dar el aldehido de
GA 12 es catalizada también en la fraccién microsomal. Este paso y la formacién
del 4cido 6,7-dihidroxikaurenoico parecen ser realizados por la misma enzima en
Cucurbita maxima (MacMillan, 1996). Este dltimo compuesto es el precursor del
fujenal (Fig. 2), un diterpeno muy abundante en los cultivos de Gibberella.

Hasta la sintesis del aldehido de GAj9, primer compuesto con la estructura
ent-giberelano de dos anillos pentagonales y dos hexagonales, no hay diferencias
entre las rutas biosintéticas de las giberelinas en las plantas y en Gibberella. A
partir de este compuesto la ruta varia incluso entre distintas plantas (Hedden,
1983). En general, las monooxigenasas microsomales pueden oxidar el aldehido de
GAj2 en los carbonos 3 y 13 antes de que acttien las dioxigenasas del carbono 20,
que son solubles y dependientes de 2-oxo-4cidos (Hedden y Graebe, 1982; Hedden,
1983; Graebe y Lange, 1990). En algunos organismos existen rutas paralelas que
forman las giberelinas de 19 4tomos de carbono mediante una oxidacién progresiva
del carbono 20 hasta CO2 (Hedden, 1983; MacMillan, 1996).

En Gibberella hay dos rutas paralelas debido a que el aldehido de GA12 es el
unico sustrato para la hidroxilasa del carbono 3 (Fig. 3) (Bearder, 1983; MacMillan,
1996). La ruta hidroxilada en este carbono es predominante en las estirpes
silvestres estudiadas. La secuencia de las reacciones ha sido esclarecida por
bioconversién de intermediarios radioactivos, tanto in vivo como in vitro
(Geissman et al., 1966; Pitel et al., 1971; Hedden et al., 1978). La disponibilidad de
un mutante de Gibberella bloqueado en un paso inicial de la ruta ha permitido la

utilizacién de intermediarios no marcados en los experimentos de bioconversién
(Bearder et al., 1983).
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mevalonato

aldehido . ‘ aldehido
deGA12 ) ) deGA14

(

20 carbonos

Giberelinas de

Giberelinas de
19 carbonos

’Figura 3. Sintesis de las giberelinas mayoritarias en Gibberella desde el
aldehido de GAj9. Las flechas gruesas muestran las reacciones predominantes y las
flechas discontinuas indican mas de una reaccién enzimatica.
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Algunos pasos de la ruta biosintética son realizados por familias de enzimas
con ligeras diferencias en las tasas de conversién de sus sustratos (MacMillan,
1996). La baja especificidad por el sustrato de las enzimas de la ruta es también
puesta de manifiesto por la capacidad de Gibberella de metabolizar sustratos
modificados para dar nuevas giberelinas (Bearder et al., 1974). En plantas se han
identificado familias de genes que codifican proteinas con actividad oxidasa del
carbono 20 (Phillips et al., 1995).

1.2.2 Mutantes de la sintesis de giberelinas

En las plantas, las alteraciones en la biosintesis de giberelinas suelen afectar
al crecimiento. Asi, los mutantes que producen menos giberelinas se desarrollan
maés lentamente, dando lugar a los denominados mutantes enanos. En Gibberella,
sin embargo, las alteraciones en la sintesis de giberelinas no dan lugar a un cambio
fenotipico facilmente identificable y el aislamiento de mutantes en este organismo
requiere un escrutinio individualizado de la produccién de giberelinas. Como
consecuencia, el nimero de mutantes aislados en plantas es muy superior a los
encontrados en Gibberella (Reid, 1986).

1.2.2.1 Mutantes de la sintesis de giberelinas en plantas

En las plantas los mutantes mas frecuentes relacionados con las giberelinas
son enanos. Algunos de estos mutantes recuperan el fenotipo silvestre con la
adicién de giberelinas exégenas, pero otros no. Los primeros suelen ser mutantes
de la biosintesis de giberelinas, mientras que los segundos suelen estar afectados
en las respuestas a las giberelinas (Reid, 1986).

También existen mutantes que muestran un crecimiento anormalmente
acelerado, fenotipo similar al de las plantas silvestres suplementadas con
giberelinas. Estos mutantes producen mas giberelinas o tienen una respuesta maés
sensible a estas hormonas. |

Los mutantes mejor conocidos de la sintesis de giberelinas en plantas son los
de calabaza (Cucurbita maxima), guisante (Pisum sativum), maiz (Zea mays) y
Arabidopsis thaliana. La caracterizacién de estos mutantes se ha centrado en sus
contenidos de giberelinas (Fujioka et al., 1988; Kobayashi et al., 1989) y los
cambios fenotipicos provocados por la adicién de intermediarios purificados (Reid,
1986). Se han identificado mutaciones que provocan una disminucién del
crecimiento de las plantas por una disminucién de la sintesis de giberelinas en
cinco genes del maiz (dwarf1, dwarf2, dwarf3, dwarf5 y anl) y Arabidopsis (ga-1,
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ga-2, ga-3, ga-4 y ga-5) y en cuatro del guisante (le, [k, Is y na). Los mutantes
dwarfl, ga-5 y le estan afectados en la oxidacién del carbono 20.

A pesar de la exhaustividad de las bisquedas de mutantes afectados en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, no se han encontrado mutantes afectados
en algunos pasos de la ruta biosintética de las giberelinas.

1.2.2.2 Mutantes de la sintesis de giberelinas en Gibberella

En Gibberella se conoce desde hace mas de veinte afios un mutante, Bl1-41a
(Bearder et al., 1974), afectado en las oxidaciones del kaureno hasta el 4cido
kaurenoico. Ademaés, también existe una estirpe, R-9 (Bearder et al., 1973),
obtenida de forma casual en un cruce entre una estirpe productora y no productora
de giberelinas, que estd afectada en la hidroxilacién en el carbono 13, por lo que
aumenta la produccién de GA7 y GA4 y disminuye la de GA1 y GA3. En nuestro
laboratorio se ha desarrollado un método simplificado de escrutinio de la produccién
de giberelinas por fluorescencia que ha permitido el aislamiento de 13 mutantes gib
(Candau et al., 1991) estudiados en esta Tesis.

1.2.3 Aislamiento de genes de la sintesis de giberelinas

El primer gen clonado de la sintesis de giberelinas en plantas fue gal,
responsable de la sintetasa de kaureno de Arabidopsis (Sun et al., 1992). Se cloné
mediante la técnica de "sustraccién genémica" aprovechando la existencia de un
mutante con una delecién del gen.

Dos afios después se cloné el gen de la oxidasa del carbono 20 de Cucurbita
maxima (Lange et al., 1994). Se consiguié rastreando una genoteca de expresién de
ADN complementario del endospermo de Cucurbita en E. coli con anticuerpos
contra la enzima. Posteriormente se han clonado otros genes de oxidasas del
carbono 20 mediante estrategias basadas en el conocimiento de su secuencia. Asi,
se han multiplicado in vitro con la polimerasa Taq secuencias internas de otros
genes utilizando cebadores basados en la secuencia de Cucurbita (Phillips et al.,
1995; Wu et al., 1996; Garcia-Martinez et al., 1997) y se han rastreado genotecas
con sondas heterélogas (Xu et al., 1995).

La insercién de transposones o del ADN-T de Agrobacterium permitié clonar
el gen ga4 de Arabidopsis, responsable de la hidroxilacién B en el carbono 3 (Chiang
et al., 1995) y los genes anl y dwarf3 de Zea, que codifican, respectivamente, la
sintetasa del kaureno (Bensen et al., 1995) y una dioxigenasa dependiente de P-450
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que interviene en los primeros pasos de la sintesis de giberelinas (Winkler y
Helentjaris, 1995).

Una nueva bisqueda de genes, con la misma estrategia que se utiliz6 para la
clonaciéon de la primera oxidasa del carbono 20, ha permitido identificar, por
primera vez, un gen responsable de una enzima con actividad oxigenasa en el
carbono 7 (Lange, 1997).

Recientemente se ha clonado el primer gen responsable de una actividad de la
sintesis de giberelinas, posterior al difosfato de geranilgeranilo, en un hongo. Se ha
obtenido multiplicando in vitro un fragmento del ADN del ascomiceto
Phaeosphaeria con cebadores basados en las secuencias de sintetasas de difosfato
de copalilo de plantas (Kawaide et al., 1997). La secuencia de aminoacidos coincide
con las de las sintetasas de difosfato de copalilo y kaureno de plantas en menos del
25 %. Resulta paradéjico que en Gibberella, el organismo més activo en la
produccién de giberelinas y en el que se detectaron por primera vez, ain no se
hayan clonado genes de la sintesis de las giberelinas. La estrategia utilizada en
Phaeosphaeria ha sido usada en Gibberella sin éxito. La clonacién y secuenciacién
de estos genes en Gibberella aportara informacién sobre el origen de la ruta y
posibilitard un conocimiento molecular que permita mejorar la produccién
industrial de giberelinas.

1.2.4 Regulacién de la sintesis de giberelinas en Gibberella

Gibberella sintetiza giberelinas cuando agota el nitrégeno asimilable del medio
de cultivo (Borrow et al., 1964). Esta induccién no es resultado de la detencién del
crecimiento por agotamiento de un nutriente esencial, ya que no ocurre si el
nutriente que se agota es el fésforo (Candau et al., 1992). La sintesis de giberelinas
va acompafiada por la de bicaverinas (Balan et al., 1970; Cornforth et al., 1971).
Las bicaverinas son poliquétidos, compuestos derivados del acetato, que presentan
un intenso color rojo a pH acido.

La adicién de nitrégeno a un cultivo en plena produccién de giberelinas da
lugar a la detencién inmediata de esta sintesis (Candau et al., 1992). El efecto es
independiente de la reanudacién del crecimiento, porque la adicién de amonio
reprime la sintesis de giberelinas en un mutante auxétrofo para la asparragina, en
el que no se restablece el crecimiento (Sanchez-Fernandez, 1993). Todas las
fuentes de nitrégeno comprobadas reprimen la sintesis de giberelinas. La represién
por el nitrégeno implica la mediacién de alguna molécula derivada del metabolismo
de las fuentes nitrogenadas. En presencia de L-metionina-DL-sulfoximina, un
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inhibidor de la sintesis de glutamina, el amonio no reprime la sintesis de giberelinas
(Mufioz y Agosin, 1993), por lo que el regulador debe ser la glutamina o un
compuesto derivado de este aminoacido.

La sintesis de giberelinas correlaciona con las actividades enziméticas
implicadas en la asimilacién de fuentes de nitrégeno diferentes del amonio y la
glutamina (Mufioz y Agosin, 1993). La activacién de estas rutas estd mediada por
una proteina activadora, denominada AreA en Aspergillus nidulans y Nit-2 en
Neurospora crassa (Marzluf, 1983). En los hongos filamentosos estudiados, el
amonio, cuando es muy abundante, se incorpora fundamentalmente en esqueletos
carbonados via la deshidrogenasa de glutamato dependiente de NADP, mientras
que cuando escasea lo hace a través de las sintetasas de glutamina y glutamato
(Mora et al., 1980; Marzluf, 1983).

1.2.5 Biosintesis de esteroles y carotenoides

Los esteroles (Fig. 2) forman parte de las membranas celulares y son
esenciales para la vida eucariética. El primer esterol sintetizado es el escualeno,
que se produce por la condensacién de dos moléculas de difosfato de farnesilo. El
escualeno sufre posteriormente diversas oxidaciones y ciclaciones que dan lugar a
los distintos esteroles. Las oxidaciones son dependientes de O y de NADPH
(Yanamoto y Bloch, 1970). Algunas reacciones de las sintesis de esteroles y
giberelinas se parecen. Estas similitudes pueden ser la causa de la disminucién de
la sintesis de giberelinas en ciertos mutantes de Gibberella resistentes a
pefurazoato (Takenaka et al., 1992), un inhibidor de la biosintesis de ergosterol, el
esterol mayoritario en Gibberella (Nes y Heupel, 1986).

Los carotenoides son tetraterpenos derivados del difosfato de geranilgeranilo
(Fig. 2). Los carotenoides se encuentran en todos los grandes grupos de seres vivos,
de las bacterias a los animales, aunque estos no son capaces de sintetizarlos y los
toman de la dieta. Su papel en la fotosintesis provoca que sean esenciales en los
organismos fotosintéticos y explica que las enzimas para la biosintesis de
carotenoides en plantas sean dianas de herbicidas. Gibberella sintetiza y acumula
carotenoides, principalmente la neurosporaxantina (4cido 4'-apo-B-caroten-4'-oico),
un apocarotenoide de 35 dtomos de carbono (Aasen y Jensen, 1965). En menor
cantidad se detectan carotenoides precursores como el fitoeno, el toruleno y el
y-caroteno y otros como el B-caroteno (Avalos y Cerdd-Olmedo, 1986). Los
carotenoides no son esenciales en Gibberella y sus funciones no estan claras,
aunque, como en otros hongos, se especula que puedan estar relacionadas con la
proteccién frente a la luz o la oxidacién. El primer caroteno de la ruta biosintética
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es el fitoeno, que se produce por condensacién de dos moléculas de difosfato de
geranilgeranilo. Este caroteno incoloro sufre 5 deshidrogenaciones y una ciclacién
para convertirse en toruleno, que es finalmente convertido en neurosporaxantina
mediante una reaccién inusual, consistente en la pérdida de 5 atomos de carbono y
la adicién de un grupo carboxilo terminal en su extremo no ciclado (Valadon y
Mummery, 1969). El estudio de mutantes alterados en la carotenogénesis en
Gibberella sugiere que las cinco deshidrogenaciones son llevadas a cabo por una
misma enzima, la deshidrogenasa del fitoeno, producto del gen carB (Avalos y
Cerda-Olmedo, 1987). En Gibberella, como en muchos otros organismos, la
carotenogénesis es fotoinducible (Avalos y Schrott, 1990).

Los resultados obtenidos en experimentos de alimentacién in vivo con
diferentes sustratos marcados radioactivamente (leucina, acetato y mevalonato)
sugieren que las giberelinas, los carotenoides y los esteroles se sintetizan a partir
del acetato en compartimentos celulares independientes (Domenech et al., 1996).

1.3 TRANSFORMACION DE HONGOS FILAMENTOSOS

Se entiende por transformacién de un organismo la modificacién de su
genotipo y fenotipo por incubacién con ADN exégeno. Las primeras
transformaciones de un hongo filamentoso se consiguieron con Neurospora crassa,
mediadas por ADN genémico (Mishra y Tatum, 1973) o por un plasmido
(Case et al, 1979) y, posteriormente, se han desarrollado métodos de
transformacién para muchos otros hongos (Fincham, 1989; Lemke y Peng, 1995).
El enorme potencial de Neurospora crassa y Aspergillus nidulans en investigacién
béasica justific6 el esfuerzo dedicado a desarrollar y mejorar métodos de
transformacion. El interés aplicado ha sido el motivo de la extensién y aplicacién de
estos métodos a muchas otras especies. Ejemplos representativos son Penicillium
chrysogenum, por la produccién de antibiéticos (Kolar et al., 1988), Trichoderma
harzianum, por la produccién de enzimas hidroliticas (Ulhoa et al., 1992), y
Gibberella pulicaris (Salch y Beremand, 1993) y Nectria haematococca (Oliver et
al., 1987), especies patégenas. En Gibberella, el uso potencial en el analisis de los
genes involucrados en la sintesis de giberelinas y en la patogemcldad a} aITOZ

animan a desarrollar métodos de transformacién. /s .

Los hongos son organismos muy diversos, por lo que los& dQ@ e
transformacién desarrollados para una especie no son necesariamente e?i‘ S en
otras. Los principales problemas que se tienen que resolver en un protocolo de
transformacién son la permeabilidad de las células al ADN, la expresién en la
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célula receptora de los genes introducidos y el mantenimiento indefinido del ADN
ex6geno.

1.3.1 Entrada del ADN exdégeno

Para que entre el ADN exégeno se suelen usar protoplastos (Fincham, 1989;
Timberlake y Marshall, 1989; Lemke y Peng, 1995), que son células desprovistas
de la pared celular (Peberdy, 1989). La hidrélisis de la pared ha sido facilitada por la
comercializaciéon de preparados enzimaticos, tales como el Novozym 234. Ademas,
facilitan la entrada del ADN en los protoplastos los iones Ca2+ y el polietilenglicol
(Fincham, 1989; Timberlake y Marshall, 1989; Lemke y Peng, 1995). Otros
protocolos emplean un choque eléctrico (electroporacién) para facilitar esta
entrada (Goldman et al., 1990).

Otros métodos eluden el uso de protoplastos. Entre ellos destacan la
permeabilizacién de células intactas con acetato de litio (Ito et al., 1983), la
agitacién violenta de células con perlas de vidrio en un medio osmoestabilizado

(Costanzo y Fox, 1988) o el bombardeo de micelio con microproyectiles (Armeleo et
al., 1990).

1.3.2 Marcadores de transformacién

Los experimentos de transformacién requieren el uso de genes marcadores
cuya expresion delate la entrada y el mantenimiento del ADN exégeno y, por tanto,
permita la deteccién de las células transformadas. La expresién del marcador
produce un cambio fenotipico que puede ser seleccionable o identificable
visualmente. Lo m&4s comun es emplear un marcador seleccionable que
proporcione una funcién nueva (resistencia a antibiéticos o uso de una nueva
fuente nutritiva) o restituya un fenotipo silvestre seleccionable en ciertas
condiciones restrictivas (por ejemplo, el crecimiento en medio minimo de un
mutante auxétrofo).

Entre otros, se suelen usar los genes de resistencia a higromicina B (Punt et
al., 1987), benomilo (Orbach et al., 1986) y bleomicina (Engelenburg et al., 1989).
El gen amdS, responsable de la acetamidasa, permite usar la acetamida como
nueva fuente de carbono y nitrégeno en algunos hongos. Estos marcadores tienen
la ventaja de poder ser empleados con cualquier estirpe sensible al antibiético o
incapacidad de usar la nueva fuente nutritiva, entre las que normalmente se
encuentran las estirpes silvestres.
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Otros marcadores no sirven para transformar el tipo silvestre, y se precisa el
uso de mutantes. Entre estos destacan los genes pyrG (Mattern et al., 1987), trpC
(Yelton et al., 1984), argB (John y Peberdy, 1984), niaD (Malardier et al., 1989) y
qa-2 (Case et al., 1979). En algunos casos, la desventaja de requerir un mutante
determinado como receptor es compensada por la existencia de métodos para
seleccionarlos (Fincham, 1989).

Los marcadores no seleccionables permiten la identificacién de los
transformantes, visualmente o por subcultivo en medios apropiados. Estos
marcadores se utilizan mucho menos, y casi siempre junto con marcadores
seleccionables, presentes en la misma molécula de ADN o en moléculas separadas.
La cotransformacién se basa en que los protoplastos competentes, que son una
pequeiia minoria de los empleados, incorporan con frecuencia varias moléculas de
ADN. En algunos casos, el 90 % de los micelios transformados expresan genes de
dos plasmidos diferentes (Kolar et al., 1988). En Neurospora, la cotransformacién
de un heterocarionte ha puesto de manifiesto que la competencia es una
caracteristica del niucleo a transformar y no del protoplasto (Grotelueschen y
Metzenberg, 1995). Los marcadores no seleccionables se emplean a menudo para
investigar la expresién de promotores que se colocan ante ellos.

1.3.3 Mantenimiento del ADN ex6geno

Para que las estirpes transformadas mantengan el fenotipo adquirido, el ADN
exogeno debe conservarse y expresarse en los nicleos descendientes del
transformado inicialmente. Para ello se dispone de dos mecanismos alternativos: la
replicacién auténoma y la integracién en el genomio del receptor. Se han descrito
plasmidos capaces de replicarse auténomamente en hongos filamentosos (Gems et
al., 1991; Kistler y Benny, 1992; Tsukuda et al., 1988, Garcia-Pedrajas y Roncero,
1996). La capacidad de autorreplicacién est4 limitada a ciertas especies, lo que
refleja diferencias en los origenes de replicacién de los hongos.

Mas comin en los hongos es la transformacién por integracién del ADN
ex6geno en el genomio receptor (Fincham, 1989; Lemke y Peng, 1995). Si el vector
comparte secuencias de ADN con la célula receptora, la integracién del plasmido
puede producirse por recombinacién entre ellas (integracién homéloga). Es
frecuente la recombinacién entre secuencias no homélogas, que da lugar a
integracién ectépica. Si el vector no comparte ADN con el genomio receptor, la
integracién no es necesariamente aleatoria (Diallinas y Scazzocchio, 1989). En
Saccharomyces predomina la recombinacién homoéloga en la integracién
(Orr-Weaver et al., 1981). Las frecuencias de integracion homéloga y ectépica son
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diferentes en distintos hongos filamentosos e incluso varia entre distintas
secuencias homoélogas en una misma estirpe (Lemke y Peng, 1995; Bird y
Bradshaw, 1997).

Las frecuencias de integracién homéloga correlacionan con la longitud de la
secuencia compartida (Asch y Kinsey, 1990). La repeticién de esta secuencia en el
genomio receptor aumenta la frecuencia de transformacién en algunos casos
(Tsuge et al., 1990), pero no en otros (Tilburn et al., 1983). La linearizacién del
plasmido por corte en la regién homoéloga aumenta la frecuencia de transformacién
unas mil veces en Saccharomyces (Orr-Weaver et al., 1981). En los hongos
filamentosos este aumento es menos claro (Paietta y Marzluf, 1985), aunque si

parece aumentar la relacién entre la integracién homoéloga y la ectépica (Bird y
Bradshaw, 1997).

La transformacién integrativa suele ser muy estable, incluso en ausencia de
seleccién. La inestabilidad se debe a la escisién del vector del genomio. En algunos
casos se han recuperado los plasmidos originales, transformando E. coli con ADN
extraido de las estirpes transformadas (Ballance y Turner, 1985). En los casos de
integracién homéloga, la escisién estd asociada a recombinacién homéloga entre
las repeticiones originadas por la integracién. Cuando se escinde el plasmido queda
un solo ejemplar de la secuencia compartida entre el vector y el genomio; asi se
puede reemplazar una secuencia por otra. Este método, desarrollado inicialmente
en Saccharomyces (Scherer y David, 1979) y Aspergillus nidulans (Miller et al.,
1985) se ve favorecido por la existencia de genes como URA3 de Saccharomyces,

que permiten seleccionar tanto la presencia del alelo silvestre como su pérdida
(Rothstein, 1991).

El reemplazamiento de una secuencia en un genomio puede conseguirse
también mediante dos hechos de recombinacién simultaneos (Rothstein, 1983). La
sustitucién de un alelo silvestre por uno nulo se puede seleccionar con dos
marcadores. El alelo nulo se construye insertando un marcador seleccionable
(marcador interno) en el alelo silvestre. El segundo marcador, no necesariamente
seleccionable, se coloca en otra regién del vector, fuera de la secuencia a
reemplazar (marcador externo). Las estirpes transformadas que tengan el fenotipo
del marcador interno, pero no el del externo, se deben probablemente a una doble
recombinacién que ha dejado en el genomio el alelo nulo (Rothstein, 1991).

La recombinacién homéloga va acompafiada de la conversién génica, definida
como una transferencia no reciproca de informacién genética entre dos secuencias
de ADN (Hanstings y Rosemberg, 1992). Por conversién génica se puede producir
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la sustitucién de alelos, que difieran en pocas bases, en un paso y con un solo hecho
de recombinacién.

1.3.4 Transformacion de Gibberella

El primer método descrito para la transformacién de Gibberella empleé como
marcador seleccionable el gen de la reductasa del nitrato (niaD) de Aspergillus
oryzae (Sanchez-Fernandez et al., 1991), ya usado en otros hongos (Daboussi et al.,
1989). La estirpe receptora fue un mutante carente de reductasa de nitrato,
derivado de la estirpe silvestre IMI58289, empleada en esta Tesis. Se obtuvieron
menos de 10 transformantes por microgramo de ADN exdgeno. El vector utilizado
carecia de secuencias de Gibberella y la transformacién fue por integracién
ectopica, en algunos casos miltiple. Resultados muy similares se obtuvieron
posteriormente con el gen argB (Briickner et al., 1992), responsable de uno de los
pasos de la biosintesis de arginina. La transformacién de un mutante argB de
Gibberella con el gen argB de Aspergillus nidulans produjo también menos de 10
transformantes por microgramo de ADN. En estos experimentos se usaron
mutantes derivados de dos estirpes silvestres diferentes, ambas productoras de
giberelinas. La introduccién en el vector de la secuencia autoreplicativa AMAL1,
eficaz en Aspergillus nidulans (Gems et al., 1991), no aumenté la frecuencia de
transformacion significativamente (Briickner et al., 1992).

Recientemente se ha clonado el gen niaD de Gibberella y se ha utilizado para
transformar un mutante niaD, obteniéndose unos 200 transformantes por
microgramo de ADN (Tudzynski et al., 1996). Esta frecuencia multiplica casi por
cien las publicadas anteriormente. En este caso, casi la mitad de los
transformantes se debieron a integracién homéloga.

El dnico marcador empleado para transformar estirpes silvestres de
Gibberella es un gen bacteriano hph, que confiere la resistencia a higromicina B.
Se usé primero para transformar una estirpe de Gibberella del grupo A, no
productora de giberelinas y que es una especie genética diferente de la nuestra. En
este caso, se usaron esporas en germinaciéon permeabilizadas con acetato de litio y
se consiguié aproximadamente un transformante por microgramo de ADN (Leslie
y Dickman, 1991). La escasa produccién de conidios dificulta la aplicacién de este
método a nuestra estirpe.

La resistencia a higromicina se ha empleado también en una estirpe
productora de giberelinas. Con el gen bacteriano hph bajo el control de un promotor

de Aspergillus nidulans se consigui6 una frecuencia de transformacién inferior a 1
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transformante por microgramo de ADN (Briickner et al., 1992). Esta frecuencia se
multiplicé por diez, aproximadamente, al sustituir el promotor de Aspergillus por
un promotor de Gibberella pulicaris (Briickner et al., 1992).
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Pese a los muchos afios de investigacion sobre la biosintesis de giberelinas
en Gibberella fujikuroi y en plantas, ain quedan muchos interrogantes sobre los
genes y las enzimas involucrados. En plantas sélo se han caracterizado por
mutacién 5 genes y en Gibberella no se sabe el nimero de genes implicados por
los pocos mutantes disponibles. En este capitulo se describe la biosintesis de
giberelinas de un grupo de mutantes gib aislados en nuestro laboratorio (Candau
et al., 1991), asi como la regulacién de la biosintesis de giberelinas y de la
sintetasa de kaureno en la estirpe silvestre.

2.1 MUTANTES gib
2.1.1 Produccion de giberelinas y otros terpenoides

Los mutantes gib se aislaron con un método simplificado de medicién de la_
fluorescencia que permite estimar la produccién de giberelinas en colonias
aisladas. Kl escrutinio de mas de 4000 colonias sobrevivientes a un tratamiento
mutagénico con N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina condujo a la identificacién
de 13 mutantes gib, alterados en la produccién de giberelinas (Candau et al.,
1991).

Las giberelinas y el fujenal presentes en el medio de cultivo, se analizaron
por cromatografia de gases con la colaboracién del grupo del profesor Alejandro
Fernandez Barrero de la Universidad de Granada. Las giberelinas GA3z y GA7
sufren modificaciones en el proceso de extraccién (Fig. 4) y cada una de ellas se
cuantificaron como tres compuestos diferentes. Los carotenoides presentes en el
micelio se analizaron espectrofotométricamente, después de retirar las
bicaverinas por particién (Tabla 1). La biosintesis de estos terpenoides se
resume en la Figura 2 (pag. 6).
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Figura 4. Modificaciones de las giberelinas GA3 y GA7 por los cambios
de pH durante el proceso de extraccion; -R es -OH en GA3 y -H en GA7.

Todas las estirpes, excepto SG127, producen carotenoides coloreados en las
condiciones de produccién de giberelinas, en concentraciones que varian poco de
los 8 a los 14 dias (Tabla 1). La ausencia de carotenoides en la estirpe SG127,
incluidos los incoloros, como el fitoeno y el fitoflueno, se confirmé por
cromatografia en alimina de extractos de micelios incubados en medio minimo
bajo la luz durante 9 dias. En estas condiciones de cultivo, la estirpe silvestre
acumula m4s de 100 pg de carotenoides coloreados por g de masa seca (Avalos y
Cerda-Olmedo, 1986).

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 1, los mutantes gib
se pueden clasificar en cuatro grupos fenotipicos:

Grupo 1. Formado por estirpes con menos del 10% de las giberelinas y el
fujenal de la silvestre, pero con una produccién normal de carotenoides.
Comprende las estirpes SG121, SG136, SG138 y SG139. Deben sufrir un
bloqueo parcial o total de la ruta de las giberelinas entre el difosfato de
geranilgeranilo y el dcido 7o-hidroxikaurenoico. En este grupo destacan los
mutantes SG138, que solo produce un poco de GAg4 (una giberelina de 20
carbonos, no hidroxilada en el carbono 3), y SG139, que carece totalmente de
giberelinas y fujenal.
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Tabla 1 Masa seca (g-1'1) y produccién de carotenoides, fujenal y giberelinas (mg-1-1) de la estirpe silvestre y los mutantes gib incubadas en medio minimo ICI durante 8 dias
(primera linea) y 14 dias (segunda linea).

Silvestre | SG 139 SG 121 SG 138 SG 136 SG 123 SG 133 SG 127 SG 122 SG 124 SG 128 SG 129 SG 135 SG 134
Peso seco 74+01 85402 55403 7602 71101 78+0,2 7,903 59 74+02 7.4 5.0+03 7.7+02 79+01 | 81+01
8.6*1 9.0+03 64+03 8806 8.1 8.3 87%02| 6001 85+06 8.3 5.6 8.6+04 88+03 | 88+05
Carotenoides 0.58 0.68 0.19 0.98 0.64 0.53 '0.39 <0.01 1.28 043 0.22 0.41 0.84 0.74
, 0.60 0.55 0.26 1.08 0.81 0.38 0.35 <0.01 1.27 0.32 0.19 0.55 0.93 0.73
Fujenal 41,2 + 6,5 0 1,7+0,6 14+03 1,6 +16 242+44 846342} 76%02 98+29 8,0+0,1 86+18 121+3 142+84 |50,2+17
58,7 +0,7 0 1,3+0,7 55+1,3 2,6 +08 648+15 84 105+17 |153+64 138%*08 21,4+24 283t66 20,2+92 |803+28
2 giberelinas | 94,6 £ 15 0 39+3,3 0,8+0,8 46+ 4,6 573+22 1489+26 |225+15 [20,8+70 247%24 254%76 358+57 324+163 [117,0+204
154,7 + 21 0 2,7+27 6,4+39 6,1+20 |130,3+50 184,1%52 |292%51 [291+156 50,1+45 560%80 679+117 455+166 [2451+173
GA24 2,0+0,3 0 0 0,8+0,8 0 1,001 225%01 0,2%0,2 0 0 0,7+01 0,802 0 1,8+01
2,3+05 0 0 48+23 0 0 33+1,2 0,710 0 0 1,6 0,1 0 0 39 +02
GAs 29+0,4 0 0 0 0 2,0+01 32+0.2 0 0,3+03 0,9 0,8+0,2 09+02 0,31+0,3 1,9+03
i 43+15 0 0 0 0 8,7+1,9 39+22 0,6 05+05 25+02 1,8+0,2 25+03 1,1+01 59+03
GAg 25+1,1 0 0 0 0 1,8+1,8 0,9+01 0,6 0 0 1,2+06 0 0 1,6 +1,2
4,7+ 2.4 0 0 0 0 84+78 36+36 |0,7+01 05+05 0 34+01 05+05 03+03 49 + 0,4
GA13 0,8 +0,1 0 0 0 0 0,2+0,2 1,7+0,7 0 0,3+03 0 0 0,3+0,3 04+04 0,5
1,3+0,4 0 0 0 0 0,9+0,9 12+04 09+01 04+04 0 0 0 0,3+03 1,6 +04
GA16 149 +1,2 0 05+05 0 0,6 +06 8,7+08 27,7+104| 3,2%+0,3 52+27 45+13 25+04 46+09 10,7+32 |176t67
20,1 +11 0 04+04. 0 1,0+0,3 21,8+45 306+16 | 35106 | 83453 71+04 65102 11,5+27 109+66 |304+20
GA4 55+05 0 0,3+03 0 0,2+0,2 48+14 95+36 1,0+01 09+03 0,3+03 1,2+04 1,3+03 08+03 56t+14
75%+25 0 0 0 0 11,1 +41 94+21 1,1+03 0,6 06 0,8+01 2,3+02 1,3+0,2 1,0+03 90+1,3
GAl 12,1+0,5 0 04+04 0 05+05 0 72+27 2,8+03 2 2,3+0,1 22+07 2,1+05 36+09 [10,7+21
226+15 0 05+05 0 1,0+03 1,0+04 11,9+15 49+07 [32%05 53+03 6,2+1,3 53+09 65+29 |269+2,2
GA7 17,1 £3,0 0 1,5+09 0 1,7+1,7 365+16 69,7 +28 50+0,1 45+24 8,6+15 67+18 1752 49+34 283120
29,7 £8,1 0 09+09 0 25%+08 702+28 818+358] 67+15 69+45 20,0+26 17,7+08 32259 114+06 [691+36
GA3 36,3+3,0 0 1,3+13 0 1,5+15 2,3+1,2 249 +5,1 97+04 73+07 8,1+05 98+33 83+14 11,7437 |488+64
61,1 +3,3 0 1,0+1,0 1,6+1,6 1,7+0,7 80+1,7 363%+38 |10,1+16 82+27 138%08 162+48 140%12 140%56 |91,3%67
GA3/GA7 2.2 - - - - 0.2 0.3 2.2 1.7 1.0 1.3 0.5 2.2 2.2
2.1 - - - - 0.1 0.4 14 19 0.7 0.6 04 14

1.2
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Grupo 2. Constituido por las estirpes SG123 y SG133, similares a la
silvestre por su produccién total de fujenal y giberelinas, pero diferentes por las
proporciones de distintas giberelinas. Como aumentan GA7 y GA4 y disminuyen
GA; y GA3, la mutacién debe afectar la hidroxilacién B del carbono 13.

Grupo 3. Incluye solo la estirpe SG127, que no sintetiza carotenoides y
acumula menos del 25% de las giberelinas y el fujenal producidos por la estirpe
silvestre. Este fenotipo se puede explicar tanto por una mutacién en la sintetasa
del difosfato de geranilgeranilo como por dos mutaciones independientes. Si el
doble fenotipo se debe a dos mutaciones, la mutacién gib seria del grupo 4.

Grupo 4. Los mutantes SG122, SG124, SG128, SG129 y SG135, que
producen entre el 20 y el 35% de las giberelinas y el fujenal de la estirpe silvestre.
La proporcién relativa entre distintas giberelinas no se ve significativamente
alterada, con la excepcién en algunos casos de una mayor produccién de GA7.

Estos mutantes aportan poca informacién sobre la ruta de las giberelinas.

La estirpe SG134, descrita anteriormente como un mutante gib
(Candau et al., 1991), se parece a la silvestre por su produccién de giberelinas.
La alteracién de la fluorescencia en esta estirpe puede deberse a causas no
relacionadas con la sintesis de giberelinas.

Las diferencias de crecimiento observadas en los mutantes SG121, SG127
y SG128, y de produccién de carotenoides en SG122 y en SG121 (Tabla 1),
podrian deberse a mutaciones adicionales introducidas por el tratamiento
mutagénico. La dificultad para llevar a cabo el ciclo sexual con nuestras estirpes
nos ha impedido separar las mutaciones gib de otras mutaciones, posiblemente
introducidas a la vez, y determinar el niimero de genes afectados por mutaciones
gib y sus relaciones de ligamiento.

Los mutantes gib no estan alterados en la sintesis de bicaverinas, salvo
SG121, que disminuye su produccién a menos del 10% de la del silvestre
(W. Giordano, comunicacién personal ).

2.1.2 Sintesis de kaureno in vitro

El kaureno es el primer precursor tetraciclico de las giberelinas (Fig. 2, en la
pag. 6). Varios protocolos permiten ensayar la sintesis de kaureno a partir de
precursores radioactivos en extractos crudos (Shechter y West, 1969;
Coolbaugh y Moore, 1969; Hedden y Phinney, 1979). En nuestro trabajo se ha
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adaptado un método ya empleado para investigar la sintesis de carotenoides por
extractos de Gibberella (Avalos et al., 1988). En las condiciones del ensayo, el
kaureno y el escualeno se comportan como productos finales, puesto que las
reacciones posteriores dependen de NADPH, cofactor ausente en la reaccién
(Ashman et al., 1990; Yanamoto y Bloch, 1970).

Una alteracién en las sintetasas de difosfato de geranilgeranilo o de
kaureno debe provocar una disminucién en la sintesis de kaureno a partir de
mevalonato, por lo que hemos analizado esta sintesis en los mutantes gib de los

grupos 1y 3.

o
o)
T

[ Kaureno
T Escualeno

o
D

Fraccion de! tot al de terpenoides
(@] o
™ ES

0 ;
Silvestre G127 G138 SG136 SGI121 SG139 Silvestre (+N)

Figura 5. Incorporacién de 2-14C mevalonato en kaureno y escualeno respecto a todos
los terpenocides (es decir, radioactividad extraible con éter de petréleo) por extractos
crudos de micelios cultivados 8 d en medio minimo ICI. El testigo "Silvestre (+N)" es la
estirpe silvestre cultivada 6 d en medio minimo ICI con mucho nitrégeno, condiciones en
las que no produce giberelinas.

El kaureno representa mas del 60% de la incorporacién en terpenoides
realizada por extractos de micelios silvestres cultivados en condiciones de
produccién de giberelinas. Todas las estirpes gib ensayadas sintetizan menos
kaureno y mas escualeno que la silvestre en esas condiciones.

Los extractos del mutante SG139 no sintetizan kaureno, como los
extractos de micelios silvestres cultivados en condiciones de no produccién de
giberelinas.

La disminucién en la sintesis de kaureno de los extractos de SG127, SG136

y SG138 respecto a la del silvestre es menos drastica que la encontrada en la
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sintesis de giberelinas in vivo. La estirpe SG121 presenta disminuciones
similares en las sintesis de kaureno y giberelinas respecto a la estirpe silvestre.

2.2 SINTESIS DE GIBERELINAS EN MUTANTES ALBINOS

El fenotipo de la estirpe SG127, carente de carotenoides y con escasa
produccién de giberelinas y fujenal, puede explicarse por una mutacién en la
sintetasa de geranilgeranilo o por dos mutaciones independientes, una en la
sintetasa del fitoeno y otra en un paso previo a la sintesis del acido
7a-hidroxikaurenoico.

Se han aislado y caracterizado 64 nuevos mutantes albinos (Tabla 2), 36
obtenidos a partir de la estirpe silvestre y 28 a partir de la estirpe SG22,
superproductora de neurosporaxantina. La mitad de ellos (31 de 64) acumulan
fitoeno, un caroteno incoloro. Este fenotipo es atribuible a una mutacién en el
gen de la deshidrogenasa de fitoeno (denominado carB en Phycomyces y al-1 en
Neurospora). Los demés mutantes carecen de carotenoides, como SG127, pero,
al contrario que este mutante, no sufren modificaciones en la produccién de
giberelinas. En consecuencia, no se ha conseguido ningin nuevo mutante con el
fenotipo doble de SG127.

Tabla 2. Produccion de carotenoides (ug-g-! masa seca de micelio) y giberelinas
(mg-1-1 del medio) en cultivos en agar nutritivo en condiciones de produccién

méxima de carotenoides y medio minimo ICI liquido, respectivamente.

Carotenoides
Estirpes fitoeno coloreados Giberelinas

Silvestre 12 177 98

36 mutantes derivados de la estirpe silvestre

21 mutantes 4-21 <5-25 71-132
15 mutantes 355-232 <5-48 no determinadas
SG22 214 1091 106

28 mutantes derivados de la estirpe SG22
12 mutantes 28-69 <5-31 71-149

16 mutantes 1557-864 <5-110 no determinadas
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Si el fenotipo de SG127 se debe a dos mutaciones independientes, se podran
obtener revertientes de una mutacién que no afectaran a la otra. No se
encontraron revertientes coloreados entre mas de un millén de colonias
sobrevivientes a un tratamiento mutagénico a N-metil-N'-nitro-N-nitrosogua-
nidina. Previamente se habian aislado mutantes espontdneos resistentes a
benomilo para distinguir los posibles revertientes de estirpes coloreadas ya
existentes.

2.3 REGULACION DE LA SINTESIS DE GIBERELINAS

La capacidad de sintetizar kaureno in vitro ha sido utilizada en plantas
como indicativo de la produccién de giberelinas (Coolbaugh y Moore, 1969;
Barendse et al., 1983). En Gibberella, solo los extractos de micelios silvestres
que producen giberelinas in vivo sintetizan kaureno in vitro (Fig. 6). El escualeno
es sintetizado sobre todo por los micelios de los cultivos que no producen
giberelinas.

Gibberella permite investigar la regulacién de la sintesis de giberelinas in
vivo y de terpenoides in vitro en unas condiciones sencillas, que facilitan los
andlisis. Hemos reproducido la represién mediante la adicién de amonio a un
micelio productor de giberelinas, y la induccién mediante el lavado y la
incubacién de un micelio no productor en glucosa (20 g-1-1) y microelementos, sin
fuente de nitrégeno. Ademas, hemos comprobado los requerimientos de sintesis
de proteinas en la produccién de giberelinas.
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Figura 6. Produccién de terpenoides in vitro e in vivo. La estirpe silvestre se
cultivé en medio minimo ICI con exceso de nitrégeno (a la izquierda) y en medio minimo
ICI (a la derecha) y se determiné la masa seca (A) y la concentracién de giberelinas en
el medio (O) (graficas superiores). En las gréficas inferiores se muestra la sintesis de
kaureno (®) y escualeno (W) in vitro.

2.3.1 Represion

La adicién de una fuente de nitrégeno a un cultivo de Gibberella que
sintetiza giberelinas provoca una rdpida represién de esta ruta y un gran
aumento de la sintesis de escualeno in vitro. La sintesis de kaureno in vitro se
mantiene mucho tiempo y tres dias después sigue siendo la quinta parte de la de

los testigos (Fig. 7).
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Figura 7. Represion de la sintesis de
giberelinas. A un cultivo en plena
produccién de giberelinas, incubado 8 d en
medio minimo ICI, se le afiade CINHy4
(100 mM). Las figuras huecas y las lineas
discontinuas corresponden a los testigos
sin la adicién de amonio. Se representa la
produccién de giberelinas in vivo (M), la
radioactividad disponible (=) y su
incorporacién en terpenoides (&), kaureno
®) y escualeno (M) in vitro; y las
concentraciones internas de alanina (),

glutamina (&) y dcido glutdmico (@) libres.
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En un analisis preliminar no hemos detectado diferencias significativas en
las concentraciones de los amino4cidos libres después de la adicién de amonio,
salvo en las de glutamina y alanina (Fig. 7). La glutamina alcanza un maximo de
maés del 10% de la masa seca del micelio a las 2 h y después disminuye. El
aumento de la concentracién de alanina es més lento y se mantiene mas tiempo.
Se representan también las concentraciones del 4cido glutdmico, el precursor de
la glutamina.

2.3.2 Induccién

La transferencia de un micelio cultivado en medio minimo ICI con exceso de
nitrégeno a una solucién de glucosa y microelementos produce cambios
significativos en la sintesis de terpenoides (Fig. 8). Las giberelinas empiezan a
detectarse 16 h después de la transferencia, unas 8 h méas tarde que la actividad
sintetasa de kaureno. La capacidad de sintesis de kaureno in vitro se multiplica
por diez mil en 24 h y se mantiene durante al menos las 100 h siguientes. Al
mismo tiempo disminuye la capacidad de sintetizar escualeno. En paralelo a
este aumento se produce una reduccién en la sintesis de escualeno.

La incorporacién méxima en kaureno se alcanza cuando la totalidad del
sustrato radioactivo disponible (linea verde) se ha consumido en terpenoides.
Ademas, al mismo tiempo, la produccién de giberelinas in vivo llega a ser
maxima, lo que sugiere que el maximo de sintetasa de kaureno observado es real
y no un artefacto debido a la escasez de sustratos.

La concentracién intracelular de aminoédcidos libres se mantiene
practicamente constante después de la transferencia, con las excepciones, de
nuevo, de las de glutamina y alanina, que disminuyen a la décima parte (Fig. 8).
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Figura 8. Induccién de la sintesis de giberelinas. Los micelios cultivados durante
6d en medio minimo ICI con exceso de nitrégeno (no sintetizan giberelinas) se
transfirieron a una solucién de glucosa y microelementos. Se representa la concentracién
de giberelinas in vivo (A); la radioactividad disponible en los ensayos (=) y su
incorporacién en terpenoides (&) kaureno (®) y escualeno (M) in vitro; y las
concentraciones intracelulares de alanina (M), glutamina (A) y 4cido glutdmico (®)
libres.
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2.3.3 Requerimientos de sintesis de proteinas para la
produccion de giberelinas

La cicloheximida, un eficaz inhibidor de la sintesis de proteinas en
eucariontes (Siegel y Sisler, 1963), inhibe totalmente el crecimiento de
Gibberella a una concentracién de 50 mg-1-1. Para determinar si la induccién y el
mantenimiento de la sintesis de giberelinas requiere nueva sintesis de proteinas
se afiadié cicloheximida a suspensiones de micelio en glucosa y microelementos
(Fig. 9).
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Figura 9. Efecto de la cicloheximida en la induccién de la giberelinas. Los
micelios cultivados durante 6 d en medio ICI con exceso de nitrégeno (que no sintetizan
giberelinas) se transfirieron a una solucién de glucosa y microelementos. A estas

suspensiones de micelio en glucosa se les afiadié cicloheximida (50 mg-1-1) en el
momento sefialado junto a cada curva (h después de la transferencia a glucosa y
microelementos). Los cultivos sefialados con "-4" se afiadi6 la cicloheximida 4 h antes de
la transferencia, en medio ICI con exceso de nitrégeno.

Si se afiade cicloheximida a micelios en plena produccién de giberelinas se
detiene la sintesis entre 6 y 8 h después. Si la produccién de giberelinas no ha
empezado, se inhibe por completo.

La sintesis de escualeno se mantiene alta en los micelios de cultivos
expuestos a cicloheximida durante 76 h (Fig. 10). En el apartado anterior se
muestra que la actividad de sintesis de kaureno alcanza el maximo en cultivos
incubados 24 h en glucosa y microelementos, y se mantiene al menos durante
las siguientes 100 h (Fig. 8). La exposicién durante 24 h a cicloheximida
practicamente no afecta a la sintesis de kaureno (Fig. 10). En cultivos que ya
habian alcanzado la sintesis de kaureno méxima (24 h en glucosa sin
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cicloheximida), las incubaciones con cicloheximida durante 48 h disminuyen la
sintetasa de kaureno hasta valores inferiores al 10 %, respecto la detectada en
los cultivos sin tratar. Sin embargo, la sintesis de escualeno, que ha disminuido
en los micelios de cultivos incubados 24 y 32 h en glucosa y microelementos (Fig.
8), sube con exposiciones a cicloheximida de 48 y 40 h, respectivamente.
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Figura 10. Efecto de la cicloheximida en la sintesis de terpenoides. Se
representa la radioactividad disponible (—) y su incorporacién en terpenoides (&), en
kaureno (®) y en escualeno (M) por extractos de micelios suspendidos durante 72 h en
glucosa y microelementos. Se afiadi6 cicloheximida (50 mgI"1) a las suspensiones un
tiempo antes de preparar los extractos, indicado en abscisas. El valor complementario a
72 h, también indicado, fue el tiempo de incubacién en glucosa y microelementos antes
de afiadir la cicloheximida.
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2.3.4 Aminoacidos como fuente de nitrégeno

Los extractos de micelios cultivados con exceso de nitrégeno sintetizan
mucho escualeno, pero no kaureno. Usando distintos aminoédcidos como fuentes
de nitrégeno se obtiene el mismo resultado (Fig. 11).
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Figura 11. Incorporacién de 2-14C mevalonato en kaureno y escualeno respecto a todos
los terpenoides por extractos crudos de micelios de la estirpe silvestre cultivados 6 d con
las fuentes de nitrégeno que se indican. En los cultivos con exceso de nitrégeno se
usaron 4,8 g-l'1 de NH4NO3 o cantidades de distintos aminoacidos que contienen la

misma cantidad de nitrégeno. Escasez de nitrégeno indica 0,48 g'I'1 de NH4NO3.
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Al comienzo de este trabajo se disponia de un protocolo de transformacién
de Gibberella con el gen niaD de Aspergillus oryzae como marcador seleccionable
(Sanchez-Ferndndez et al., 1991). La estirpe receptora de la transformacién con
este método debe ser mutante en la reductasa del nitrato. La imposibilidad de
obtener cruzamientos fértiles con nuestra estirpe, y con todas sus derivadas,
exigiria la obtencién de nuevos mutantes a partir de las estirpes que se quieran
transformar, lo que puede introducir otras mutaciones indeseables.

En este capitulo se describe un método de transformacién con un marcador
seleccionable directamente en la estirpe silvestre, la resistencia a higromicina, y
la clonacién del gen carB, responsable de la deshidrogenasa del fitoeno. Este gen,
aunque no es seleccionable, permite la identificacién visual de transformantes de
estirpes mutantes carB. Por ltimo, aprovechando las caracteristicas de la
transformacién a resistencia a higromicina, se ha reemplazado el alelo del gen
carB de la estirpe silvestre por un alelo nulo construido in vitro.

3.1 TRANSFORMACION A RESISTENCIA A HIGROMICINA

Se disponia del vector pAN7-1 (Punt et al., 1987), que habia transformado
hongos préximos al nuestro. Este vector contiene, bajo el control de un potente
promotor de Aspergillus nidulans, el gen bacteriano hAph, responsable de la
transferasa de fosfato a higromicina y que confiere la resistencia a este
antibiético. s

Los intentos de transformacién de nuestra estirpe con este plasmido no -
dieron resultado (Sdnchez-Fernandez, 1993). Este hecho puede atribuirse a
dificultades en el mantenimiento del plasmido en Gibberella, ya que el vector no ;
tiene un origen que le permita mantenerse libre en el hongo ni secuencias
homoélogas que le faciliten integrarse. Para facilitar la integracién, decidimos
introducir en el vector ADN repetido de Gibberella, de dos formas distintas.

La primera se basé en la observacién de que los fragmentos de 6 kb eran
muy abundantes en las digestiones totales con Xbal del ADN genémico de
Gibberella (Sanchez-Ferndndez, 1993). La ligacién de estos fragmentos en
pANT7-1 dio 27 clones independientes, diez de los cuales tenian insertos con el
mismo patrén de restriccién con EcoRI. Uno de ellos se denominé pR1, y a su
inserto secuencia R1. Los dem4s clones eran diferentes entre ellos. Se eligieron
al azar cuatro clones distintos con insertos de 6 kb que se denominaron pUl,
pUZ2, pU3 y pU4, y sus insertos secuencias U1, U2, U3 y U4.
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La otra secuencia repetida introducida fue un fragmento de 1,8 kb del gen
responsable del ARN ribosémico 18S que se cloné mediante la multiplicacién in
vitro de una regiéon muy conservada evolutivamente (White et al., 1990). El
plasmido derivado de pAN7-1 con este fragmento se denominé pR2.

Todos los plasmidos que contienen secuencias de ADN de Gibberella
originaron transformantes que mantuvieron la resistencia a higromicina en sus
descendientes obtenidos a partir de esporas (Tabla 3). No se obtuvieron
resistentes con el pldsmido pAN7-1 ni en ausencia de ADN. En la Figura 12 se
muestra el aspecto de las cajas primarias de una transformacién. Las colonias
pequefias que aparecen en las cajas de la transformacién con pAN7-1 y sin
ADN, también presentes en las otras cajas, no crecieron indefinidamente con
higromicina.

Figura 12. Resultado de una transformacién. Se indica el plasmido utilizado en
cada transformacion.
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Tabla 3 Transformacién de Gibberella a resistencia a higromicina con
plasmidos derivados de pAN7-1. En las tres transformaciones se utilizaron
unos 5 x 107 protoplastos y 5 pug de plasmido, salvo en los casos indicados. Las

transformaciones de un mismo experimento se realizaron con un mismo

preparado de protoplastos.

Plasmido Numero de colonias transformadas o
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
pAN7-1 0 0 0
pR1 35 25 2 0,82
pU1 25 * 23 2 0,89
pU2 3 # 21 3 0,69
pU3 9¢ 36 4 0,77
pU4 19 ¢ 45 2 0,81
pR2 4 33 4 1,23
-ADN 0 0 0
B 0,55 0,30 0,35

En * se transformé con 3 ug, en # con 0,7 ug y en ¢ con 2 pg de plasmido.

o y B: Coeficientes de variacién de las frecuencias de transformacién (n° de
transformantes por pug de ADN) de cada pldsmido y de cada experimento,

respectivamente.

Los resultados son bastante erraticos, como se refleja en la variabilidad de

los resultados de la Tabla 3 y en la ausencia de transformantes en otros cuatro

experimentos similares. La media de los coeficientes de variacién de las

frecuencias de transformacién (desviacién tipica dividida por la media) de los tres

experimentos fue de 0,4; mientras que los coeficientes de variacién de las

frecuencias obtenidas con cada plasmido fueron superiores. Esto indica que la

variacién encontrada en las transformaciones depende mas de los protoplastos

(compartidos por todas las transformaciones de un mismo experimento) que de

los plasmidos utilizados.
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3.1.1 Caracterizacion de la secuencia repetida de 6 kb

Una secuenciacién parcial de R1 nos permitié comprobar que esta es muy
similar a fragmentos de los genes para el ARN ribosémico 25S de muchos
organismos (Fig. 13). Las numerosas coincidencias encontradas en estas
comparaciones nos permiten afirmar que la secuencia R1 es un fragmento del
gen para el ARN ribosémico 258 de G. fujikurdi. No puede descartarse que
algunas diferencias entre la secuencia de G. fujikuroi con la de otros organismos
se deban a errores de secuenciacién, ya que solo se ha hecho la lectura de una
cadena.

3.1.2 Nuimero de ejemplares por genomio de las secuencias de 6 kb de
ADN de Gibberella clonadas en pAN7-1

Hay unas 40 copias del ADN ribosémico (secuencia R1) por genomio y
probablemente solo una del resto de las secuencias de 6 kb (secuencias U1, U2,
U3 y U4). Se ha puesto de manifiesto porque, en las mismas condiciones de
hibridacién, la cantidad minima de ADN de Gibberella detectada con la sonda del
fragmento de ADN ribosémico es 40 veces inferior a las detectadas con las
sondas de las otras secuencias de 6 kb y con una secuencia unica. Las
diferencias entre estas secuencias de 6 kb y la elegida como tinica parece que no
son significativas (Fig. 14).

Como secuencia unica se empleé un fragmento del gen carB (la
deshidrogenasa del fitoeno), cuya clonacién se describe en el apartado 3.2.1 de
esta Tesis. La frecuencia de mutantes albinos que acumulan fitoeno es un indicio
de que este gen es unico en Gibberella (Avalos y Cerd4-Olmedo, 1987). La
complementacién con este gen de un mutante que acumula fitoeno y la
obtencién de mutantes por reemplazamiento de alelos descritas en esta Tesis
(apartados 3.2.2 y 3.2.3) confirman que el gen carB es de copia tnica.
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Gibberella fujikuroi ATGGGGGATGAACCGAACGTGAAGTTAAGG
Saccharomyces cerevisiae ATGCGGGATGAACCGAACGTAGAGTTAAGG
Mucor racemosus ATGCGGGATGAACCGAACGAGAAGTTAAGG
Ganoderma australe ATGCGGGATGAACCGAACGCGAGGTTAAGG
Homo sapiens CTGCGGGATGAACCGAACGCCGGGTTAAGG
Gibberella fujikuroi TGCCGGAATAC-GCGCTCATCAGACACCAC
Saccharomyces cerevisiae TGCCGGAATAC - ACGCTCATCAGACACCAC
Mucor racemosus TGCCGGAATAC-ACGCTCATCAGACACCAC
Ganoderma australe TGCCGGAATAC-ACGCTCATCAGACACCAC
Homo sapiens CGCCCGATGCCGACGCTCATCAGACCCCAG
Gibberella fujikuroi AAAAGGTGTTAGTTCATCTAGACAGCAGGA
Saccharomyces cerevisiee AAAAGGTGTTAGTTCATCTAGACAGCCGGA
Mucor racemosus AAAAGGTGTTAGTTCATCTAGACAGCAGGA
Ganoderm_a australe AAAAGGTGTTAGTTCATCTAGACAGCAGGA
Homo sapiens AAAAGGTGTTGGTTGATATAGACAGCAGGA
Gibberella fujikuroi CGGTGGCCATGGAAGTCGGAAACCGCTAAG
Saccharomyces cerevisiae CGGTGGCCATGGAAGTCGGAATCCGCTAAG
Mucor racemosus CGGTGGCCATGGAAGTCGGAATCCGCTAAG
Ganoderma australe CGGTGGCCATGGAAGTCGGAATCCGCTAAG
Homo sapiens CGGTGGCCATGGAAGTCGGAATCCGCTAAG
Gibberella fujikuroi GAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATGAA

Saccharomyces cerevisiae GAGTGTGTAACAACTCACCGGCCGAATGAA

Mucor racemosus GAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATGAA
Ganoderma australe GAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATGAA
Homo sapiens GAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATCAA

Gibberella fujikuroi CTAGCC
Saccharomyces cerevisiae CT AGCC

Mucor racemosus CTAGCC
Ganoderma australe CTAGCC
Homo sapiens CTAGCC

Figura 13. Identidades de un fragmento de la secuencia R1 con
fragmentos para el gen ARN ribosémico 25S en los hongos
Saccharomyces (ascomiceto), Mucor (zigomiceto) y Ganoderma
(basidiomiceto), y para el 28S humano. Las posiciones conservadas en
al menos 4 de las 5 secuencias aparecen con un fondo amarillo.
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Figura 14. (A) Hibridacién entre distintas cantidades de ADN genémico de
Gibberella y diferentes sondas. (B) Intensidad médxima relativa de las bandas
de (A) en funcién de la cantidad de ADN genémico de Gibberella.
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3.1.3 Estabilidad de la transformacioén

Los transformantes primarios, obtenidos de la regeneracién de los
protoplastos, son presumiblemente heterocariontes. Estos heterocariontes se
pueden formar porque los protoplastos transformados sean plurinucleados o,
aunque tuvieran un solo nucleo, porque este se divida antes de la integracién. Los
transformantes secundarios, obtenidos a partir de esporas uninucleadas de
transformantes primarios, deben ser homocariontes a menos que la
transformacion sea inestable.

La estabilidad de los plasmidos en las transformaciones se determiné por el
nimero de esporas producidas por un micelio transformante secundario que
mantienen el fenotipo de resistencia tras un ciclo de crecimiento vegetativo en
un medio no selectivo.

Las transformaciones conseguidas son estables, excepto las obtenidas con
el plasmido pU4 (Tabla 4). En este caso un ciclo vegetativo en medio no selectivo
da lugar a que més de la mitad de las esporas pierdan la resistencia a
higromicina. Los resultados obtenidos con varios micelios transformados no
difirieron significativamente.

La transformacién obtenida con los deméas plasmidos fue muy estable. La
resistencia a higromicina se mantuvo en 1947 esporas de un total de 2061
ensayadas. Los resultados con micelios transformados por distintos plasmidos
no difieren significativamente de la frecuencia media global del 94,5 %.

La inestabilidad se origina, presumiblemente, por resolucién del cointegrado
plasmido-genomio mediante una recombinacién homéloga. Esta resolucién
regeneraria el pldsmido, y esto se puede poner de manifiesto mediante
transformacién de E. coli. Se realizaron dos electroporaciones de células de
E. coli con 100 ng de ADN genémico de un transformante secundario obtenido
con cada pldsmido en el primer experimento y se recuperaron los plasmidos pR1,
pR2 y pU4. Los plasmidos libres son poco abundantes, segin se deduce de las
pocas bacterias transformadas (de 0 a 3 por electroporacién).
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Tabla 4 Estabilidad de la transformacién. Micelios resistentes a higromicina

producidos por esporas de transformantes secundarios y nimero total de micelios

ensayados.
Transformantes Plasmidos
pR1 pR2 pU1l pU2 pU3 pU4
Exp. 1 T1 92/98 17/17 22/25 16/20 25/25 9/23
T2 25/25 24/25 10/11 24/25 25/25 10/22
T3 24/24 25/25 - - - 16/24
T4 25/25 92/93 - - - 5/12
T5 25/25 - - - - 11/25

Exp. 2 T1 99/99 80/87 83/96 96/100 48/50 21/50
T2 93/94 97/100 75/82 - 94/98 ~

Exp. 3 T1 96/100 92/100 75/92 95/100 68/75 30/64
T2 100/100  94/100 — 92/100 - 31/94

Total | 579/590 520/547 265/306 323/345 260/273 133/314

3.1.4 Estructura de los genomios transformados

Los genomios de los transformantes a higromicina contienen secuencias del
vector pAN7-1, que estdn ausentes en los genomios no transformados, como se
comprobé mediante hibridacién. El ADN plasmidico se ha integrado en los
genomios transformados, ya que si estos genomios no se tratan con restrictasas,
las secuencias plasmidicas se encuentran en fragmentos de gran tamaifio,
mayores que el plasmido libre (datos no mostrados).

Los plasmidos se han integrado por recombinacién homéloga entre la
secuencia de ADN de Gibberella del plasmido y la del genomio receptor, como se
puso de manifiesto por hibridaciones separadas con ADN del plasmido pAN7-1y
del inserto.

La secuencia U1 hibrida con un fragmento de 12 kb en el ADN de genomios
no transformados cortado con EcoRI, lo que confirma la presencia de un solo
ejemplar en el genomio (Fig. 15). En las hibridaciones de dos de los
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transformantes con Ul desaparece el fragmento de 12 kb y aparecen dos
nuevos, de 13,4 kb y 8,6 kb, que estan presentes en todos los transformantes
con pUl. Esto indica que la integracién se ha producido por recombinacién
homéloga. Los genomios de los transformantes conseguidos en el experimento 1
mantienen una banda del mismo tamafio que el silvestre. Cuando se hibridan
estos genomios con el plasmido pAN7-1 no aparece la banda de 12 kb, pero si las
de 13,4 kb y 8,6 kb (datos no mostrados). La explicacién a estos transformantes
sera abordada mas profundamente en el apartado 2 de la discusién.

El anélisis de la transformacién con pU2 y pU3 no se realizé de la misma
forma que en el caso de pU1 porque EcoRI tiene una diana en la secuencia U2 y
dos en U3. Para este anélisis se emple6 la restrictasa Sall que corta una vez en
las secuencias U2 y U3 y en el vector pAN7-1 (Fig. 16 y 17).

Como era de esperar, los insertos hibridan con dos fragmentos en el
genomio silvestre cortado con la restrictasa Sall. En el caso del inserto U2, la
hibridacién con uno de los fragmentos (de 10,1 kb) es menos efectiva, ya que solo
comparten unas 300 pb. En el ADN de los transformantes, los insertos hibridan
con estos mismos fragmentos y otros dos que coinciden en tamafio con los
fragmentos reconocidos por el vector pAN7-1. Estos resultados indican que la
integracién ocurrié por recombinacién homéloga en todos los casos.

En las transformaciones con pU2 y pUS3 no se han producido integraciones
multiples de los pldsmidos, heterocariontes con una alta proporcién de nicleos
no transformados ni ningtn otro fenémeno que provoque un cambio en la
relacién entre los plasmidos insertados y los genomios transformados. Con la
l6gica excepcién del fragmento de 10,1 kb en las transformaciones con pU2, las

bandas observadas de un mismo carril en las Figuras 16 y 17 tienen la misma
intensidad.
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EcoRl

EcoRl EcoRl EcoRl EcoRl
| |
[ |

2,6 2,6 1,4

Figura 15. Integracién homéloga de pUl. (A) Hibridacién entre la secuencia
Ul y los ADN genémicos, cortados con EcoRI y separados por tamafios en una
electroforesis, de la estirpe silvestre y de 4 transformantes con el plasmido
pUl. (B) Esquemas del plasmido y de la regién genémica de la estirpe
silvestre. (C) Resultado de la integracién del plasmido por recombinacién

homéloga de las secuencias Ul. Los tamaiios de los fragmentos se expresan en
miles de pares de bases.
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Sonda U2 Sonda pAN7-1

Sall Sall Sall
|

6,1

Sall Sall

6,1

Figura 16. Integracién homéloga de pU2. (A) Hibridaciones entre la
secuencia U2 y el pldsmido pAN7-1 con los ADN genémicos, cortados con Sall y
separados por tamafios en una electroforesis, de la estirpe silvestre y de 5
transformantes con el pldsmido pU2. (B) Esquemas del pldsmido y de la regién
genémica de la estirpe silvestre. (C) Resultado de la integracién del plasmido
por recombinacién homéloga de las secuencias U2. Los tamarfios de los
fragmentos se expresan en miles de pares de bases.
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Sonda U3 Sonda pAN7-1

B Sall Sall Sall

4,6 Sall

Sall Sall Sall Sall Sall

|
2,1 4,6

o, v 2,8

Figura 17. Integracién homdloga de pU3. (A) Hibridaciones entre la
secuencia U3 y el plasmido pAN7-1 con los ADN genémicos, cortados con Sall y
separados por tamafios en una electroforesis, de la estirpe silvestre y de 5
transformantes con el plasmido pU3. (B) Esquemas del plasmido y de la regién
genémica de la estirpe silvestre. (C) Resultado de la integracién del plasmido
por recombinacién homéloga de las secuencias U3. Los tamafios de los
fragmentos se expresan en miles de pares de bases.
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3.2 DISRUPCION DEL GEN DE LA DESHIDROGENASA
DEL FITOENO

Los resultados descritos en el apartado 2.1 indican que la transformacién
de Gibberella a resistencia a higromicina se produce por integracion mediante
recombinacién homéloga. Las caracteristicas de esta transformacién
integrativa pueden aprovecharse para conseguir disrupcién génica. La
integracion por recombinacién homéloga de un pldsmido a través de un
fragmento interno de un gen, como describié Shortle et al. (1982), provoca la
rotura del gen en dos partes incompletas, que probablemente no seran
funcionales. En la Figura 18 se representa un ejemplo de esta integracién.

A

Figura 18 Disrupcién génica
en un solo paso. (A). Esquema
del plasmido con un fragmento
del gen carB de Gibberella y de
la regién gendémica de este gen
en la estirpe silvestre. (B).
Resultado de 1la integracién
homéloga por el fragmento del
gen carB

Para facilitar la deteccién de la pérdida de funcién, decidimos clonar un
fragmento interno del gen carB, responsable de la deshidrogenasa del fitoeno. El
fenotipo albino generado por la pérdida de su funcién es facilmente reconocible en
el fondo silvestre. La acumulacién de fitoeno distingue a los mutantes carB de
otros albinos.

3.2.1 Clonacién de un fragmento del gen de la deshidrogenasa del fitoeno

Para la clonacién de un fragmento interno de este gen se recurrié a la
multiplicacién in vitro con la polimerasa Taq. La comparacién de las secuencias
de las deshidrogenasas del fitoeno de los hongos Cercospora nicotianae
(Ehrenshaft y Daub, 1994), Neurospora crassa (Schmidhauser et al., 1990) y
Phycomyces blakesleeanus (Ruiz-Hidalgo et al., 1997) nos permitié disefiar dos
oligonucleétidos, cB-F y ¢B-R (Fig. 19). La complejidad de los cebadores se redujo
colocando solo nucledtidos con pirimidinas, cuando el cédigo genético lo permitia,
en las terceras posiciones de los codones.

La multiplicacion in vitro con estos cebadores sobre el ADN genémico de la
estirpe silvestre dio un fragmento de unas 820 pb. Este fragmento se cloné en
pBS y se secuenciaron parcialmente clones independientes. Los clones eran
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N.crassa TMAETQRPRSAI I VGAGAGGIAVAARLAKAGVDVTVLEKNDFTGGRCSLIHTK
C.nicotianae 1TMPSTSKRPTAIVIGSGVGAGVSTAARLARAGFHVTVLEKNNFTGGRCSLIH-H
P.blakesleeanus 1.---MAPPKHVI I IGAGAGGTATAARLAREGIKVTVVEKNNFGGGRCSLIN-H
N.crassa 583AGYRFDQGPS LLLLPGLFRETFEDLGTTLEQEDVELLQCFPNYNIWFSDGKR

C.nicotiana¢ 52 EGYRFDQGPSLLLLPGLFHRTFAELGTSLEQEGVKLLKCEPNYMIHFSDGEK
P.blakesleeanus 49 NGHRFDOGPSLYLMPKLFEEAFEALDEKIE-DHVELLRCHNNYKVHFDDGDK

N.crassa 105FSPTTDNATMKVE | EKWEGPDGFRRYLSWLAEGHQHYETS LRHVLHRNFKS I
C-"’Cf)"a"ae 104FT LSSDLSVMKTEVEKWEGKEGYTRYLEFLKESHGHYELSVREVLLRNFEGL
P.blakesleeanus 100 1 o LSSDLSRMKPEMER | EGPDGF LRF LDFMKESHTHYEGGVEMA I KQNFET |

N.crassa 157 LELADPRLVVT LLMALHPFES IWHRAGRYFKTDRMQRVFTFATMYMGMSPFD
C.nicotianae 156 TAMLRPEF LRHLL-QLHPFESIWTRAGKYFWTERLRRVFTFGSMYMGMSPFD
P.blakesleeanus 152wk L 1 RLQYVPALFR- LHIFDFVYSRAAKYFKTKKMRMAFTFQSMYMGMSP YD
cB-F
I
N.crassa 209 APATYSLLOYSELAEGIWYPRGGFHKVLDALVKIG-ERMGVKYRLNTGVSQYVY
C.nicotianae 207 APGTYSLLOYTELAEGIWYPVGGFHRVVEALVKIG-EREGVDFRMETAVKK I
P.blakesleeanus 203 SPAVYNLLQYTEFAEGIWYPKGGFNTV I QKLENIATEKFGARF I YEAPVAKI

N.crassa 260 LTDGGKNGKKPKATGYQLENGEVLNADLVVVNADLVYTYNNLLPKEIGGI KK
C.nicotianae 258 L LSEDGGV - - - - AKGVELEDGRRLEADVVVNNSDLVYAYEKLLPIKTP - - - -
P.blakesleeanus 255 NTDDKGK - - - -KVTGVT LQSGEV | EADAVVCNADLVYAYHNLLP- - - - PCRW

N.crassa 312 YANKLNNRKASCSS ISFYWSLSGMAKELETHNIFLAEEYKESFDAIFERQAL
C.nicotianae 302 YAES LKGRPGSCSS|SFYWALDRQVPELEAHNIFLADEYRESFDSIFKKHLI
P.blakesleeanus 299 T TNT LAEKK LTSSS I SFYWSLKRVVPELDVHNIFLAEAFKESFDEIFTDHKM

N.crassa 364 PDDPSFYI HVPSRAVDPSAAPPDRDAVIALVPYVGHLLANGQP - - - - - - - - - - -
C.nicotianae 354 PDEPSFYVNVPSRVDSTAAPEGKDSVVVLVPVGHLLEEDRHASQAHQLSASR
P.blakesleeanus 351 PSELSFYVNLPSRIDPTAAPPGKDSMIVLVP I GHMKSKTNEA -« « «« -« - - -

N.crassa 405 - - - - .- a il ELDWPTLVSKARAGVLATIQARTGL-SLSPLIT
C.nicotianae 406NGH|SSASPPDQPGLTPTEKQDWPAMISLARKT ILSTIQSATNV-DLTPLI I
P.hlakesleennmgs QB3 ., ., 1o oo s v hin do s sl EDYTMIVKRARKMVLEVLERRLGLTNFIDLVE
N.crassa 437 EEIVNTPYTWETKFNLSKGA I LALAHDFFNVLAFRPRTKAQG- - - - - - - - - -

C.nicotianae 457 HESTNSPLSWKQTFNLDRGA| LGLSHSFFNVLCFRPTTRARKPGAFDAQLLK
P.blakesleeanus 425 HEEVNDPS IWOKKFNLWRGS | LELSHDY LQVLWFRPSTQDSTG- - - - - = - - -

gB-R

N.crassa T S e MDNAYFVGASTHPGTGVPIVLAGAKITAEQI
C.nicotianae 509F GV LGRAAEV | IDAFRGRGKDIKGLYMVGASAHPGTGVPICLAGGALVAEQI
P.hlakesieenaiils QBB - . o5 « ! o6 aw v 2 sisie 44 e s RYKNLFFVGASTHPGTGVPIVLAGSKLTSDQV
N.crassa 510 LEET - - - -FPKNTKVPWTTNEERNSERMRKEMDEK ITEEGI I MRSNSSKPGR
C.nicotianae 561cGpDyY- - - - - - - N (I E B - - = - & i mimm S el R e RKGRDVGGK

P.blakesleeanus 500 cDOHF GVKVRPSA I TSSKRTYAPEDSKSF IWDI| IWFLLIALFAATLVLFIAFP

N.crassa 558 RGSDAFEGAMEVVNLLSQRAFPLLVALMGVLYFLLFVRA
C.nicotianae 584 RK LDV LESPM-WLDSWEQWYSVLIYLLVGIFAWLWMKFR
P.blakesleeanus 552 aySEVNQTAASY INNLLPAAFRVPVANLS LTS

Figura 19. Identidades entre las deshidrogenasas del fitoeno de
hongos y situacién relativa de los cebadores ¢B-F y ¢cB-R. Alineamiento
de las secuencias de aminodcidos de las deshidrogenasas del fitoeno de
Neurospora crassa, Cercospora nicotianae y Phycomyces blakesleeanus. Con
fondo amarillo aparecen los aminodcidos conservados en al menos 2
secuencias. Los cebadores ¢B-F y ¢B-R han sido utilizados para amplificar un
fragmento de 820 pb de este gen en Gibberella.
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idénticos, y las secuencias de amino4cidos deducidas de las secuenciaciones
presentaban similitudes con otros genes carB de hongos. Uno de estos

fragmentos se cloné en el vector pAN7-1, y el plasmido resultante se denominé
pCB.

No se obtuvieron transformantes en 4 intentos de transformacién con pCB
a la estirpe silvestre y 6 a SG22, estirpe superproductora de neurosporaxantina.
Decidimos clonar un fragmento mayor de ADN de Gibberella con el gen carB, por
si existiera una limitacién superior a las 820 pb para la integracién homéloga.

Se realizé una genoteca parcial de ADN genémico de Gibberella enriquecida
en el gen carB. Por hibridacién, utilizando el inserto de pCB como sonda, se
determiné el tamafio de los fragmentos de ADN cortados, con distintas
restrictasas, que contenian el gen carB (Fig. 20). Solo fragmentos de un tamaio
en cada una de las restricciones contienen el gen carB, lo que apoya que sea una
secuencia unica. Los fragmentos de ADN de Gibberella cortados con Xbal de
unas 7 kb, tamario del que contiene el gen carB, se clonaron en pHJA2, un
plasmido derivado de pAN7-1 que permite distinguir construcciones
recombinantes por el color de los transformantes de E. coli. Se obtuvieron 392
clones recombinantes que se rastrearon por hibridacién con el inserto de pCB
como sonda (Fig. 20). Los clones que dieron una sefial mas intensa se
recomprobaron por multiplicacién in vitro usando los cebadores ¢cBG-F y ¢cBG-R,
especificos del gen carB de Gibberella. Solo un clon originé una multiplicacién del

tamarfio apropiado con estos cebadores, y el plasmido que contenia se denominé
pTCB.

La ubicacién del gen y la presencia de otros genes en los extremos del
inserto confirman que el pldsmido pTCB contiene el gen completo de la
deshidrogenasa del fitoeno de Gibberella. La localizacién del gen carB de
Gibberella en el inserto, de unas 6,7 kb, se realizé por multiplicaciones in vitro
con distintas combinaciones de los cebadores T3 y T7, que flanquean el sitio de
clonacién, y los presentes en la secuencia del gen, cBG-F y ¢cBG-R (Fig. 21). Las
secuenciaciones parciales de los extremos 5"y 3” del inserto de pTCB respecto al
gen carB identificaron, por similitud, secuencias del gen carP, responsable de la

sintetasa de fitoeno, y de un gen responsable de una permeasa de amonio,
respectivamente.
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Figura 20. Clonacién del gen carB. (A) Hibridacién entre el fragmento del
gen carB de pCB y ADN genémico de la estirpe silvestre, cortado con distintas
restrictasas y separado por tamafios en una electroforesis. (B) Hibridacién de
colonias de E. coli con plismidos recombinantes resultantes de la ligacién de
pHJA2 y fragmentos de 7 kb de ADN de Gibberella cortados con Xbal. Hay un
positivo destacado con un circulo.

cBG-F  cBG-R
-2 .

— 4,9 kb
2,7 kb—

Figura 21. Localizacién del gen en el inserto. (A) Amplificaciones in
vitro con la polimerasa Taq usando las 4 posibles combinaciones con un
cebador del plasmido (T7 6 T3) y otro del gen carB (¢cBG-F o ¢cBG-R). (B)

Esquema con la orientacién de los cebadores deducida del resultado de las
amplificaciones.
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3.2.2 Complementacion por transformacién de un mutante carB

El fragmento del pldsmido pTCB contiene un gen carB funcional que puede
complementar mutantes en este gen. La estirpe SG207 es un mutante
superproductor de fitoeno aislado a partir de SG22. Se ha obtenido un micelio
transformado con pTCB a partir de protoplastos de SG207. El contenido en
carotenoides de este transformante es similar al de la estirpe SG22 (Tabla 5).
Este resultado también nos permite comprobar que SG207 es un mutante carB.

Tabla 5 Contenido en carotenoides (ug-g-!1 masa seca) de los micelios de las
estirpes indicadas incubadas en oscuridad a 22 °C durante 4 dias en agar

nutritivo.
Fitoeno in&gg&?ﬁos - Neurosporaxantina So?z::zgg:
S1 <5 3 4 7
SG22 <5 145 463 608
SG207 631 <1 no detectada <1
T SG207 + pTCB <5 123 425 548

3.2.3 Mutacién dirigida y sustitucién alélica

Hemos reemplazado el alelo del gen carB presente en la estirpe silvestre
por un alelo nulo construido in vitro. El alelo fue construido cortando el plasmido
con Kpnl en una diana presente en el gen carB cerca de su extremo 5, rellenando
los extremos con la polimerasa de T4 y circularizdndolo en romo. Dos clones
independientes con estos alelos, denominados pTCB1 y pTCB2, se emplearon
para transformar a la estirpe silvestre. Estos nuevos alelos han perdido la diana
Kpnl, y deben presentar una insercién de 4 pb que provoque un cambio en la
pauta de traduccién y la consiguiente pérdida de funcién.
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Figura 22. Reemplazamientos de alelos en dos pasos. (A) Integracién del
pldsmido portador del nuevo alelo mediante recombinacién homéloga a través
del alelo presente en el genomio. (B) Resultado de la integracién del plasmido.
(C) La resolucién del cointegrado plasmido-genomio por recombinacién homéloga
reemplaza el alelo silvestre por el nulo (1) o regenera la situacién silvestre (2).
Este esquema no incluye la conversién génica.
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Se obtuvieron dos transformantes con cada uno de estos plasmidos (T1.1y
T1.2 de pTCB1; T2.1 y T2.2 de pTCB2), y se incubaron esporas derivadas de un
transformante secundario de cada uno de ellos en condiciones de sintesis de
carotenoides durante 4 dias. El transformante secundario de T1.1 dio lugar a
colonias albinas (Fig. 23). Entre los descendientes de 5 transformantes
secundarios independientes, derivados del transformante T1.1, aparecen
16.6 + 8,4 colonias albinas cada 104 colonias (Tabla 6).

La mayoria de las colonias albinas son sensibles a higromicina (Tabla 6),
como se espera por la pérdida del plasmido (Fig. 22). Sin embargo, una
considerable proporcion (10 / 38) son resistentes.

Figura 23 Colonias de Gibberella derivadas de un transformante secundario con
el plasmido pTCB1. La colonias han sido incubadas 4 dias a 28 °C con una

intensidad luminosa de unos 15 W-m2 de luz blanca continua. En el centro de la
caja se observa una colonia albina.
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Tabla 6 Fenotipos de las colonias derivadas de transformantes secundarios
independientes obtenidos a partir de transformantes con pTCB1 y pTCB2,
plasmidos que contienen alelos nulos del gen carB.

T. 1 arios T 9 arios|albinos/totales  2naranjados sensibles/ albinos sensibles /
anaranjados comprobados albinos comprobados
T1.1 1 5/4500 11/237 4/5
2 16/4900 0/50 11/14
3 7/6260 0/50 4/7
4 6/5680 0/50 3/6
5 7/4030 2/50 6/6
T1.2 1 0/5670 0/100
T2.1 1 0/3710 0/100
T2.2 1 0/5590 0/100

El contenido en fitoeno de los dos tipos de albinos derivados del
transformante T1.1 confirman que son mutantes carB (Tabla 7).

Tabla 7 Contenido en carotenoides (ug-g-! masa seca) de los micelios
incubados 9 dias en agar nutritivo a 28 °C bajo luz blanca continua.

Fitoeno . Carotepog Neurosporaxantina Carotenos
intermediarios coloreados
Silvestre <5 36 140 176
Albino 707 <1 <1 <1
sensible
Albino 631 <1 <1 <1
resistente
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3.2.4 Estructura de los genomios de los transformantes y de sus
descendientes albinos

Los micelios albinos derivados del transformante T1.1 solo tienen el alelo
mutante del gen carB. Los transformantes T1.1 y T1.2 contienen tanto el alelo
silvestre como el mutante, mientras que los transformantes T2.1 y T2.2 solo
tienen el silvestre. Estos resultados se obtuvieron mediante la restriccion con
Kpnl de los fragmentos obtenidos a partir de multiplicaciones in vitro con los
cebadores cBG-R y cPG-F, este tltimo especifico del gen carP. La presencia o
ausencia de una diana Kpnl en estos fragmentos permite identificar los alelos
presentes en el genomio (Fig. 24). Este resultado explica que no aparezcan
colonias albinas entre los descendientes de los transformantes T2.1 y T2.2, pero
no entre los de T1.2.

En todos los transformantes con los pldsmidos pTCB1 y pTCB2, la
integracién se ha producido por recombinacién homéloga. En el transformante
T1.2 se ha producido una integracién multiple. Tanto en la primera integracién
del transformante T1.2 como en las de T2.1 y T2.2 deben haberse producido
conversiones génicas que han provocado la duplicacién del alelo silvestre y la
pérdida, en esta integracion, de los alelos mutantes. Los albinos sensibles tienen
una sola copia del alelo mutante, mientras que los resistentes tienen dos copias
de este alelo unidas con el vector. Estos albinos resistentes se deben haber
producido también por conversién génica. La estructura de la regién que contiene
el gen carB en estas estirpes se ha deducido por hibridacién del ADN genémico,
cortado con Kpnl, con una sonda de la regién del gen carB que incluye esta diana
(Fig. 25 y 26). Este resultado explica la ausencia de albinos entre los descen-
dientes del transformante T1.2.
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Figura 24. Identificacién del alelo carB. (A) Esquema del fragmento de
ADN clonado que contiene el gen carB de Gibberella. Los tamaiios de los
genes carP y carB representan los de Neurospora crassa. La flecha indica la
direccién de la transcripcién. (B) Separacién por tamafios de los fragmentos
multiplicados in vitro con los cebadores ¢cPG-F y ¢cBG-R, sin tratar (primer
carril de cada pareja) y tratados con la restrictasa Kpnl (segundo). En cada
pareja de carriles se indica la estirpe, cuyo ADN genémico fue empleado
como molde en la multiplificacién. Estas fueron: la silvestre; las
transformantes T1.1 y T1.2 (obtenidas con el plasmido pTCB1) y, T2.1 y
T2.2 (obtenidas con pTCB2); y 6 albinas derivadas del transformante T1.1.
En las estirpes albinas se indica con un nimero el transformante secundario
del que se aislaron. El fenotipo de resistencia (R) o sensibilidad (S) a
higromicina se indica en todas las estirpes.
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Figura 25. Hibridacién entre una secuencia que contiene la diana Kpnl y
los ADN genémicos, cortados con Kpnl y separados por tamafios en una
electroforesis, de la estirpe silvestre, 2 transformadas con pTCB1 (T1.1 y
T1.2), 2 transformadas con pTCB (T2.1 y T2.2) y 4 albinas derivadas de
T1.1. En las estirpes albinas se sefiala con un ndmero el transformado
secundario del que se aislaron. Se indica el fenotipo de resistencia (R) o
sensibilidad (S) a higromicina de todas las estirpes.
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7,1 6,2
Silvestre } .
Kpnl Kpnl Kpnl
Estirpes transformadas
7,1 11,8 7,8
T1.1 }
kpnl Kpnl Kpni Kpnl
T1.2
T2.1yT2.2

Kpn Kpnl Kpnl Kpnl Kpnl

Estirpes albinas derivadas de T1.1

Sensibles a higromicina

Resistentes a higromicina

Plasmidos

pTCB (plasmido con alelo silveste) Kon K
onl

1,6kb 11,8 kb

gen carB D

pTCB1 (plasmido con alelo mutante) insercién de 4 bases

Kpnl  13,4kb

Figura 26. Esquemas de los plasmidos con el alelo mutante y silveste y de las
regiones gendmicas de la estirpe silvestre, las transformadas con el plasmido
pTCB1 (T1.1 y T1.2), las transformadas con pTCB2 (T2.1 y T2.2) y las albinas
derivadas de la transformada T1.1. Se indica el fenotipo de resistencia (R) o
sensibilidad (S) a higromicina de todas las estirpes.
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4.1 SINTESIS DE GIBERELINAS
4.1.1 Mutantes gib

Esta Tesis ha completado la caracterizacién de la produccién de giberelinas
de los mutantes gib previamente aislados en nuestro laboratorio (Candau et al.,
1991). Los fenotipos de estos mutantes confirman que el método de deteccién,
desarrollado para su aislamiento, es eficaz para encontrar mutantes alterados
en la cantidad total y en la composicién de la mezcla de giberelinas acumuladas

en el medio de cultivo.

Nuestra coleccién no incluye mutantes afectados en muchas etapas de la
formacién de GAg3. Tenemos mutantes en los primeros pasos de la ruta
(mutantes agiberélicos) o en un paso final, la hidroxilacién en la posicién 13 del
esqueleto ent-giberelano (mutantes que acumulan GA4 y GA7 a expensas de
GAj y GA3). Se echan de menos mutantes afectados en pasos intermedios,
entre el dcido kaurenoico y las giberelinas GA4 y GA7. En las plantas, a pesar de
la facilidad en la identificacién de mutantes gib por su enanismo, no se han
encontrado mutantes en muchos pasos de la ruta. Varias hipétesis pueden
explicar estos resultados:

1) Una misma reaccién es llevada a cabo por varias enzimas similares,
producto de genes distintos. Para bloquearla habria que mutar todos estos genes.
En Arabidopsis thaliana se han caracterizado tres oxigenasas solubles capaces
de oxidar el carbono 20 del esqueleto ent-giberelano (Phillips et al., 1995), lo que
demuestra que esta hipétesis es cierta, al menos para esta actividad.

2) Una misma enzima es responsable de varias reacciones. Si una enzima
cataliza varias reacciones de la ruta de biosintesis de giberelinas la mutacién de
su gen se reflejaria en la pérdida de la reaccién més temprana en la ruta. Si
alguna de las reacciones que cataliza fuera esencial, la mutacién seria letal. La
biotransformacién por Gibberella de sustratos artificiales (modificados
quimicamente) para dar giberelinas no naturales (Bearder et al., 1974) es un
indicio de que existen pasos de la ruta con cierta inespecificidad de sustrato, una
caracteristica de las enzimas responsables de varias reacciones. El aislamiento
de mutantes de Gibberella resistentes al pefurazoato, un inhibidor de la sintesis
de ergosterol, con la produccién de giberelinas alterada (Takenaka et al., 1992) es
un indicio de la existencia de enzimas compartidas con rutas esenciales.
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3) Algunos mutantes que no den cambios detectables en el ensayo de
fluorescencia no podrian ser aislados por nuestros métodos. Bastaria que
produjeran una mezcla de giberelinas cuya fluorescencia, tras la reaccién con
acido sulfurico, sea similar a la del silvestre.

Casi la mitad de los mutantes gib, los incluidos en el cuarto grupo, no
presentan cambios importantes en la produccién de giberelinas. Estos mutantes
pueden haberse originado por mutaciones rezumantes o por mutaciones de
pérdida de funcién en genes que forman parte de familias de genes responsables
de enzimas que catalizan una misma reaccién con eficiencias diferentes.

Se investig6 la sintesis de kaureno in vitro en los mutantes que producen
menos giberelinas (grupos 1 y 3). En los cinco mutantes se observa una
disminucién en la sintesis de kaureno, que se puede correlacionar con un
incremento en la sintesis de escualeno. Los aumentos en la sintesis de escualeno
deben ser provocados por una mayor disponibilidad de sustrato, mas que por un
aumento en la sintetasa de escualeno, puesto que se debe esperar que los cinco
mutantes hayan incrementado esta actividad. Las disminuciones de la sintesis
de kaureno encontradas in vitro también podrian deberse a inhibiciones por la
acumulacién de kaureno in vivo que hayan sido provocadas por mutaciones en
los genes responsables de las enzimas que metabolizan este compuesto hacia
las giberelinas. Para la discusién del fenotipo de estos mutantes ha sido esencial
un trabajo realizado recientemente por el grupo del Prof. Alejandro Ferndndez
Barrero en la Universidad de Granada, que ha analizado la bioconversién de
distintos precursores purificados de la ruta por los mutantes del primer grupo
(Barrero AF, comunicacién personal).

El mutante SG121 tiene disminuida la produccién de giberelinas y
bicaverinas a menos del 10% respecto de la silvestre. Los extractos crudos de
micelios de este mutante practicamente no sintetizan kaureno. La disminucién
de la produccién de bicaverinas, compuestos que no son terpenoides pero que
estdn sujetos a la misma regulacién que las giberelinas (Giordano W,
comunicacién personal), hace pensar que esta estirpe sea un mutante regulador,
que no es capaz de inducir ni las giberelinas ni las bicaverinas. Sin embargo, este
mutante es capaz de metabolizar eficientemente en giberelinas los precursores
posteriores al kaureno (Barrero AF, comunicacién personal). La existencia de
elementos del complejo de la sintetasa de kaureno compartidos con la sintetasa
de poliquétidos podria explicar el fenotipo de este mutante.
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Las sintesis de giberelinas y fujenal in vivo, y de kaureno in vitro estan
ausentes en el mutante SG139. Esta estirpe tampoco metaboliza diversos
precursores de las giberelinas (Barrero AF, comunicacién personal). El fenotipo
es consecuente con una mutacién reguladora, especifica de las giberelinas, que
afecte a todas las actividades de la ruta de biosintesis.

El mutante SG136 practicamente no produce giberelinas ni fujenal. Se
observa una disminucién en la sintesis de kaureno in vitro, pero las condiciones
del ensayo no permiten comparar las eficiencias en las incorporaciones y, por lo
tanto, localizar el bloqueo de la sintesis de giberelinas observada in vivo respecto
de la sintesis de kaureno. Una disminucién a la mitad en la sintesis de kaureno in
vitro no corresponde a la misma disminucién de esta actividad in vivo. En los
estudios de bioconversién se ha puesto de manifiesto que este mutante es capaz
de metabolizar kaureno hasta GAgs. Los datos existentes indican que SG136
esta afectado en la sintetasa de kaureno.

La produccién de giberelinas del mutante SG138 practicamente se
concentra en GAgg4, una giberelina de 20 4tomos de carbono y sin hidroxilar en el
carbono 3 (Fig. 2). La sintesis de kaureno in vitro también se encuentra
disminuida. Los estudios de bioconversién han puesto de manifiesto que SG138
s6lo no es capaz de metabolizar precursores anteriores al acido kaurenoico.
Ademads, la conversién se localiza mayoritariamente en giberelinas de 20 4tomos
de carbono y no hidroxiladas en el carbono 3 (Barrero AF, comunicacién
personal). Si se utiliza GA4 como precursor, una giberelina de 19 atomos de
carbono e hidroxilada en el carbono 3, se pone de manifiesto la incapacidad para
hidroxilar el carbono 13. Los datos de este mutante parecen indicar que estd
afectado en las siguientes oxidaciones: las del carbono 19 del kaureno para dar
acido kaurenoico, las del carbono 3 del aldehido de GA12 para formar el aldehido
de GA14, las del carbono 20 de GAg4 para dar GAg y las del carbono 13 de GA7
hasta GA3. Este mutante confirma la segunda hipétesis, propuesta
anteriormente, como una de las causas de la ausencia de fenotipos intermedios
en nuestra coleccién de mutantes.

El mutante SG127 no produce carotenoides y tiene disminuida al 20% la
produccién de giberelinas y fujenal. Sintetiza kaureno in vitro aunque menos que
el silvestre. Como ya se ha discutido antes, el ensayo no permite localizar el
bloqueo de las sintesis de giberelinas observada in vivo respecto de la sintesis de
kaureno. El fenotipo de este mutante se puede explicar con una sola mutacién en
el gen de la sintetasa del difosfato de geranilgeranilo. En Neurospora, solo se han
aislado mutantes rezumantes en este gen (Barbato et al., 1996), posiblemente
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por la existencia de metabolitos esenciales derivados del difosfato de
geranilgeranilo (Chappell, 1995). En Gibberella, las diferencias de utilizacién del
difosfato de geranilgeranilo por las rutas de sintesis de carotenoides y giberelinas,
pueden explicar la existencia de mutaciones que provoquen un bloqueo parcial de
la ruta de la giberelinas y total en carotenoides (Candau et al., 1991). Ademss,
los carotenoides y las giberelinas se sintetizan en compartimentos separados
(Domenech et al., 1996), por lo que una alteracién en los mecanismos que dirigen
la sintetasa del difosfato de geranilgeranilo a los distintos compartimentos
también puede provocar este fenotipo. En esta Tesis se ha intentado reproducir
este fenotipo aislando mutantes albinos sin carotenoides, pero ninguno de ellos
resulté estar afectado en la sintesis de giberelinas. Este resultado negativo
puede ser un indicio de que SG127 tenga dos mutaciones independientes, lo que
disminuiria las probabilidades de reproducirlo. El reciente aislamiento del gen
responsable de la sintetasa del difosfato de geranilgeranilo de Gibberella
(Tudzinsky et al., 1997) hace posible comprobar la existencia de la mutacién en
este gen por transformacién de SG127 con el alelo silvestre.

Los mutantes SG123 y SG133 estdn afectados en la hidroxilasa B del
carbono 13, fenotipo similar al de la estirpe R-9 de Gibberella (Bearder et al.,
1973). El aislamiento de dos mutantes con este genotipo sugiere que deberian
haberse encontrado otros tipos de mutantes que afecten a pasos intermedios de
la ruta. Los posibles motivos de la escasez de distintos tipos de mutantes ya han
sido objeto de discusién.

En Gibberella, el fenotipo albino puede ser producido por mutaciones en al
menos dos genes estructurales: el carB (la deshidrogenasa del fitoeno) y el carP
(la sintetasa del fitoeno). Los mutantes carB acumulan fitoeno mientras que los
carP carecen de este caroteno. En el intento de reproducir el fenotipo de la
estirpe SG127 se ha aislado una coleccién de mutantes albinos obtenidos a
partir del silvestre y de SG22, un mutante superproductor de
neurosporaxantina. La proporcién de albinos que acumulan fitoeno derivados del
silvestre y de SG22 parece ser diferente. Este resultado sugiere la existencia de
un tipo de mutante entre los albinos derivados del silvestre ausente entre los
obtenidos a partir de SG22. Se ha propuesto un mecanismo regulador de la
sintesis de carotenoides de Gibberella que predice la existencia de mutantes
reguladores albinos que no podrian detectarse a partir de mutantes
superproductores, ya que estos estarian afectados en un gen cuya pérdida de

funci6n seria epistética sobre otras mutaciones reguladoras albinas (Avalos y
Cerd4-Olmedo, 1987).
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4.1.2 Regulacion de la biosintesis de giberelinas

Los extractos de micelios silvestres que producen giberelinas sintetizan
mucho kaureno, mientras que los que no las producen sintetizan mucho
escualeno. Ambas rutas compiten por un sustrato comun limitante, el
mevalonato. Por las condiciones del ensayo, basta una disminucién en la sintesis
de kaureno para producirse un incremento en la sintesis de escualeno, sin
aumentar la sintesis de enzima. Los cultivos incubados 24 y 32 h en glucosa, que
ya tiene muy disminuida la sintesis de escualeno (Fig. 8), recuperan la sintesis de
escualeno méaxima cuando se exponen a cicloheximida de 48 y 40 h, respec-
tivamente (Fig. 10).

Una vez inducida la sintesis de giberelinas, ésta se mantiene constante
durante al menos tres semanas (Candau et al., 1992). El costo de la reposicién
de las enzimas se evitaria si fueran estables durante el periodo de produccién de
giberelinas. Sin embargo, las sintesis de kaureno y de giberelinas son sensibles a
la inhibicién de la sintesis de proteinas. La sintesis de giberelinas se detuvo entre
6 y 8 h después de la adicién de cicloheximida, o sea, mucho antes que la de
kaureno, que continué més de 24 h. Esta observacién sugiere que al menos una
de las enzimas necesarias para la sintesis de giberelinas es mas inestable que la
sintetasa de kaureno y necesita, por tanto, una reposicién méas rapida. Las
diferencias en la detencién de las sintesis de giberelinas y kaureno pueden
deberse también a una regulacién presente in vivo que desaparece en los
ensayos in vitro. Si las diferencias ocurren también in vivo se deben manifestar
por la acumulacion de kaureno u otro metabolito intermediario de las giberelinas,
en estas condiciones.

La adicién de amonio a un cultivo en plena produccién de giberelinas
también provoca una detencién de esta sintesis que contrasta con el
mantenimiento de la sintetasa de kaureno (Fig. 7). La regulacién por nitrégeno
de la sintesis de giberelinas es mediada por la glutamina o un metabolito
posterior (Mufioz y Agosin, 1993). La rapidez de la inhibicién de la sintesis de
giberelinas producida por la adicién de nitrégeno sugiere una represién de alguna
actividad enzimatica. La adicién de amonio a un cultivo que produce giberelinas
provocé un gran aumento de la concentracién de glutamina, que llegé a alcanzar
el 10% de la masa seca (Fig. 7). Esta subida debe ir acompafiada por una bajada
en la concentracién de 2-oxoglutarato, compuesto necesario para el
funcionamiento de las oxigenasas solubles de la ruta de biosintesis de giberelinas
(Hedden y Graebe, 1982). La escasez de este 4cido podria explicar la rapida
represion de la sintesis de giberelinas.
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La hidroxilasa del 4cido kaurenoico no se detecta en cultivos crecidos con
AMO-1618, un inhibidor de la sintesis de kaureno, pero se recupera si adem4s se
aflade kaureno a los cultivos (Jennings et al., 1996). Este resultado sugiere que el
kaureno es preciso para la puesta en marcha de actividades posteriores de la
ruta y por lo tanto, puede existir un desfase en la induccién entre la sintetasa de
kaureno y el resto de las enzimas de la ruta.

Las giberelinas comenzaron a detectarse a las 16 h tras la retirada de
nitrégeno del medio, unas 8 h més tarde que la sintetasa de kaureno (Fig. 8). Sin
embargo, la adicién de cicloheximida a un cultivo 8 h después de quitar el
nitrégeno puso de manifiesto que en ese momento ya existian suficientes
enzimas para conseguir cantidades detectables de giberelinas (Fig. 9). Esto
indica que el desfase entre la induccién de la sintesis de kaureno y el resto de
actividades de la ruta, si existe, es muy pequerio.

Si se asume una regulacién transcripcional, los resultados sugieren que en
estas condiciones experimentales la poblacién de mensajeros debe estar
enriquecida en el del gen de la sintetasa de kaureno y de otros genes de la sintesis
de giberelinas durante el periodo de incremento de estas actividades enziméticas,
0 un poco antes. La transcripcién podria mantenerse si las enzimas sintetizadas
son inestables. Con estas premisas, entre las 8 y las 16 h, la concentracién de
mensajeros de genes de la sintesis de las giberelinas debe ser maxima.

4.2 TRANSFORMACION INTEGRATIVA

La transformacién de Gibberella por un gen que confiere resistencia a
higromicina, requirié la presencia en el vector de ADN de Gibberella. En todos los
casos investigados, el ADN exdgeno se integré por recombinacién homéloga en el
genomio receptor.

Las primeras transformaciones descritas con una estirpe derivada de
nuestra silvestre se obtuvieron por integracién ectépica de un plasmido sin ADN
homélogo de Gibberella (Sanchez-Fernandez et al., 1991). Por la naturaleza del
marcador empleado (gen de la nitrato reductasa de Aspergillus oryzae), la
seleccién se realiza sin preincubacién y los transformados tardan de 10 a 15 dias
en aparecer. En nuestros experimentos se lleva a cabo una preincubacién de 12-
16 h en ausencia de antibiético y los transformantes tardan de 3 a 4 dias en
aparecer. Probablemente no detectamos integracién ectépica porque ésta ocurre

con baja probabilidad y requiere periodos més largos de incubacién en ausencia
de antibiético.
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La frecuencia de transformacién es aproximadamente la misma si la
secuencia de Gibberella presente en el vector es de ADN repetido o dnico. No
conocemos mas ADN repetido en Gibberella que el ADN ribosémico. Hemos
estimado que hay unos 40 ejemplares de esta secuencia por genomio. La
presencia de esta secuencia en el vector implica la existencia de otros tantos
lugares de posible recombinacién homéloga, por lo que creemos que el factor
limitante de la transformacién en Gibberella es la competencia de los
protoplastos y no la integracién del ADN. También podria ser que el ADN
ribosémico tenga una menor accesibilidad para el pldsmido o la maquinaria de
recombinacién, que compensara el aumento en el nimero de secuencias
recombinables.

La estabilidad de la transformacién depende del fragmento de ADN de
Gibberella usado. En la mayoria de los casos, la transformacién es muy estable,
aunque siempre segregan algunos micelios sensibles a higromicina. Los
plasmidos integrados por recombinacién homéloga pueden escindirse del genomio
por un fenémeno inverso a la integracién (Fig. 20). Este fenémeno se ha puesto
de manifiesto en Gibberella rescatando algunos plasmidos libres presentes en
células transformadas.

En dos micelios transformados con el plasmido pUl obtenidos en el
experimento 1, la secuencia Ul estd presente en un fragmento del mismo
tamafio que el del silvestre al cortar con EcoRI. La coincidencia de tamafio de los
dos nuevos fragmentos generados y los presentes en los otros micelios
transformados con pU1 hacen que la interpretacién de una integracién ectépica
sea poco probable. Una alternativa es que estas estirpes sean heterocariontes
de nucleos silvestres y transformados. Sin embargo, la alta estabilidad de la
transformacién con el pldsmido pUl no correlaciona con la proporcién,
aproximadamente del 50%, de nucleos transformados y no transformados
deducida de la intensidad de la hibridacién de la secuencia Ul con el fragmento de
12 kb respecto a los otros dos fragmentos. Otra posibilidad es que los genomios
de estos transformados hayan sufrido reorganizaciones cromosémicas que
originaron diploides parciales de esta regiéon genémica, y una regién esta
transformada y la otra no. En Neurospora, el 10 % de los transformados estables
presentan reorganizaciones cromosémicas (Perkins et al., 1993). La
preincubacién en medio liquido de los protoplastos puede provocar que los
micelios transformados de un mismo experimento sean derivados de un mismo
hecho de integracién, lo que puede explicar la aparicién de un fenotipo peculiar en
dos micelios transformados en un mismo experimento.
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La integracién por recombinacién homdéloga, obtenida con nuestros
protocolos de transformacién, permite disefiar experimentos de disrupcién génica
para determinar las funciones de los genes clonados. La integracién de un
plasmido a través de un fragmento interno de un gen provocaria la duplicacién de
dos fragmentos no funcionales (Fig. 18). Se cloné un fragmento interno de 820 pb
del gen de la deshidrogenasa del fitoeno, cuya disrupcién deberia ser detectable
por un cambio de color, pero con €l no se encontré transformacién alguna. La
secuencia de ADN homoélogo de menor tamafio con la que se ha obtenido
transformacién ha sido un fragmento de 1.6 kb de ADN ribosémico. El tamafio
medio de los genes de Gibberella y la exigencia de tamafio de ADN homélogo en
estas transformaciones (entre 820 pb y 1,6 kb) no permiten un uso general de
estos protocolos de disrupcién génica.

La liberacién del plasmido integrado por recombinacién homéloga sugiere
un método para la sustitucion de alelos en Gibberella, ya empleado en
Saccharomyces cerevisiae (Scherer y Davis, 1979) y Aspergillus nidulans (Miller
et al., 1985 ). Se ha clonado un fragmento de 6.7 kb que contiene el gen carB y se
ha construido in vitro un alelo nulo, que presuntamente lleva una mutacién de
desfase. Al integrarse en el genomio se encontrardn préximos, separados por el
ADN del vector, los alelos silvestre y mutante. En la mitad de los casos de
liberacién del plasmido por recombinacién homéloga entre ambos alelos, el alelo
mutante se quedara solo en el genomio y generar4 un fenotipo albino.

Hemos conseguido albinos a partir de un micelio transformado con el alelo
nulo. Alguno de los albinos son resistentes a higromicina. El anélisis molecular de
los transformados que no originaron albinos y de los albinos resistentes a
higromicina indica que en ellos ha existido conversiéon génica. Este fen6meno se

puede minimizar con una insercién o una delecién mayor en el alelo nulo.

El alelo silvestre del gen carB, aislado en esta Tesis, constituye un
marcador identificable por cambio de color en un mutante carB. Los albinos
sensibles a higromicina originados por reemplazamiento de alelos son las
estirpes receptoras ideales para transformaciones con este marcador ya que no
presentan otras mutaciones, inevitables en los métodos de mutagénesis
convencionales. El uso del alelo silvestre del gen carB como marcador externo y
del gen de resistencia a higromicina como marcador interno permite la seleccién
de nuevas sustituciones de alelos en un solo paso, por doble recombinacién.
Ademaés, también se pueden aislar estirpes con los alelos reemplazados entre los
descendientes de los transformantes por una sola recombinacién.
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1.- El método empleado por Candau et al. (1991) permite aislar mutantes que
difieren del tipo silvestre por su produccién total y por la composicién de la mezcla
de giberelinas.

2.- Los mutantes presentan alteraciones en los primeros pasos de la ruta de
biosintesis de dcido giberélico o en su dltimo paso, la hidroxilacién del carbono 13.
Entre los primeros destacan SG138, que esta afectado en la sintesis del 4cido
To-hidroxikaurenoico, en la descarboxilacién del carbono 20 y en la hidroxilacién del
carbono 3, y SG139, que carece totalmente de todas las giberelinas, e incluso de
sintesis de kaureno.

3.- La transferencia de un micelio de un medio con mucho nitrégeno a una
solucién de glucosa activa simultdaneamente la sintesis de kaureno y de giberelinas.
Si lo que se regula es la transcripcién, la célula estara enriquecida en mensajeros
de los genes de la sintesis de giberelinas entre 8 y 16 horas después de la
transferencia a glucosa.

4.- El gen bacteriano Aph con un promotor de Aspergillus confiere resistencia
a higromicina en Gibberella y la transformacién a esta resistencia requiere ADN
de Gibberella, de un tamafio minimo entre 0,8 y 1,6 kb, en el vector. Todos los
transformantes estudiados en esta Tesis integraron el ADN exdgeno en su genomio
por recombinaciéon homéloga. La frecuencia de transformacién no varia cuando el
vector contiene secuencias homélogas que se encuentran una o 40 veces en el
genomio de Gibberella.

5.- La estabilidad de la transformacién depende de la secuencia de Gibberella
presente en el vector y es muy alta en la mayoria de los casos. Se han recuperado
plasmidos libres de algunos transformantes, lo que demuestra que la integracién es
reversible.

6.- Se ha clonado un fragmento de 6,7 kb de ADN de Gibberella que contiene
el gen carB, responsable de la deshidrogenasa de fitoeno. Este gen hace naranja los
micelios blancos de los mutantes carB. Se ha reemplazado el alelo silvestre de este
gen por un alelo no funcional construido in vitro. La estirpe resultante de esta
sustitucién es un receptor ideal para futuras transformaciones con el gen carB, ya
que no contiene mutaciones desconocidas que puedan haber sido introducidas por
los tratamientos mutagénicos tradicionales.
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6.1 ESTIRPES Y PLASMIDOS

6.1.1 Estirpes

Las estirpes de Gibberella fujikuroi utilizadas en este trabajo estan
descritas en la Tabla 8. La estirpe silvestre IMI58289 procede de la coleccién del
Imperial Mycological Institute (Kew, Surrey, Inglaterra). Las demas se
obtuvieron a partir de ella, salvo en un caso, con tratamientos con el agente
mutagénico N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina.

TABLA 8 Estirpes de Gibberella fujikuroi utilizadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Fenotipo Origen y referencia
Color Giberelinas

IMI58289  Silvestre Naranja claro Normal Imperial Mycological Institute

SG22 carS6  Naranja intenso Normal IMI58289 (Avalos y Cerd4-
Olmedo, 1987)

SG121 gib-1 Naranja claro Alterada IMI58289 (Candau et al, 1991)

SG122 gib-2 Idem Idem Idem

SG123 gib-3 Idem Idem Idem

SG124 gib-4 Idem Idem Idem

SG127 gib-5 Blanco Idem Idem

SG128 gib-6 Naranja claro Idem Idem

SG129 gib-7 Idem Idem Idem

SG133 gib-8 Idem Idem Idem

SG134 gib-9 Idem Normal Idem

SG135 gib-10 Idem Alterada Idem

SG136 gib-11 Idem Idem Idem

SG138 gib-13 Idem Idem Idem

SG139 gib-14 Idem Idem Idem

SG207 carS6 carB39 Blanco Normal SG22 (esta Tesis)
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La estirpe DH50a de Escherichia coli, utilizada rutinariamente, tiene el
genotipo F- endAl, hsdR17 (rK*t mE-) supE44 thi-1 gyrA96 recAl relAl
DlacU169 [F80cl lacZDM15] 2-1 (Hanahan, 1983). Los plasmidos que se iban a
digerir con una restrictasa sensible a metilacién por el sistema dam o decm se
multiplificaron en la estirpe GM119 cuyo genotipo es F- dam-3 dcm 6 metB1
8galK2 galT22 lacY1 tsx78 supE44 (thil tonA31 mtll).

6.1.2 Plasmidos

Los plasmidos empleados en esta Tesis tienen un origen y un gen de
resistencia a ampicilina funcionales en E. coli y son los siguientes:

pBluescript I1 KS -

Vector de Stratagene Cloning Systems (La Jolla, USA) derivado de pUC19.
Contiene una diana multiple en el ADN de la subunidad o de la galactosidasa 3
que permite el escrutinio de los pldsmidos recombinantes por diferencias en el
color de las colonias transformantes crecidas con Xgal e IPTG (Sambrook et al.,
1989). En la Tesis nos referiremos a este pldsmido como pBS.

PAN7-1

Construido por Peter J. Punt (Punt et al., 1987). El pldsmido lleva el gen
bacteriano hph, que confiere resistencia a higromicina por fosforilacién, entre el
promotor del gen gpd (deshidrogenasa del 3 fosfato de gliceraldehido) y el
terminador del gen ¢rpC (sintesis de triptéfano), ambos de Aspergillus nidulans.

pR1, pUl, pU2, pU3 y pU4

Construidos en esta Tesis, derivan de pAN7-1 por insercién de distintos
fragmentos de unas 6 kb de ADN de Gibberella procedentes de una digestion
total de ADN genémico con la restrictasa Xbal.

pR2

Construido en esta Tesis, deriva de pAN7-1 por insercién de un fragmento
de 1,8 kb del ADN responsable del ARN 18 S de los ribosomas. Este fragmento
se obtuvo in vitro con la polimerasa Taqg (Boehringer Mannheim) y con los
cebadores NS1 y NS8 (White et al., 1990), utilizando una temperatura de
apareamiento de 45 °C. Se introdujo primero en la diana EcoRV de pBS, se aislé
de este intermediario con las restrictasas HindIIl y Xbal y se cloné en estas
mismas dianas de pAN7-1.
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pCB

Construido en esta Tesis, deriva de pAN7-1 por insercién de un fragmento
de 820 pb del gen carB de Gibberella (deshidrogenasa del fitoeno). Este fragmento
se obtuvo in vitro con la polimerasa Taq y con los cebadores ¢B-F y cB-R, con
una temperatura de apareamiento de 45 °C, y se cloné en pAN7-1 de la misma
forma que el inserto de pR2.

pHJA2

Construido por J. Avalos a partir de pAN7-1 y pBS. Contiene el gen Aph del
primero y la diana muiiltiple de pBS. Una digestién total con Xbal y parcial con
EcoRI del plasmido pAN7-1 dio como resultado un fragmento de 4,06 kb que
contenia el gen Aph con su terminador y promotor. Este fragmento, tras un

tratamiento con la polimerasa Klenow, para hacer romos sus extremos, se cloné

en la diana Nael de pBS.

pTCB

Construido en esta Tesis, deriva de pHJA2 por insercién de un fragmento
Xbal-Xbal de ADN de Gibberella de 6,7 kb que contiene el gen carB completo de
la deshidrogenasa del fitoeno.

pTCB1 y pTCB2

Construidos en esta Tesis, derivan de pTCB por insercién de 4 bases en el
gen carB. Esta insercién se consiguié por digestién parcial del plasmido con la
restrictasa Kpnl, tratamiento con la polimerasa de T4 para rellenar los extremos
y la religacién del pldsmido en romo.

6.2 MEDIOS DE CULTIVO

Todos los medios sélidos utilizados en esta Tesis contienen 16 g1-1 de agar
(Adsa Micro, Barcelona).

6.2.1 Medios de cultivo para Gibberella
6.2.1.1 Medio minimo

Composicién por litro: 30 g de glucosa, 3 g de NaNOg, 1 g de KHaPO4, 0,5 g
de MgS04-7H20, 0,5 g de KCl y los siguientes microelementos: 10 mg de H3BOs,
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10 mg de CuSOy4, 20 mg de FeCls, 20 mg de MnClg, 20 mg de NaMoO4 y 2 mg de
ZnS0Oy4 (Avalos et al., 1985).

6.2.1.2 Medio nutritivo

Una variante del medio minimo con 1 g:1-1 de extracto de levadura y sin
microelementos (Avalos et al., 1985).

6.2.1.3 Medio de germinacién

Composicién por litro: 30 g de glucosa, 3 g de NaNOg, 1 g de KHoPOy, 0,5 g
de MgS04-TH20, 4 g de extracto de levadura, 8 g de peptona.

6.2.1.4 Medio de esporulacién

Composicién por litro: 1 g de glucosa, 1 g de NH4NOs3, 1 g de KHoPOy, 0,5 g
de MgSO4.7H20, 0,5 g de KCl, 1 g de extracto de levadura (Avalos et al., 1985).

6.2.1.5 Medio minimo ICI

Utilizado para la produccién de giberelinas. Composicién por litro: 80 g de
glucosa, 0,48 g de NH4NOg3, 5g de KHaPOy4, 1 g de MgS04-7H20 y los
microelementos: 10 mg de H3BOg3, 10 mg de CuSOy4, 20 mg de FeClg, 20 mg de
MnClg, 20 mg de NaMoOy4 y 2 mg de ZnSO4 (Geissmann et al., 1966, que lo
llamaron 10%ICI).

6.2.1.6 Medio minimo ICI con exceso de nitrégeno

Es una variante del medio minimo ICI con 10 veces mas NH4NOj3 (4,8 g-1'1)
(Geissmann et al., 1966, que lo llamaron ICI). La produccién de giberelinas se
mantiene inhibida en este medio.

Para estudiar la regulacién por nitrégeno de la biosintesis de giberelinas se
empleé el medio minimo ICI con variaciones en la fuente de nitrégeno y su
concentracion.

6.2.1.7 Glucosa y microelementos

Utilizado para inducir la sintesis de giberelinas de micelios cultivados 6 d en
medio ICI con exceso de nitrégeno, que no las producen. Composicién por litro:
20 g de glucosa y los microelementos descritos en el medio minimo ICI.
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6.2.1.8 Medio para la obtencion de protoplastos

Composicién por litro: 273 g de glucosa, 1 g de extracto de levaduray 1 g de
peptona (Sanchez-Ferndndez, 1993).

Los protoplastos se incubaron en medios osmoestabilizados con 90 g-1-1 de
KCl y se diluyeron en sulfato de magnesio 0,9 M. En medio sélido se inocularon
con agar de cobertera (8 g-1-1 de agar).

6.2.1.9 Medios selectivos

Para seleccionar transformantes resistentes a higromicina B (Boehringer
Mannheim) se utiliz6 medio nutritivo suplementado con 100 mg-1-1. Los
mutantes resistentes a benomilo (Energia e Industrias Aragonesas SA, Madrid)
se seleccionaron en agar nutritivo suplementado con 5,8 mg-1-1.

6.2.2 Medios de cultivo para E. coli

6.2.2.1 Medio nutritivo LB

Composicién por litro: 5 g de extracto de levadura, 10 g de peptona
hidrolizada enziméticamente ("bacto-tryptone" Difco Laboratories, Detroit,
USA) y 5 g de NaCl (Sambrook et al., 1989).

6.2.2.2 Medio SOC

A un litro de una solucién autoclavada con 20 g de triptona, 5 g de extracto
de levadura, 0,6 g de NaCl y 0,19 g de KCl se afladen 10 ml de MgClg 1M, 10 ml
de MgSO4 1M y 20 ml de una solucién glucosa (200 g-1-1)

6.2.2.3 Antibiéticos y compuestos afiadidos a medios bacterianos

La ampicilina se utilizé6 a una concentracién de 100 mg-1-1 en medio
nutritivo LB. Las concentraciones de Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-8-D-
galactopiranésido) e IPTG (Isopropil B-D-galactopiranésido) utilizadas fueron de
40 mg-1-1 y 20 mg-I-1 respectivamente en medio nutritivo LB.



Materiales v métodos 76

6.3 PROTOCOLOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

6.3.1 Transformacion de Gibberella

6.3.1.1 Preparacion de protoplastos

Se siguié basicamente el protocolo descrito por Sdnchez-Fernandez (1991).
Se inocularon 106 esporas en 50 ml de medio para la obtencién de protoplastos y
se incubaron en un matraz de 500 ml a 30 °C durante 40 h con una agitacién
circular a 150 rpm. El micelio se recogié por filtracién con papel, se lavé primero
con agua y después con tampén CMP, se resuspendi6 en tampén CMP, se sonicé
a 50 W (30 s en la posicién 5) en un sonicador Sonifier 250 (Branson Ultrasonics
Corporation, Danbury, USA) y se recogié por centrifugacién a 1200 x g durante
10 min en una centrifuga con tubos colgantes. El precipitado se resuspendié en
5 ml de tamp6én CMP y 5 ml de una solucién de 10 g-1-1 de Novozym 245 (Novo
Biolabs, Bagsvaerd, Dinamarca) en SO4Mg 0,9 M y se incubé 4 h a 30 °C con
agitaciéon. Los protoplastos se separaron de los restos de micelios filtrando a
través de membranas de nilén (didmetro medio de poro de 50 pm) y se

concentraron y lavaron centrifugando tres veces en solucién A durante 10 min a
1200 x g.

Tampon CMP. Composicién por litro: 15,6 g de NaHoPO4-2H20, 29,4 g de
citrato trisédico dihidratado y 145,7 g de manitol.

Solucion A. Sorbitol 1,2 M, CaClg 50 mM y Tris-HC1 (Tris(hidroximetil)-
aminometano) 10 mM a pH 7,5.

6.3.1.2 Transformacién

Se mezclaron 100 ul de una suspensién de protoplastos en Solucién A,
12,5 pl de Solucién B y una solucién de ADN (volumen méaximo, 10 ul) y se
incubaron en hielo durante 20 min. Se afadié 1 ml de Solucién B e
inmediatamente después 2 ml de Solucién A. Los protoplastos se concentraron
por centrifugacién durante 10 min a 1200 x g y se incubaron de 12 a 15 h en
500 ul de medio de germinacién osmoestabilizado liquido, sin agitacién. Se
sembraron en agar de cobertera sobre agar nutritivo con higromicina, se

incubaron a 30 °C y se observé la aparicién de transformantes en los dias
sucesivos.
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Solucion B. Polietilenglicol 4 kD 500 g-1-1, CaClg 50 mM y Tris-HCl 10 mM
apH17,5.

Para determinar la estabilidad de la transformacién se aislaron micelios en
medio no selectivo derivados de esporas uninucleadas obtenidas a partir de
transformantes secundarios y se trasplantaron tanto a medio selectivo como a
no selectivo.

6.3.2 Transformacion de E. coli

Se emplearon tres protocolos diferentes para la preparacién de las células
competentes. Para transformar con mezclas de ligaciones se empleé
rutinariamente el método descrito por Inoue et al. (1990). Para transformar con
un pldsmido purificado se empleé un método m4s simplificado, descrito por
Chung y Miller (1988), que alcanza frecuencias de transformacién de 106
transformantes por pug de ADN.

Las frecuencias de transformacién més altas se alcanzaron por
electroporacién. En este caso se utilizé el electroporador Electro cell manipulator
600 (BTX Electroporation Systems, San Diego, USA), y se siguié el método
descrito por el fabricante.

R
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6.3.3.1 Extraccién de ADN plasmidico de E. coli gf;%,‘ ¥ s
ORI

Para la obtencién de pequefias cantidades de ADN (‘fﬁ'éhos de 10 pg) se
utilizé el método de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989). Para grandes
cantidades (mg) se siguié el mismo método partiendo de 11 de cultivo. Tras la
extraccion, el ADN se purificé con polietilenglicol 8 kD a 130 g-1-1 (Sambrook et
al., 1989).

Los plasmidos destinados a secuenciaciones manuales se obtuvieron con un
protocolo derivado del anterior (Stephen et al., 1990).

6.3.3.2 Extracciéon de ADN genémico de Gibberella

Se utiliz6 una variante de un pi'otocolo descrito originalmente para
levaduras (Sherman et al., 1986). Se inocularon unas 106 esporas en 200 ml de
medio nutritivo en matraces de 500 ml y se incubaron a 30 °C en agitacién
durante 48 h, se filtr6 el micelio con papel y se lavé con abundante agua estéril,
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se sec6 con papel y se trituré en un mortero con nitrégeno liquido hasta conseguir
un polvo fino, procurando mantener el micelio cubierto siempre con nitrégeno
liquido. El polvo de micelio se pasé inmediatamente a un tubo de centrifuga de
50 ml, se resuspendié por agitacién suave en 7,5 ml de tampé6n de extraccién
(560 mM Tris-HCI a pH 7.5, 20 mM EDTA (etilén-diaminotetraacetato disédico) y
0,5 ml de una solucién de laurilsulfato sédico (SDS) al 100 g'1 y se incubé a 65 °C
durante 30 min. Se afiadieron 2,3 ml de acetato potédsico 5 M y se incubé en hielo
de 30 a 60 min. Pasado este tiempo, se centrifugé 10 min a 9.000 x g, al
sobrenadante filtrado a través de una gasa estéril se le afiadieron dos volimenes
de etanol 960 ml-1-l, y una vez mezclado se dejé una noche a temperatura
ambiente. Se centrifugé 10 min a 9000 x g, se lavé el precipitado con etanol al
700 mlI-1 y, tras secarlo, se resuspendi6 en 3 ml de tampén TE (Sambrook et al.,
1989). La solucién de ADN en TE se pasé a un tubo de 10 ml de polipropileno y se
incubé con 15 pl de una solucién de 10 g-1-1 de ribonucleasa (Boehringer
Mannheim) durante 30 min a 37 °C. El tratamiento se detuvo con un volumen
igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifugé 5 min a
3500 x g. La epifase acuosa se pas6 a un tubo limpio, se afiadié 1 volumen igual
de isopropanol lentamente por las paredes formando dos fases que se mezclaron
suavemente para formar una madeja de ADN. Una vez mezcladas las dos fases,
se centrifugé a 1000 x g durante 5 min. El precipitado se lavé con 2 ml de etanol
700 ml-1'1 y se dejé secar antes de resuspenderlo en 1 ml de tampén TE.

6.3.4 Cuantificaciéon de ADN

Las concentraciones de ADN se estimaron mediante eletroforesis en gel de
agarosa (Boehringer Mannheim) y tincién con bromuro de etidio (Sambrook et al.,
1989), tomando como referencia la fluorescencia de cantidades conocidas de los
fragmentos de ADN del fago lambda digerido con HindIII. Las concentraciones de
cebadores o de plasmidos purificados con polietilenglicol se midieron por la
absorbencia a 260 nm tomando un coeficiente de extincién de 500 para una
solucién del 1 g-I'1 y un paso de luz de 10 mm.

6.3.5 Manipulacion enzimatica del ADN

6.3.5.1 Digestiones

Para digerir el ADN con endonucleasas de restriccién se siguieron
esencialmente las técnicas descritas por Sambrook et al. (1989) y las
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recomendaciones de tampones y condiciones de incubacién de la empresa
suministradora (Boehringer Mannheim).

Los plasmidos se incubaron al menos 2 h. El ADN genémico de Gibberella
se incubé en un volumen final de 450 ul del tampén de restriccién durante 1 h a
65 °C antes de la adicién de la enzima. A la temperatura 6ptima de la enzima, se
afiadieron 20 unidades de ésta y se incubé de 4 a 6 h. Se confirmé la digestién por
electroforesis de una alicuota. Si no era completa se afiadieron otras 10 unidades
de enzima y se incubé otras 2 h. Se precipité el ADN con etanol y acetato sédico
(Sambrook et al., 1989) y se resuspendié en un volumen apropiado de TE.

6.3.5.2 Relleno de extremos de moléculas de ADN

Los extremos unicatenarios 3 de los fragmentos de ADN generados por
restrictasas y por la polimerasa Tagq se rellenaron y convirtieron en extremos
romos mediante un tratamiento con la polimerasa Klenow. Los extremos
unicatenarios 5' se trataron con la polimerasa de T4. En ambos casos se
siguieron las instrucciones del fabricante (Boehringer Mannheim).

6.3.5.3 Ligaciones

Las ligaciones se hicieron en 10 ul del tampén quinasa con ATP 3 mM
(Sambrook et al., 1989), con 0,5 unidades de ligasa de T4 (Boehringer Mannheim).
Las ligaciones de moléculas con extremos cohesivos se incubaron durante 12-
16 h a 16 °C y las de moléculas romas 2 h a 22 °C.

6.3.5.4 Separacién de fragmentos de ADN

La electroforesis en geles de agarosa en tampén TAE (Sambrook et al.,
1989), a una concentracién entre 6 y 15 g-1-1 segiin el tamarfio de las moléculas a
separar, se us6 tanto para comprobar rutinariamente tamaifio, cantidad y
calidad de muestras de ADN como para posteriores hibridaciones. Se emplearon
cubetas (Lagoplast, Madrid) alimentadas con una fuente modelo LKB
(Pharmacia). El tampén de carga fue glicerina 0,5 ml-1-! y el marcador del frente
de la electroforesis, azul de bromofenol 0,5 g-1-1.

Como testigos de peso molecular se emplearon 100 ng de ADN del fago
lambda digerido con HindIII o 10 pl del marcador "1 kb ladder" (Gibco BRL). En
los geles destinados a experimentos de hibridacién se utilizaron 20 ng del
marcador molecular ITI marcado con digoxigenina (Boehringer Mannheim).
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Para ver los fragmentos de ADN se afiadié a los geles, antes de solidificar,
bromuro de etidio 5 mg 1-1. Alternativamente, los geles se tifieron sumergiéndolos
20 min en una solucién de bromuro de etidio 5 mg I-1. Los geles tefiidos se
expusieron a radiacién ultravioleta en un transiluminador Fotodyne y se
fotografiaron empleando una pelicula instantdnea Polaroid ISO 3000/36°
interponiendo un filtro Wratten 22A (Kodak); o sobre papel térmico mediante un
analizador de imagen ImageStore 5000 (Ultra Violet Products, Cambridge,
Inglaterra).

6.3.5.5 Aislamiento de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN para la clonacién o la preparacién de sondas se
aislaron de geles de agarosa y se purificaron con QIAEX II (QIAGEN, Hiden,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En estos casos, los geles se
illuminaron con una ldmpara ultravioleta portatil (6 W, 312 nm), en lugar del
transiluminador.

6.3.6 Deteccion de secuencias de ADN por hibridacion en
filtro

Para la deteccién quimioluminiscente de acidos nucleicos se siguieron las
recomendaciones del manual The DIG system user’s guide for filter hybridization
(Boehringer Mannheim, 1995).

6.3.6.1 Preparacion de sondas

Para la preparacién de sondas se marcaron al menos 100 ng de fragmentos
de restriccién aislados de geles de agarosa con digoxigenin-dUTP (Boehringer
Mannheim) empleando el método del cebo aleatorio (standard random primed
DNA labelling). Las sondas se conservaron a -20 °C en el tampén de hibridacién
y se reutilizaron varias veces.

6.3.6.2 Transferencia y fijacién del ADN

En esta Tesis se han aplicado técnicas de hibridacién a (a) fragmentos de
ADN separados por electroforesis (southern blot), (b) ADN sin separar (slot blot)
y () colonias de E. coli (hibridacién in sitw).

a) Southern blot. Los geles de agarosa con los fragmentos de ADN
separados por electroforesis se expusieron a 1,5x 10-3 J-m-2 de radiacién
ultravioleta de 254 nm en un cross-linker RPN 2500 (Amersham, Little
Chalfont, Inglaterra) o se incubaron 10 min con HCI 250 mM para despurinizar
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el ADN. El gel se traté con las soluciones estdndar de desnaturalizacién y
neutralizacién descritas en el manual Boehringer Mannheim (1995). E1 ADN se
transfirié a un filtro de nilén Hybond (Amersham) con un equipo de vacio
TransVac TE80 (Hoeffer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, USA) segtin
las instrucciones del fabricante.

b) Slot blots. E1 ADN se preparé segtn el protocolo descrito por Ausubel et
al. (1995) y se transfirié a un filtro de nilén Hybond (Amersham) usando un
equipo de vacio Slot blot PR600 (Hoeffer) segtin las instrucciones del fabricante.

c) Hibridacién in situ. Se siguié el protocolo descrito en el manual
Boehringer Mannheim (1995).

El ADN se fij6 covalentemente a las membranas por exposicién a radiacién
ultravioleta (0,7 x 10-3 J-m-2) con un cross-linker RPN 2500 (Amersham).

6.3.6.3 Prehibridacion e hibridacién

Los filtros de nilén se prehibridaron e hibridaron segin el manual Boehringer
Mannheim (1995) en un horno de hibridacién Hybridizer HB-1D (Techne Ltd.,
Cambridge, Inglaterra) con el tampén estandar de hibridacién.

La prehibridacién se realizé a 65 °C durante al menos 1 h y la hibridacién a
la misma temperatura de 6 a 16 h. Los 2 primeros lavados se realizaron a
temperatura ambiente y en el mismo tubo de hibridacién y los 2 Gltimos en una
bandeja en un bafio con agitacién a 68 °C.

6.3.6.4 Deteccién

Se siguieron las recomendaciones del manual Boehringer Mannheim (1995)
con el sustrato quimioluminiscente CSPD (Boehringer Mannheim). La emisién de
este compuesto se registré por exposicién en una pelicula X OMAT S (Kodak)
durante el tiempo adecuado, de 15 min a 48 h, a temperatura ambiente.

Se midieron las densidades luminosas de imégenes digitalizadas con un
detector Arcus II (Agfa) en un ordenador Apple Power Macintosh 9500/132 con el
programa NIH Image (National Institutes of Health, USA).

6.3.6.5 Reutilizacion de las membranas

Para reutilizar una membrana, se eliminé el sustrato quimioluminiscente
enjuagéndola con agua y se retiré la sonda con un tratamiento con NaOH a 37 °C
siguiendo las recomendaciones del manual Boehringer Mannheim (1995).
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6.3.7 Multiplicaciéon de ADN in vitro con la polimerasa Taq
(PCR)

Se usé un termociclador DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer Cetus,
Norwalk, USA) con polimerasa Taq, tampén, cebadores y dANTPs de Boehringer
Mannheim. Las concentraciones utilizadas fueron: 4 trifosfatos de los nucleétidos
del ADN, 200 uM de cada uno, los cebadores, 1 uM, la polimerasa Taq, 35
unidades-ml-1 y 100 ng-1-1 de ADN genémico de Gibberella o 10 pg de plasmido
segun el caso. Los cebadores empleados en esta Tesis se describen en la Tabla 9.

Tabla 9 Oligonucleétidos empleados en tesis.

Nombre direccién Genes que reconocen Secuencia de nucleétidos
*
T3 F lacZ (galactosidasa ) 5’ AATTAACCCTCATCAAAGGG 3’
T7 R Idem 5'GTAATACGACTCACTATAGGGC 3’
NS1 F ARN ribos6mico 18 S 5'GTAGTCATATGCTTGTCTC 3’
NS8 R Idem 5 TCCGCAGGTTCACCTACGGA 3
cB-F F carB (deshidrogenasa del fitoeno) 5'GC(CT)GA(AG)GGTAT(CT)TGGTA(CT)CC 3’
cB-R R Idem 5°GG(AG)ACACC(AG)GTACC(AG)GG(AG)TG 3
cBG-F F Idem 5°’AGGTGGATTCCACAGCTTAG 3°
cBG-R R Idem 5°’ACTTCTCTTGCCACGTGAAG 3
cPG-F F carP (sintetasa del fitoeno) 5'TCCGGCGCATTTCCTATC 3’

* F: el extremo 5” del oligonucleétido corresponde con el 5°del gen.
R: el extremo 5° del oligonucleétido corresponde con el 3°del gen.

El volumen de las reacciones (10-50 ul), asi como el nimero y la duracion de
los ciclos y las temperaturas de apareamiento y polimerizacién variaron en los
distintos experimentos. Salvo que se indique lo contrario, el volumen final fue
50 pl y se aplicaron un primer ciclo de 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 30 s a 94 °C,
30sa55°Cy1mina 72°C,y un ciclo final de 10 min a 72 °C.

6.3.8 Secuenciaciéon de ADN

Para la secuenciacién de ADN se aplicaron métodos manuales o
automaticos y se utilizaron los cebadores usuales T3 6 T7 de pBS. Para la

secuenciacién manual se utilizaron dideoxinucleétidos y demds componentes de
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Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit (USB). Se desnaturalizé un volumen
de 10 pl de ADN plasmidico durante 15 min a 37 °C con 1 pl de NaOH 0,2 M, se
afiadieron 1 pl cebador 10 pM y 6 ul de agua, se neutralizé con 3 ul de acetato
sédico 3 M, pH 5,2, y se afiadieron 75 pl de etanol para precipitar el ADN. La
solucién se mantuvo a -80 °C durante 10 min y se centrifugé 10 min a
13000 rpm. El precipitado se lavé dos veces con 200 ul de etanol 750 ml-1-1 y se
resuspendié en 8 pl de agua. Las reacciones se enfriaron en hielo y se guardaron a
-20 °C. Se calentaron a 100 °C durante 2 min y se enfriaron en hielo
inmediatamente antes de someterlas a electroforesis en un gel de acrilamida al
6 % en tampén TBE (Sambrook et al., 1989) y urea 8 M a 80 W durante el
tiempo necesario (de 1 a 4 h) en un aparato de electroforesis Poker Face Se1500
Sequencer (Hoeffer) conectado a una fuente LKB Multidrive XL (Pharmacia). El
gel se secé en un secador de geles DrygelSr SE1160 (Hoeffer) y se registré la
radioactividad en una pelicula X OMAT-S (Kodak).

Las secuenciaciones autométicas se encargaron a la empresa Medigene
(Martinsried, Alemania), que utilizé un secuenciador automético ABI 377
(Applied Biosystems) y terminé las reacciones con didesoxinucleétidos
fluorescentes.

Las semejanzas de secuencias se buscaron en las bases de secuencias de
genes (European Molecular Biology Laboratory) aplicando los programas BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y FASTA (http://www.ebi.ac.uk) a todas las
secuencias disponibles. Las de secuencias se alinearon con el programa
Clustalw.PPC (European Molecular Biology Laboratory) y se representaron con
el programa Seqvu (Garvan Institute of Medical Research, Sidney, Australia).

6.4 INOCULACION Y CONDICIONES DE CULTIVO DE
GIBBERELLA

6.4.1 Conservacién de las estirpes

Las estirpes de Gibberella se conservaron congelando suspensiones de
micelio esporulado a -80 °C en glicerina 100 ml-l-1 y se recuperaron inoculando
cajas de medio de germinacién con una gota de la suspensién de esporas y
micelio.
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6.4.2 Obtenciéon de microconidios

Sobre agar de esporulacién se colocaron con palillos estériles siete inéculos
de micelio (pinchando con el palillo) en distribucién hexagonal y se incubaron
durante una semana a 28 °C bajo una luz blanca continua de unos 15 W-m-2
(Avalos et al., 1985). Las colonias obtenidas se lavaron con 10 ml de agua estéril
¥ los microconidios se separaron de los fragmentos de micelio por filtracién y se

lavaron dos veces por centrifugacién en agua estéril.

El titulo de esporas se determiné al microscopio con una cidmara de Burker
y el titulo de esporas viables por incubacién de diluciones de la suspensién de
conidios en medio nutritivo sélido.

6.4.3 Condiciones de cultivo

Para los cultivos liquidos se emplearon matraces de 500 ml con 200 ml de
medio que se inocularon con 1 ml de una suspensién de fragmentos de micelio y
esporas procedente de una sola caja de esporulacién o con 108 esporas filtradas.
Los cultivos se incubaron a 30 °C con agitacién circular a 150 rpm.

Salvo especificacién contraria, los cultivos en medio sélido se incubaron a
30 °C en la oscuridad. Para inducir la carotenogénesis se incubaron a 28 °C bajo
luz blanca continua de unos 15 W-m-2.

6.5 TRATAMIENTOS MUTAGENICOS

Para la induccién de mutaciones se mezclaron 0,2 ml de N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina (Sigma Chemical Corporation, San Luis, USA), 1 g-1-1, con
0,8 ml de esporas recién recogidas, resuspendidas en agua y se incubaron a 22 °C
en la oscuridad durante 1 h. El tratamiento se detuvo mediante dos lavados con
agua destilada estéril. Las esporas tratadas se conservaron a -20 °C en glicerina,
100 mg-I-1 en agua. A este tratamiento sobreviven aproximadamente el 5 % de
las esporas (Avalos et al., 1985).

6.6 MEDIDAS DE LOS CULTIVOS DE GIBBERELLA
6.6.1 Masa seca

La masa seca se determiné de micelios liofilizados con una balanza AJ100
(Mettler Toledo, Greifensee, Suiza).
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6.6.2 Giberelinas

Se utilizaron dos métodos de medida, uno basado en la fluorescencia de los
compuestos derivados de la reaccién de las giberelinas y del acido sulfiirico que
estima la produccién total de giberelinas y otro, por cromatografia de gases, que
permite cuantificar las distintas giberelinas producidas.

6.6.2.1 Por fluorescencia

Se siguié basicamente el método descrito por Candau et al. (1991). Se
mezclaron 50 pl de medio de cultivo filtrado con papel, 100 ul de etanol y 1 ml de
una mezcla a temperatura ambiente de etanol y acido sulfirico (1:1), se
incubaron a 48 °C durante 30 min. Se determiné la fluorescencia emitida a
464 nm por las muestras excitadas a 406 nm en un espectrofluorimetro LS-3B
(Perkin Elmer Cetus). Si las concentraciones de giberelinas eran superiores a los
50 mg-1-1; y la medida se saturaba, las muestras se diluian con 1 ml de etanol.
Las concentraciones de giberelinas se calcularon teniendo la referencia de la
fluorescencia de soluciones de concentraciones conocidas de acido giberélico
(Sigma).

6.6.2.2 Por cromatografia de gases

Se siguié el protocolo descrito en Fernandez-Martin et al. (1994). Se
extrajeron tres veces por particién con acetato de etilo 21 ml de medio de cultivo
filtrado con papel basidificado a pH 8 con NaOH. La fase acuosa se acidificé a pH
2 con HCl y se extrajo con acetato de etilo otras tres veces. Los extractos acidos,
que contienen las giberelinas, se secaron, se metilaron con diazometano y se
calentaron a 60 °C durante 30 min mezclados con 40 pl de tetrahidrofurano y 40
ul de N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida para formar derivados
metiltrimetilsililos. Un volumen de 10 ul de esta mezcla se inyecté en un
cromatégrafo de gases 5890A (Hewlett-Packard, Palo Alto, USA) con una
columna de capilaridad HP-1 de 25 m x 0,2 mm y 0,33 mm de grosor de pelicula.
La cromatografia se realiz6 con un incremento de temperatura de 5 °C-min-1
desde 120 a 220 °C y de 3 °C'min-1 desde 220 a 280 °C. La temperatura del

inyector fue 260 °C y la del detector 290 °C, y el N3 se utilizé como gas portador
a un flujo de 25 ml-min-1.

Los tiempos de retencién de los compuestos identificados en los
cromatogramas estan descritos en Ferniandez-Martin et al. (1994). Las areas

registradas en los cromatogramas se hicieron corresponder con concentraciones
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teniendo la referencia de las 4reas de una solucién de 75 mg-1-1 de 4cido giberélico
(Sigma) en medio minimo ICI. Las 4reas de los picos nuevos, que no aparecen en
los cromatogramas solo con el medio, se hicieron corresponder a los mg
inyectados.

6.6.3 Carotenoides

El micelio (lavado con agua destilada si procede de medio liquido) se liofiliz6,
se trituré con arena en un mortero enfriado en hielo y se extrajo varias veces con
acetona. Los extractos se secaron en un rotoevaporador a una temperatura
inferior a 50 °C. Si tenian bicaverinas se sometieron a tres particiones
metanol:agua (30:1) y éter de petréleo (40-60°C) (1 1:1 1), donde las bicaverinas
quedaron retenidas en la hipofase y los carotenoides pasaron a la epifase. Los
extractos con carotenoides se secaron, se disolvieron en n-hexano y se determiné
su espectro de absorcién con un espectrofotémetro UV-160 (Shimadzu). El total
de carotenoides coloreados (mayoritariamente la neurosporaxantina) se
determiné usando un coeficiente de extincién de 200 (para una solucién de
1 mg-1-l y un paso de luz de 10 mm) con la absorbencia mdxima préxima a
475 nm. El fitoeno se separé de los esteroles por cromatografia en columna de
aldmina hidratada, 30 ml-kg-1 (Avalos y Cerd4a-Olmedo, 1986). La concentracién
de fitoeno se determiné usando un coeficiente de extincién de 91,5 a 284 nm, en
las mismas condiciones que los carotenoides totales. La concentracién de
carotenoides intermediarios se determiné por la absorbencia de los carotenoides
eluidos de la columna de alimina con acetona usando un coeficiente de extincién
de 250 en las mismas condiciones anteriores. La concentracién de
neurosporaxantina se determiné por la diferencia entre el total de carotenoides
coloreados y los carotenoides intermediarios eluidos de la columna.

6.6.4 Proteinas

La concentraciéon de proteinas en los extractos celulares se determiné
mediante el método descrito por Bradford (1976). Para ello se usé un preparado
comercial del reactivo (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Alemania) y se
siguieron las indicaciones del fabricante.

6.6.5 Aminoacidos

La concentracién de aminodcidos presentes en lisados celulares o en el
medio de cultivo se determiné mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) en fase reversa, siguiendo el protocolo descrito por Farfan et al. (1996).
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El micelio se recogié por filtracién, se liofilizé, se rallé hasta hacerlo pasar por un
cedazo de 0,5 mm de poro, se resuspendié en agua y se hirvié durante 15 min. A
la solucién control de aminoéacidos de Sigma se le afiadié glutamina y asparragina
en las mismas concentraciones que el resto de amino4cidos.

6.7 BIOSINTESIS DE TERPENOIDES IN VITRO

Se siguié un protocolo basado en el descrito por Avalos et al. (1988). Los
micelios liofilizados se rompieron pasandolos por un cedazo de 0,5 mm de
didmetro, se resuspendieron en tampén de extraccién en una relacién de 8 ml de
tampén por gramo de micelio y se centrifugaron a 12100 x g. El sobrenadante se
incub6 con el tampén de reaccién en una relacién 2:3, durante 2 h a 35 °C con
agitacién. La reaccién se paré con 1 ml metanol y los terpenoides se extrajeron
tres veces por particién con 2 ml de éter de petréleo (40-60°C). Una alicuota de
100 pl de los 6 ml extraidos se us6 para estimar la produccién de los terpenoides
totales del ensayo. El resto se secé con Ng y se separé en una cromatografia de
capa fina de silica gel G con éter de petréleo como solvente. La bandas de interés
se retiraron de la capa fina con una espdtula y se midieron directamente en un
contador de centelleo 1409 (Wallac Oy., Turku, Finlandia) con 4 ml de liquido de
centelleo Biogreen 1 (Sharlau SA, Barcelona).

Tampon de reaccion. Composicién por litro: 9.2 g de ATP, 2,2 g de
nicotinamida-adenina dinucleétido (NAD), 2,5 g de nicotinamida-adenina
dinucleétido fosfato (NADP), 2 g de MnCly-4H20, 1,4 g de MgCly-4H20, 1 g de KF,
48,4 de Tris-HCI pH 8, 0,77 g de Ditiotreitol (DTT) y 18,5 kBq de R 2-14C
mevalonato, o el doble si el mevalonato es R y S, en forma de lactona. La
actividad especifica del mevalonato fue de 2,07 GBq-mmol-1.

Tampoén de extraccién. Composicién por litro: 48,4 g de Tris-HCI pH 8,
0,77 g de ditiotreitol (DTT) y 200 ml glicerina.
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