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RESUMEN

RESUMEN

Las giberelinas (GAs) son fitohormonas diterpénicgiatetizadas como
metabolitos secundarios por algunos hongos, efite Fusarium fujikuroi,patégeno
del arroz que produce grandes cantidades de aiidcético (GA). Esta especie forma
parte del complejo taxondmicGibberella fujikuroi que incluye otras 10 especies
relacionadas filogenéticamente denominadas pollasiode apareamiento (A-K).
Aunque todas las especies del comp@jdujikuroi contienen genes de la biosintesis de
GAs la produccion de estos diterpenos se ha desas exclusivamente én fujikuroi,
con excepcion de dos cepasHiesarium proliferatumy una cepa déusarium konzum
gue sintetiza muy bajas cantidades de GAs.

Con el objeto de investigar si existen otras esgeproductoras de GAs en el
complejoG. fujikuroi, se caracterizaron varias cepad-dearium sacchar{aislado de
la cafia de azucar), drusarium konzungaislado de pastos de praderas) yFdsarium
subglutinans(aislado del maiz)F. saccharies una especie cercanamente relacionada
conF. fujikuroi, agrupada en el clado Asiatico del complejo etotgneF. konzuny F.
subglutinansson especies filogenéticamente alejadag-déujikuroi agrupadas en el
clado Americano. Las cepas #e sacchariinvestigadas presentaron diferencias con
respecto a su capacidad de sintetizar GAs. Cirstadais (B-12756; B-1732, B-7610, B-
1721 and B-1797) resultaron activos sintetizandmcpalmente GA (2,76-28,4
Mg/mL) mientras que otros dos (B-3828 and B-172Syltaron inactivos. Las etapas

catalizadas por la geranilgeranil difosfato sintés&S2) y/o laentkaureno sintasa

Xii



RESUMEN

(CPS/KS) son limitantes en las cepas productoragigdos niveles de GAaumentaron
2,9 veces por complementacién con los gggsy cps/ksdeF. fujikuroi.

Con respecto &. konzumde los seis aislados que se investigaron tr&6653;
[-11616; 1-11893) sintetizaron GAs, principalme@4;, un producto final diferente al
de las cepas activas dfe sacchari Ademas, los niveles de GAs sintetizados por
konzumfueron muy bajos (menos de Qu/mL). Tres cepas dE. konzumresultaron
inactivas y no presentaron actividad de ningunadasa de GAs lo que sugiere que los
genes respectivos no se expresan. Las dos cep&s sigbglutinansensayadas no
sintetizan GAs ni presentan actividad de las madaEstos resultados indican que la
capacidad de sintetizar GAs esta presente en eszexcies del complej@. fujikuroi
ademas dé€. fujikuroi, pero puede diferir significativamente entre cepas

Finalmente se investigd la biosintesis de GAs encamjunto de 19 cepas
hibridas (CxD) provenientes de un cruce erirefujikuroi y F. proliferatum, dos
especies muy cercanas filogenéticamente agrupadasckdo Asiatico del complefd.
fujikuroi. Las dos cepas parentalds fujikuroi C-1995 yF. proliferatum D-4854)
contienen los genes de la biosintesis de GAs péeveth en su capacidad biosintética:
C-1995 sintetiza GAs, principalmente gAnientras que D-4854 no produce GAs. Las
cepas hibridas no presentaron un patron de segiagdtendeliano 1:1 como se
esperaba sino que se encontré en la progenie wonpaé tres fenotipos: 8 hibridos
producen GA en cantidades similares a la cepa parental C-#89&anto que 6 cepas
resultaron inactivas para la biosintesis de GAmdak de los fenotipos parentales una

parte de la progenie (5 cepas) produjo pequef@sdades de GAs, principalmente
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RESUMEN

GA; y presenta bajos niveles de expresion de los gé&iséss resultados evidencian que
el cruce interespecies puede generar nuevos patdeneetabolitos secundarios, en este
caso de GAs. El conjunto de resultados obtenidgere que la capacidad de sintetizar
GAs en niveles significativos estaria restringidasaespecies deusariumagrupadas en

el clado Asiatico del complej&. fujikuroi.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Gibberellins (GAs) are diterpene phytohormones Issized as secondary
metabolites by some fungi likeusarium fujikuroj a plant pathogen that produces high
levels of gibberellic acid (GA. This Fusariumspecies belongs @ibberella fujikuroi,

a taxonomic species complex that includes 10 ofitogenetically related species
denominated mating populations (A-K). Even when takk species within thés.
fujikuroi complex contain GA biosynthesis genes, the priglnof these diterpenes has
been almost exclusively found . fujikuroi, except for twoFusarium proliferatum
strains and onEusarium konzurisolate that synthesizes very low GA levels.

In order to find out if other species within ti&e fujikuroi complex synthesize
GAs, several strains of thréaisariumspecies were characterizdelisarium sacchari
(isolated from sugar canef;,. konzum(isolated from prairie grasses) aRdisarium
subglutinans(isolated from maize)F. sacchariis closely related td-. fujikuroi and
grouped in the Asian clade of the complex whilekonzumandF. subglutinansare
phylogenetically distant species grouped in the Araa clade. Analyzed. sacchari
strains differed in their ability to synthesize GA3ve isolates (B-12756; B-1732, B-
7610, B-1721 and B-1797) were active and synthdsiaainly GA; (2,76-28,4ug/mL)
while two others (B-3828 and B-1725) were inactivEhe steps catalyzed by
geranylgeranyl diphosphate synthase (GGS2) anelibkaurene synthase (CPS/KS)
were limiting in F. sacchariactive strains since it was found that £38vels increased

by 2.9 fold upon complementation wiglgs2andcps/ksgenesrom F. fujikuroi
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ABSTRACT

For F. konzum six isolates were analyzed of which three (I-1)6511616; I-
11893) synthesized GAs, mainly @Aa different final product than that synthesizgd b
F. sacchariactive strains. GA levels formed By konzumisolates were very low (less
than 0,1ug/mL). ThreeF. konzumstrains were inactive in GA biosynthesis and
contained no GA oxidase activities suggesting ftinat respective genes were not
expressed. FoF. subglutinansthe two isolates assayetid not synthesize GAs and
lacked activity of the GA oxidases. These resultglence that GA biosynthesis is
present in other species within te fujikuroi complex beside&. fujikuroi but may
differ significantly between isolates.

Finally, GA biosynthesis was investigated in augref 19 hybrid strains (CxD)
from an interspecies cross betwdenfujikuroi y F. proliferatum,two closely related
species that belong to the American clade in@Ghdujikuroi complex. Both parental
strains F. fujikuroi C-1995 andF. proliferatum D-4854) contain the GA biosynthetic
genes but differed in their ability to produce GA%:1995 synthesizes GAs, mainly
GAg3, while D-4854 did not produce GAs. The hybrid istsadid not show a Mendelian
1:1 segregation pattern as expected but we founthénprogeny a three phenotype
pattern: 8 CxD hybrids produced GAt similar levels than the parental strain C-1995
while 6 strains were inactive for GA biosynthediesides the parental phenotypes 5
progeny strains produced low GA levels, mainly,@#d showed low expression of the
respective genes. These findings indicate thardpéeies crosses may generate new

profiles of secondary metabolites, like the GAgogéther obtained results suggest that
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GA biosynthesis at significant levels would be regtd to theFusariumspecies of the

Asian clade in th&. fujikuroi complex.
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l. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

I.1. Giberelinas: Hormonas vegetales y metabolitosecundarios

Las giberelinas (GAs) son diterpenoides tetragslique funcionan como
hormonas reguladoras del crecimiento en plantasrgwps y son producidas como
metabolitos secundarios por algunos hongos y bast€Fig. 1; MacMillan, 1997,

2002).

GAlz-aIdehido GA

12
Fig. 1. Estructura de las (A) giberelinas bioactivas«{GAs) y (B) de sus precursores
(Co0-GAS).

Fueron identificadas por primera vez en el hongomsgeteFusarium fujikuroi
(teleomorfo: Gibberella fujikuro) patégeno del arroz causante de la enfermedad de
superelongacién descrita por primera vez en 1898ri,(1898). EI nhombre giberelina
proviene de la denominacién del hongo del cuaidaran, y a su ve@ibberelladeriva

del latingibberaque se refiere a la giba o forma de joroba quegnta el peritecio de




l. INTRODUCCION

este hongo. Los sintomas de la enfermedad que ehhsago sobre el arroz (bakanae)
son un crecimiento exagerado de los tallos porréipegacion de los internodos, hojas
amarillentas, lesiones en las raices y granos glarente llenos y estériles o granos
vacios, lo que disminuia drasticamente el renditniete los cultivos. En 1926 el

cientifico japonés Eiichi Kurosawa demostré quern&rmedad era producida por una
sustancia secretada por el hongo (Kurosawa, 1326ué posteriormente fue aislada
como un solido no cristalino desde el filtrado ddltivo y se le denominé giberelina A

(GA). Este compuesto estimulaba el crecimiento daage aplicaba a las plantas de
arroz (Yabuta 1935). Posteriormente la giberelinfué\ fraccionada en 3 componentes,
GA1, GA2 y GA;z y se demostré que GAorrespondia al acido giberélico, identificado
estructuralmente en 1954 (Curtis y Cross, 1954; Ejg S6lo en los afios 50 los

cientificos britanicos descubrieron que las GAs gseguladores naturales del

crecimiento de las plantas y se encuentran ampthtandistribuidas en las plantas
superiores (Radley, 1956). Estas fitohormonas qypaim en diversos procesos del
desarrollo vegetal como la elongacion de tallodldecion, germinacion, crecimiento

de frutos entre otros (Hedden, 1999; Sponsel, 2003)

Actualmente se han descrito 136 GAs aisladas daadéas, hongos o bacterias
(MacMillan, 2002; Sponsel y Hedden, 2004). Se danampor la sigla GA seguida de
un subindice que indica su orden de dilucidaci@r; ggemplo GA, GAy4, GAsz. Los
hongos productores de GAs son escasos Yy pertergckrs génerosFusarium
Sphacelomay Phaeosphaeria¢MacMillan, 2002) siendo el productor mas eficeet

hongoF. fujikuroi. Es interesante notar que dentro del géReigariumexclusivamente




l. INTRODUCCION

algunas especies filogenéticamente relacionadasanibmos del complejo taxondmico

Gibberella fujikuroj producen GAs (Malonek et al., 2005).

I.2. El complejo de especie&ibberella fujikuroi

El géneroFusariumes polifilético y las especies que pertenecent& gsnero
son anamorfos de diferentes géneros teleomorfo®rdein Hypocreales (O Donnell,
1996). EI complejoGibberella fujikuroi es un linaje monofilético rico en especies
dentro de este orden (O"Donnell y Cigelnik, 19%@nsta de 11 especies sexualmente
fértiles (conocidas como poblaciones de apareamiemating populations, MPs) y por
lo menos 32 anamorfos pertenecientes al géRasarium seccidnLiseola (Leslie y
Summerell, 2006). Las distintas especies del camge fujikuroi se han aislado desde
una variedad de plantas hospederas como maiz, aaféz cafia de azlcar, pino, entre
otras, en las que producen diversas enfermedadesigL1995, 1999) debido a que
sintetizan metabolitos secundarios como las migoésxmoniliformina, fumonisinas o
fusarina (Marasas et al., 1984; Nelson et al, 1992retti et al, 1996) o bien
fitohormonas diterpénicas (Cerda-Olmedo et al. 41%8alonek et al, 2005a). Algunos
de estos metabolitos son producidos por variascespdel complejo en tanto que otros
presentan una distribucién restringida. Particutart® la produccion de GAs,
principalmente de acido giberélico (gAha sido descrita casi exclusivamenteFen
fujikuroi, patdégeno del arroz (Tudzynski, 2005; Malonek let2805a). Todas las
especies dé€&. fujikuroi analizadas hasta la fecha producen GAs aunque=pudtkrir

en la concentracion y composicion de las GAs simatéas (Malonek et al, 2005a). Las
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l. INTRODUCCION

poblaciones de apareamiento del complejo se desjgmaletras desde la A a la K (MP-
A; MP-K). En la Tabla 1 se muestra un resumen dasesspecies y sus respectivos
hospederos.

Tabla 1. Algunas especies del compl&jo fujikuroi.
Especies Poblacion de Metabolitos secundarios Planta que
apareamiento(MP) producidos infecta
Fusarium fumonisina, moniliformina, .
verticillioide LA 4c. Fusarico Maiz
Fusarium , . .. . . ~ .
sacchari MP-B acido fusarico¢giberelinas?  Cafa de azucar
Fusarium i i ili ina:
> _ i giberelinas moniliformina;
e bovericina, bikaverina Arroz

Fusarium fumonisina, bovericina,
proliferatum MP-D moniliformina, giberelinas Arroz, maiz
(1cepa)

Fusarium N _ o )
subglutinans MP-E moniliformina, bovericina Maiz
Fusarium n - cebada, mijo,
MP-F Molinoformina mani
Fusarium
Nygami MP-G ? Cebada
Fusarium MP-H N "
circinatum bovericina coniferas
Fusarium _ ' ER———
MP-| ¢ giberelinas? Pradera

Algunas especies del complefa fujikuroi son capaces de infectar a distintas

plantas hospederas y presentan una amplia dig@ibgeografica mientras que otras
especies son especificas con respecto a su hospgdaesentan una distribucion
restringida (Desjardins, 2003). Por ejempfasarium proliferatum(MP-D) ha sido

aislado desde el maiz, la banana, el esparragmargo, el tabaco o el trigo, pero

principalmente es un patégeno del maiz debido anlastoxinas que produce (Leslie,
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l. INTRODUCCION

1995) en tanto qué. fujikuroi (MP-C) es predominantemente un patégeno del arroz
debido a las grandes cantidades de Gue sintetiza y solo ocasionalmente se ha aislado
desde el sorgo (Leslie, 1995, Desjardins, 2003).

Dentro del génerdusariumla presencia de genes de la biosintesis de GAs se
restringe al complejds. fujikuroi (Malonek et al., 2005 a; Tudzynski, 2005) sin
embargo, a pesar de que todas las especies delegoropntienen genes de GAs se ha
descrito que ademéas de fujikuroi s6lo determinadas cepas de otras dos especies,
Fusarium konzunfMP-I) y F. proliferatum(MP-D) presentan la capacidad de sintetizar
estas fitohormonas. La cepa I-10653Fd&onzunmaislada de pasto de pradera (Leslie et
al., 2004) sintetiza GAy expresa los genes respectivos a diferenciards atslados de
F. konzurmgue no producen GAs ni expresan los genes (Malehak 2005 a). Ademas
una cepa deF. proliferatum aislada de las raices de una orquidea sintetiza
principalmente GAy GA; (Tsavkelova et al.,, 2008) mientras que otra cepd.d
proliferatum aislada dePhysalis alkekengsintetiza principalmente GA(Rim et al.,
2005). El resto de cepas Heproliferatum ensayadas no producen GAs (Malonek et al,
2005 a,b,c). Todas las cepas no-productoras cenmtiéos genes de la biosintesis de
GAs, pero sus niveles de expresion son muy b#demas se encontraron én
proliferatummultiples mutaciones en las regiones codificante-godificante de varios
de los genes de GAs (Malonek et al., 2005 b,c)aEepa D0O0502, tres etapas iniciales
de la biosintesis de GAs estan bloqueadas por esftaciones, a diferencia de las
Ultimas etapas que presentan enzimas activas (Blaleh al., 2005 b,c). Una etapa
diferente, correspondiente a la GAintasa se encuentra bloqueada en la cepa D02945

deF. proliferatumlo que evidencia diversidad genética entre cepast especie. Para
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l. INTRODUCCION

las otras especies no productoras del compleja sieimostrado, con diferentes aislados,
que todas contienen los genes de la biosintesizAdeexceptd~usarium circinatumy
Fusarium verticilloidesque conservan solo uno o dos de los genes resueetnte en
sus genomas (Malonek et al,. 2005 a; Bomke e2@03).

El analisis filogenético de las distintas espediesFusarium mediante la
secuencia de las regiones ITS del DNA ribosoma gehes marcadores como elpde
tubulina, factor de elongacion traslacional TEFeohistonas demostré que las especies
del complejo G. fujikuroi tienen un origen monofilético y estan cercanamente
relacionadas (O"Donnell y Cigelnik, 1997; O Donretllal, 2000; Proctor et al., 2004).
Los miembros del complejo de acuerdo a esto puedgnparse en tres linajes
denominados clado Asiatico, clado Africano y cl@doericano (O'Donnell et al., 1998;
2000). La misma clasificacion aparece cuando seaoen las secuencias de genes de la
biosintesis de GAs (Malonek et al., 2005 a; Fig. s especies dBusarium que
producen GAs pertenecen a diferentes lindtegujikuroi y F. proliferatumpertenecen
al clado Asiético en tanto qie konzumesta alejada filogenéticamenteFdujikuroi y

pertenece al clado Americano (Malonek et al., 2805g. 2).
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b 0.02 4
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Fig. 2. Arbol filogenético de los genes dpr de las especies #aisariumdentro y fuera
del complejoG. fujikuroi. (Malonek et al., 2005a). Las letras correspondelasa
poblaciones de apareamiento.
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F. fujikuroi (MP-C) y F. proliferatum (MP-D) son dos especies cercanamente
emparentadas que se pueden distinguir por medion@eadores moleculares sin
embargo no son especies completamente aisladas depdnto de vista reproductivo.
Desjardins et al. (1997) describieron que algunsiados de campo de plantas de arroz
presentaban fertilidad cruzada con cepa&.dproliferatumy posteriormente Leslie et
al. confirmaron queF. fujikuroi y F. proliferatum pueden reproducirse sexualmente
entre ellas en forma ocasional para dar una predghrida (Leslie et al., 2004a, 2007).
También se identifico un posible hibrido interespelesde aislados de pasto de pradera
en Kansas (Leslie et al, 2004a). La capacidadirdetizar GAs de estos hibridos no

habia sido descrita.

I.3. Biosintesis de GAs en el honde. fujikuroi y en plantas

Las GAs fueron identificadas por primera vez efilteéhdo del cultivo del hongo
F. fujikuroi, sin embargo actualmente se sabe que son fitomasnampliamente
distribuidas en las plantas superiores y respoesabie la regulacion de diversos
procesos relacionados con su crecimiento y de&artdedden, 1999; Sponsel, 2003).
Por esta razon y debido a las multiples aplicasicagronomicas que tienen las GAs
producidas biotecnol6gicamente por el hoRgdujikuroi, se ha estudiado y descrito en
detalle su biosintesis y regulacion a nivel deré@ciones quimicas, las enzimas y los
genes tanto en sistemas vegetales como en el Hanfygikuroi, (MacMillan, 1997;
Hedden et al., 2002; Tudzynski, 2005). Desde et@ude vista estructural las GAs son

metabolitos diterpénicos con el esqueleto carboietlentgiberelano (Fig. 1). Pueden
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l. INTRODUCCION

tener 19 carbonos (GAs:z§f o 20 carbonos (GAs+g) formando 5 o 4 anillos
respectivamente. El quinto ciclo es un anillo la@6 (Fig. 1). Las GAs-¢ derivan de
las GAs-Go por eliminacion del metilo en C-20 como £0odas las GAs bioactivas
como fitohormonas son GAs:& GA;, GAs, GA, y GA; (Sponsel y Hedden, 2004).
Aunque las plantas y el hongo fujikuroi producen GAs estructuralmente idénticas, su
biosintesis sigue diferentes rutas con distintasaienes, enzimas y genes (Hedden et
al., 2002; Tudzynski, 2005).

Como todos los terpenoides, las GAs derivan deloaaievalonico (MVA) a
través de la unidad basica isoprénica, el isopérddasfato (IDP), precursores que se
sintetizan a partir de la acetil-CoA. Las reaccorme alargamiento de la cadena
isoprénica hasta farnesil difosfato (FDP, C15) fammparte de la via general de
biosintesis de terpenos (Fig. 3) pero a partir @ Ha via se ramifica en forma
especifica para la biosintesis de GAs. El interargasiguiente, geranilgeranil difosfato
(GGDP) es precursor tanto de carotenoides y ubigaincomo de GAs, pero las
respectivas biosintesis estan localizadas en difssecompartimentos subcelulares con
pooles de sustrato independientes (Domenech etl@96; Giordano et al., 1999).
Ademaés la formacion de GGDP es catalizada por daBssintasas diferentes (Mende
et al., 1997; Tudzynski y Hoélter, 1998). En la mdgade las plantas sin embargo, al
menos en los 6rganos verdes, el IDP no sélo previenla via del MVA (ubicada en el
citoplasma) sino que predominantemente provienardil eritritol fosfato (MEP) en
los plastidios, via que se inicia a partir de yato y gliceraldehido-3-fosfato

(Eisenreich, 2001; Sponsel, 2002).
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ent-kaureno

-

GA,,-aldehido

COOH

Fig. 3. Via de biosintesis de GA GA; (destacados en amarillo) en planta superiores y
en el hongd-. fujikuroi. Las reacciones y enzimas de plantas se muestrancey para

F. fujikuroi en celeste. Las flechas negras indican la rutabdéta. GGS-2: geranil
geranil difosfato sintasa, CPS/Ké&ntcopalil difosfato/entkaureno sintasa, CP8nt
copalil difosfato sintasa, K&ntkaureno sintasa, K@ntkaureno oxidasa, KACent
kaurenoico oxidasa.
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Tanto en plantas como en el hongo el GGDP es nmstente convertido en el
hidrocarburo cicliccentkaureno en dos etapas via el intermediario ciaticecopalil
difosfato (CDP; Fig. 3). En las plantas las dogaciones son catalizadas por enzimas
diferentes, la CDP sintasa (CPS) yel@tkaureno sintasa (KS) (Duncan y West, 1981;
MacMillan, 1997) mientras que eR. fujikuroi una ciclasa bifuncional (CPS/KS)
cataliza ambas reacciones (Kawaide et al., 199@zyinski et al., 1998). Entkaureno
luego se oxida en el metilo C-19 hasta acido cdliboxgenerando acidentkaurenoico
via entkaurenol yentkaurenal. Una monooxigenasa P450 cataliza laga&i@nes en
plantas (KO; Helliwell et al, 1998) o en el hondg¥50-4; Tudzynski et al., 2001). El
acidoentkaurenoico sufre varias oxidaciones posteriore§8-&n C-6 y/o C3 catalizadas
por otra monooxigenasa P450 multifuncional:elakaurenoico oxidasa en plantas (
KAO; Helliwell et al., 2001) o la G# sintasa erf. fujikuroi (P450-1; Rojas et al,
2001, 2004). La monooxigenasa P450-1 conviertecielo&entkaurenoico en G a
travées de acidoent7a-hidroxikaurenoico, GA aldehido y GA, aldehido como
intermediarios (Fig. 3) lo que indica que esta mzpuede oxidar al menos tres centros
carbonados del sustrato, C-7, C-6 y C-3 (Rojas.,e2@01). Por lo tanto, en el hongo la
via se ramifica a nivel del GA aldehido generando tanto GAB-l@droxiladas (via
principal) como GAs no hidroxiladas (via minoriggri En plantas la&ntkaurenoico
oxidasa carece de actividad de&t8droxilasa por lo que no se forma @Aaldehido a
diferencia deF. fujikuroi. La hidroxilacion en 3 ocurre al final de la sewia
metabdlica y es catalizada por dioxigenasas depetadi de 2-oxoglutarato (Hedden et
al., 2002). A partir del G& aldehido la secuencia difiere en plantds fujikuroi. En el

hongo tanto GA, como GA> son oxidados en C-20 eliminandose el metilo em#&ode
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CQO;, a través de intermediarios C-20 alcohol y C-2@laildo (Tudzynski et al., 2002).
La C-20 oxidasa del hongo es una monooxigenasafumgibnal unida a la membrana
del reticulo endoplasmico (P450-2; Tudzynski et2002) que forma las GAs:£GA,

0 GAo. A diferencia del hongo, en plantas la C-20 oxadas una dioxigenasa soluble
dependiente de 2-oxoglutarato (Hedden et al., 2002)

Las dltimas etapas de la biosintesis de;,GA principal producto final ef.
fujikuroi, consisten en la introduccion de un doble enlac&An por una desaturasa
seguida por la hidroxilacion en C-13 de G@ig. 3) por una monooxigenasa P450
(P450-3; Tudzynski et al., 2003). Recientementaamostré que la GAdesaturasa
fungica es una dioxigenasa soluble dependiente-aleo@lutarato (Battacharya et al,
2012), la tnica enzima de este tipo presente sisteima fungico.

La giberelina GA, el principal producto final en el hongo es siztala sélo por
algunas plantas a través de reacciones alternagivasnvolucran intermediarios 13-
hidroxilados (Fig. 3). En general el principal puotb final en las plantas es G£GA

bioactiva B,13-dihidroxilada G (Hedden et al., 2002).

I.4. Genes de la biosintesis de GAs y su regulacion

Como ocurre con los genes de diversos metaboléognslarios fungicos, los
genes de la biosintesis de GAs Flefujikuroi se encuentran agrupados en un cluster
(Tudzynski y Hoélter, 1999; Rojas et al., 2001; Tymkki et al., 2001, 2002,2003). Siete
genes agrupados en el cromosoma IV (Linnemanstiak, €0999) codifican para las

enzimas que catalizan las 15 reacciones de lantésss de GAa partir de GGDP (Fig.
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4). Mediante disrupcion génica o administracionpdecursores de GAs marcados con
14C a una mutante de. fujikuroi que carece del cluster (SG139) complementada con
genes unicos, se demostraron en forma inequiveckuteiones cataliticas asociadas a
cada una de las enzimas, varias de ellas multdoates (Rojas et al., 2001; Tudzynski
et al., 2001, 2002,2003). Ademas de un gen qudicadiara laentkaureno sintasa
(CPS/KS) el cluster contiene un gen que codifica paa GGDP sintasa especifica para
la biosintesis de GAs (GGS-2), cuatro genes de magenasas P450 (P450-1, P450-2,
P450-3 y P450-4) y un gen que codifica para unatdessa (DES) (Tudzynski, 2005).
Tanto los geneB450-4y P450-1comoggs2y cps/ksforman una unidad transcripcional

compartiendo un promotor bidireccional (Fig.4).

des P45( 4 | P450-1 § P450-2 QJusfsta cps/ks -3 |

;

-—II.HII.—lIII-II—IIIII—-II--—ﬂII-—

1 kb
i

Fig. 4. Mapa fisico del cluster de genes de la biosintisiGAs erFusarium fujikuroi.

A diferencia de los genes de GAs leefujikuroi los genes de la biosintesis de
GAs deArabidopsis thalianao de otras plantas se encuentran dispersos eznehm
(Hedden et al., 2002). Ademas, sobre todo paraefapas finales de la secuencia
biosintética existen familias multigénicas que gpresan en forma diferencial en los

distintos tejidos durante el desarrollo de la @ghtedden et al., 2002; Tabla 2).
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Tabla 2. Genes dé\rabidopsisinvolucrados en la biosintesis de GAs y la fundénas
proteinas codificadas.

Gen Enzima (funcion)

cPs CDP sintasa (GGP a CDP)

KS entkaureno sintasa (CDPeatkaureno)

KO entkaureno oxidasaftkaureno a acidentkaurenoico )
KAO1 acidoentkaurenoico oxidasa (acidmtkaurenoico a G#)
KAO2 acidoentkaurenoico oxidasa

GA200x1 GA 20-oxidasa (GAY/GAs3 a GAYGALg)

GA200x2 GA 20-oxidasa

GA200x3 GA 20-oxidasa

GA200x4 Sin determindr

GA200x5 Sin determindr

GA3o0x1 GA 3B-hidroxilasa (GA/GA2o a GAJGA:)

GA3o0x2 GA 3B-hidroxilasa

GA30x3 GA 3B-hidroxilasa

GA3o0x4 GA 3pB-hidroxilasa

GA 2-oxidasa (GAIGAJ GAg/GAzo a GAQ/GA14/GA51/GA29y

GAZox1 catabolitos correspondientes)

GA20x2 GA 2-oxidasa

GA20x3 GA 2-oxidasa

GA20x4 GA 2-oxidasa

GAZ2o0x5 Probablemente pseudoden

GA20x6 GA 2-oxidasa

a. Clasificadas como GA 20-oxidasas de acuerdsedaencia aminoacidica predicha.
b. El gen contiene una larga insercion y aparent&m® se expresa.
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En relaciéon a la regulacion de la biosintesis des ®@AF. fujikuroi el principal
mecanismo regulatorio es la represion de la exgmede los genes por compuestos
nitrogenados principalmente glutamina y amonio (bwfy Agosin, 1993). Se ha
demostrado que este Ultimo es convertido en glm@mor la glutamina sintetasa la que
seria el verdadero represor de los genes de léntées de GAs (Mufoz y Agosin,
1993). El factor transcripcional AreA un factordi@ATA-1 (Cys2-Cys2 Zn) participa
en la regulacion de la expresion de los genes miedimion a secuencias GATA en las
regiones promotoras de los genes de GAs, mediamdterrepresion en ausencia de
glutamina. La existencia de dos secuencias dobl&@AGAn la regiébn promotora de
P450-4es esencial para la expresion de este gen (Mihlah,2003). Seis de los siete
genes del cluster presentan motivos GATA en losnptores y son reprimidos por
amonio en tanto que P450-3 no presenta elementde GATA en su promotor y no
cambia su nivel de transcritos en presencia de nfdndzynski et al., 2003).

En plantas la funcion de las GAs como hormonas ltaee presenten una
regulacion muy fina por factores ambientales y/ddégenos. Los niveles de GAs
bioactivas se mantienen por regulacion feedbaclkppmiucto final de la via metabdlica
(Phillips et al., 1995; Hedden, 1999). La luz (Gbm et al., 1986; Oh et al., 2006) y la
temperatura (Yamaguchi et al., 2004; Penfield gt2005) también son factores que
regulan la biosintesis de GAs en plantas. Particidate la C-20 oxidasa que convierte
las C20-GAs en C19-GAs bioactivas es una enzinznaihte regulada (Phillips et al.,
1995; Hedden, 1999). Ademas en plantas las GA<tiea pierden su actividad por
hidroxilacion en C-2 (Yamaguchi, 2008), por epokida en el doble enlace 16,17 (Zhu

et al., 2006) o por metilacion (Varbanova et aDp& o conjugaciéon con unidades
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glucosilo (Schneider et al., 1992). Curiosameni®A] se degrada mucho mas lento que
las otras GAs bioactivas lo que explicaria el ndocafecto que produce el GAlel
hongo sobre las plantas de arroz (Sponsel y He@®&4,). En los sistemas fangicos no
existen mecanismos de inactivacion de GAs ya quesnen una funcion hormonal.

En este trabajo de Tesis se investigd la capacdtadroducir GAs y se
analizaron funcionalmente las oxidasas de GAs eras/a@species del complef®.
fujikuroi con el objeto de completar la informacion acerealal distribucion de esta
capacidad biosintética en el génefosarium Se investigaron tres especies que
contienen el cluster completo de genes de la lhemide estas fitohormond&sisarium
sacchari(MP-B), especie aislada de la cafia de azfeearium konzunfMP-I) especie
aisladas de pasto de praderBusarium subglutinangMP-E) especie aislada del maiz.
F. sacchariestd cercanamente relacionadg. dujikuroi y pertenece al clado Asiatico
mientras qud-. konzumy F. subglutinansestan lejanamente relacionadas. dujikuroi
y pertenecen al clado Americano. Previamente s ltdscrito variabilidad genética en
distintas cepas dE. konzumya que se encontrd0 una cepa productora de yGvarias
cepas no-productoras de esta especie (Malonek,e2085 a). Por otra parte, no se
detectaron GAs-{s por HPLC en el medio de cultivo de varias cepabk.d&chariy F.
subglutinanscrecidas en condiciones de nitrégeno limitantel@iiek et al., 2005 a). Se
investigd la biosintesis de GAs por GC-MS asi canediante la administracion de
precursores marcados ci€ en nuevos aislados de estas tres especies gre#iodron
cepas productoras de GAs y no productora$.esacchariy F. konzummientras que
ninguna de las cepas de subglutinanssintetizd GAs. Finalmente se caracterizo el

metabolismo de GAs en las poco frecuentes cepa$.dmijikuroi (MP-C) y F.
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proliferatum (MP-D) que pueden cruzarse entre si, asi coma @nolgenie respectiva.
Se ha encontrado que algunas de estas cep#&s figikuroi sintetizan GA en vez de
GA3 lo que sugiere un bloqueo a nivel de la desatueastanto que las cepas He
proliferatum no sintetizan GAs pero podrian contener una dessduactiva. Se ha
demostrado que el sistema que controla la prodocde GAs es funcional eR.
proliferatum puesto que el clustede genes de GAs dE. fujikuroi se expreso
eficientemente y resulté funcional en esta esp@dadonek et al., 2005a). Se investigo
gué GAs e intermediarios sintetiga proliferatumy la progenie lo que indicaria qué
bloqueos genéticos presentaBe esperaba que la capacidad de producir estos
metabolitos segregara de manera Mendeliana en dgempie lo que podria dar
informacién acerca de los mecanismos de intercargbiwético interespecies en el

géneroFusarium
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I.5. Hipdtesis

* Las especies fangicas del complé&dbberella fujikuroj Fusarium sacchary
Fusarium konzunaontienen cepas activas en la biosintesis deddibas y cepas
inactivas. Las cepas #risarium subglutinanso producen giberelinas.

» La cruza entre una cepa Hasariumfujikuroi (que produce G4 y una cepa de
F. proliferatum (que no produce GAs), genera cepas hibridas cavasu

capacidades biosintéticas con respecto a las papestales.

I.6. Objetivo General

Caracterizar la biosintesis de GAs y la funcioralidle las oxidasas de giberelinas en

distintas especies del complejo de espe@edujikuroi (F. konzum, F. sacchari, F.

subglutinanyy en cepas hibridas enfrefujikuroi y F. proliferatum
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I.7. Objetivos Especificos

Investigar la biosintesis de GAs en distintas celeds saccharj F. konzuny F.

subglutinansidentificar las GAs extraidas del cultivo medea@®C-MS.

» Caracterizar las actividades de las distintas caslale GAs en las cepas activas
administrando precursores de GAs marcados &@re identificar los productos
de metabolizacion por GC-MS.

* Determinar si hay algunas de las oxidasas de GAsaacen las cepas no
productoras d&. konzumF. sacchariy F. subglutinans

» Caracterizar el metabolismo de GAs en cepas hedaeF. fujikuroi (MP-C)

y F. proliferatum(MP-D).

» Comparar la capacidad de biosintetizar GAs dedpax parentales y la progenie.
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II. MATERIALES Y METODOS

II.1. Cepas deFusarium e hibridos CxD

Las cepas datilizadas en este estudio Be subglutinansdeF. saccharj deF.
konzum, C-1995 deF. fujikuroi y D-4854 deF. proliferatumfueron proporcionadas
gentilmente por la Dra. B. Tudzynski de la Univdesl de Minster, Alemania. Las
cepas provenientes de cruzas emirefujikuroi y F. proliferatum utilizadas en este
trabajo fueron proporcionadas gentilmente por el Deslie de la Universidad de
Kansas Las cepas C-199% (fujikuroi) y D-4854 E. proliferatun) pueden reproducirse
sexualmente entra ellas y completar la meiosis ymeddo una descendencia viable
(haploide). Las cepas parentales y de la progetiigados en este trabajo son los

descritos y parcialmente caracterizados en Leshé €004a).

I1.2. Condiciones de cultivo e induccion de la sipsis de GAs

Las especies del complefa fujikuroi se mantuvieron en placas de agar papa
dextrosa a 4°C desde las que se inocularon a uiordigdido que contiene 1,92 g/L de
NH4NO;3, 80 g/L de glucosa, 5 g/L de KPO,, 1 g/L de MgSGx 7H,0O, 0,1 % de
solucion de elementos traza (100 mL de esta Ukimhacion contiene : 0,01 g de Mgs0
X 7TH;0, 0,1 g de FeS{Xx 7H,0, 0,015 g de CuSx 5H,0, 0,161 g de ZnSOX 7TH,O y
0,01 g de (NH)sM07024 x 4H,0) (40% ICI, Geissman et al., 1966). El cultivarseubo

durante 3 dias a 28°C con agitacién orbital (1508)rp.a biosintesis de GAs se indujo
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transfiriendo un inoculo a un medio de la misma position pero que no contiene

NH4sNOs3 (0% ICI) (Candau et al., 1992, Brickner y Blechmizit, 1991)

I1.3. Metabolizacion de precursores de GAs

El micelio obtenido de cultivo crecidos en el niedD% ICI (Geissman et al.,
1966) fueron filtrados y lavados 3 veces con elmignedio sin NENO; (0% ICI) para
eliminar las GAs enddgenas y el M¥D3. Estas interfieren en los estudios metabdlicos
compitiendo con los precursores radiactivos porelagimas de la sintesis de GAs y
ademas interfieren en la identificacion por espacétria de masas de los productos e
intermediarios marcados isotépicamente. El micgdicuspendié en 5 mL de medio 0%
ICI y se traspasd 1 mL de la suspensién a un maazcontiene 9 mL del mismo
medio y se agregaron los precursores marcado$'€oen forma de solucién metandlica
(10-150 4L ): ent*C-kaureno, &cido7a-OH-'*C-entkaurenoico,**C-GAs, aldehido,
¥C-GA,, Y'C-GA, YC-GA;, C-GAy (40.000 - 600.000 dpm para los ensayos
analiticos y 150.00-400.000 dpm para los ensayepapativos). Se afadié a cada
cultivo AMO 1618, un inhibidor de l&ntkaureno sintasa, con el fin de evitar la
interferencia de las GAs enddgenas. Después das3ddi incubacion, los productos
fueron purificados desde el filtrado mediante p#&iti en acetato de etilo, extraccién en
fase solida y HPLC (Urrutia et al.,, 2001; Rojasakt 2001) y se identificaron por
comparacion con los tiempos de retencion (Tr) dénesres de GAs. Para ensayos

preparativos en los que la finalidad es identifipgoductos o intermediarios por
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cromatografia de gases /espectrometria de masa®i83Cse utilizd entre 150000 y
400000 dpm de cada precursor. Se inhibi6 la sthsilogena de GAs agregando al
medio de cultivo AMO 1618 (200 M), inhibidor de lentkaureno sintasa

(Rademacher, 1992).

I1.4. Extraccién de **C-GAs desde el filtrado del cultivo y/o micelio.

Los productos e intermediarios de la biosintesi&As fueron extraidos desde el
filtrado del cultivo y/o desde el micelio, despuds separar las células mediante
centrifugacion. Las GAs son secretadas por el hgnge encuentran en el filtrado del
cultivo, sin embargo algunos intermediarios y prids poco polares, principalmente
los derivados de¢ntkaureno, pueden encontrarse en el micelio. Despeé&eparar el
filtrado, el micelio se lavd con4@ y las fases acuosas combinadas se acidificasia ha
pH 3,0 con HCI 2N para protonar los grupos carladailde las GAs y permitir su
extraccion hacia una fase organica. Las fases asuasidificadas se sometieron a
particidbn con acetato de etilo y la fase organe@wapord a sequedad al vacio a 30°C,
en un evaporador rotatorio. Las muestras se desolvien una solucion metandlica al
10%, condiciones en que se disuelven las GAs y a® pgigmentos quindnicos
provenientes del cultivo y se continud purificadd® GAs mediante extraccién en fase
sélida en columnas C18 (SepPack, Waters). Las magestieron aplicadas a las
columnas equilibradas con® acidificada con &cido acético hasta pH 3,0 yisgeeon
con metanol después de lavar la columna cgd &tidificada. El eluido metandlico se

evaporo a sequedad bajo una corriente glg s GAs se disolvieron en metanol para
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su analisis por HPLC y posteriormente por GC-MSeativamente se identificaron
los productos en el extracto total, principalmeate las muestras que presentaban

productos inesperados o de dificil separacion.

I1.5. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se utilizé un cromatégrafo liquido de alta resmioc(HPLC) Waters 600
equipado con una columna de fase reversa C18 dg 250m (Simmetry, Waters). Las
corridas consistieron en un gradiente lineal deng® de metanol en ¥ acidificada a
pH 3,0 desde 60% hasta 100% metanol, seguida poingtos de flujo isocratico de
metanol. El flujo fue de 1 mL/min y se colectarsactiones de 1 mL en las que se
determind la radiactividad por centelleo liquidoslproductos se identificaron mediante
comparacion de sus tiempos de retencién con loeglestandares de los productos
esperados. Alternativamente, algunos producto®fuéerivatizados para su analisis en

GC/MS.

I1.6. Cromatografia en capa fina (TLC)

Se realizé en cromatofolios de silica gel G (Merc&® aplicaron a las placas
100- 20Q.L de una solucién metandlica de los productos deoéizacion del entC-
kaureno. La muestra se hizo migrar 7 cm utilizahelwano como fase movil. Luego, se
raspo la silica gel cada 1 cm y se midi6 la radiatzd en cada fraccion por centelleo

liquido. Para posterior andlisis por GC-MS los picids se eluyen desde la silica con
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MeOH durante 1 hora. Para las giberelinass @45 A7 analizadas por TLC se utilizd
silica gel eluida con acetato de etilo/cloroforraoido acético (60:40:5). Las placas se

revelaron por luz UV.

I1.7. Cuantificacion de la radiactividad por centeleo liquido

Se utilizé liquido de centelleo que contiene 0,428e POPOP (1,4-bis-[2-(5-
feniloxazoil)]-benceno) y 4 g de PPO (2,5-difendarl) en 1 L de tolueno grado
técnico. Esta mezcla se diluydo con 500 mL del detge Arcopal después de su
disolucion para completar la solucion de centelldmma vez colectadas las fracciones de
1mL se colocaron en viales con 4 mL de liquido eetalleo. La radiactividad de las
muestras se cuantifico en el contador Packard @rb>@odelo 1600 TR. La eficiencia

de conteo fue de un 98%.

[1.8. Identificacion de los productos por espectroratria de masas

La identificacion de los productos de metaboligagr de las GAs enddgenas se
realizé en el Laboratorio de Hormonas VegetaleRd#hamsted Research en el Reino
Unido, facilidad proporcionada por el Dr. Peter Heal director del Grupo de
Bioquimica de Fitohormonas. La identificacion fealizada en base a los espectros de
masa Y los indices de retencién de Kovats, quesgararon con los de GAs estandar

(Gaskin y MacMillan, 1991). Previo al andlisis, lamiestras fueron metiladas con
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diazometano etéreo y transformadas en los tririgtdsteres por calentamiento coh

trimetilsilil- N-fluoroacetamida a 9C€ por 30 min (Urrutia et al., 2001).

11.9. Andlisis de Northern Blot

El RNA fungico se extrajo moliendo el micelio lifado en un mortero para
obtener un polvo fino el que luego se disperso rriampon de extraccion como se
describe en Cenis (1992). El RNA total fue aislada un Kit de extraccion de RNA
total RNAgents (Promega GmbH, Mannheim, Alemaniags muestras de 20ug de
RNA total fueron transferidas a membranas Hybofididspués de electroforesis en un
gel de agarosa 1% (w/v) conteniendo formaldehido,aduerdo a Sambrook et al.
(1989). Las hibridaciones de Northern blot fuerealizadas de acuerdo al método de
Church y Gilbert (1984). Las sondas marcadas®@®rfueron preparadas utilizando el
método de random oligomer-primer y las membranasofuhibridizadas de acuerdo al

protocolo de Sambrook et. al (1989).
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CAPITULO lII.

RESULTADOS
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Ill. RESULTADOS

lll.1. Biosintesis de GAs yent-kaurenoides en distintas cepas de. sacchari(MP-

B)

La biosintesis de GAs gntkaurenoidese investigé en 7 cepas Hesacchari
(Tabla 3) las que fueron cultivadas por 10 diasuenmedio liquido quimicamente
definido y limitante en compuestos nitrogenados. I8 7 cepas seleccionadas, dos
cepas habian sido previamente investigadas, laBd@25 (Malonek et al., 2005a) y la
cepa B-7610 que fue reportada como una cepa pardute GAs (Kawaide, 2006). Las
GAs se aislaron desde el filtrado del cultivo yidentificaron por GC-MS después de
derivatizarlas como metil ésteres y trimetilsiliekes (Tabla 3). Se encontré que las
cepas B-1732, B-12756, B-7610, B-1721 y B-1797esirdin GAs, principalmente GA
a diferencia de las cepas B-3828 y B-1725 que merdgolamente trazas de &yo

GA:.
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Tabla 3. GAs yentkaurenoides sintetizados por distintas cepds. dacchari
GAg; acido giberelenico; Diacido Fujenoico
B-1732 GA13, GAsg iso GA;;  Triacido Fujenoico 1:0,55
GA1; GAs (principal)  7(,18-diOHkaurenolido
GAg; GAz4 GAzs, GAyy,
B-12756
GA4 GA7; GAs(trazas);
GA; (trazas); Diacido Fujenoico 1:0,14
GA; (principal)
(F. fujikuroi) GA; (principal), GA,  Diacido Fujenoico
GA,4, GAy, GAg Triacido Fujenoico
7B,18-diOHkaurenolido

GAs, GA;; acido
GAg GA; .d|a0|d.o 1’10_' 7B-OHkaurenolido
eno de GA GAzs Ghas niacido Fujenoico
B-1721 GA,; acido giberelenico; £ ., . JE€NOK 1:0,37

: ; . " Tridcido Fujenoico

GA13 GAszs GA1; GAg; 78 18-diOHK lid

2-epi-GAyz (principal) B.18-diOHkaurenolido
* No se detectaron estos productos por GC-MS

Diacido Fujenoico
Triacido Fujenoico 1:0,17
7B,18-diOHkaurenolido

giberelenico; GAg;
GAsze GAsz; 1S0-GAg;
GAse GA4;
GA14; GA4, acido
giberelenico; GAg; Diacido Fujenoico
B-1797 GAsze, GA47; iso-GAg;  Triacido Fujenoico 1:0,32
GAse GAg; 7B,18-diOHkaurenolido
GA; (principal)
B-3828 GAs3 (trazas)  -----meemeeee- &
i GA; (trazas); o .
B-1725 GA, (trazas) Diacido Fujenoico

GA; (principal)
IMI 58289 7B3-OH-kaurenolido
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Las cepas B-12756 y B-1732 acumularon cantidadgsifisativas de GA
después de 10 dias en el cultivo (28,4 ng/mL y Rg/anL respectivamente; Tabla 4),
mientras que los cultivos de las cepas B-76101y7Bt contienen menores niveles de
este producto final, 11,36 pg/mL y 2,76 pg/mL resipamente (Tabla 4). En los
cultivos de las cepas B-1732, B-7610 y B-1797 seominaron solamente GA$33
hidroxiladas a diferencia de las cepas B-12756 /Bl que sintetizan ademas GAs de
19 C y 20 C no-hidroxiladas junto con GAg-RBidroxiladas (Tabla 3, Figura 5). Por lo
tanto, ademas de la cepa B-7610 previamente desseitencontraron otras cepad-de
sacchari productoras de GAs, principalmente a través dédale $-hidroxilacion, la
principal via de biosintesis de GAs Enfujikuroi. En los cultivos de algunas de las
cepas se encontraron productos que no corresp@ddarmediarios de la biosintesis
de GA; 0 GA¢: el acido giberelénico, iso-GAdiacido 1,10- eno de GAGA,7 (20-OH-
GA4), GAss (la-OH-GAy) y 2-epi-GAiz (20-OH-GAs3). El 4cido giberelénico, iso-GA
y diadcido 1,10- eno de GAson probablemente productos no enziméticos formados
durante la fermentacion o en la extraccion a pld@anientras que los productos GA
GA16 Yy 2-epi-GAi; podrian ser productos laterales de la 1,2 desatula GAs (Tabla 3,

Fig. 5).
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Tabla 4. Niveles de GAen el medio de cultivo de distintas cepa& dgacchari(MP-B)

Niveles Relativos d€g
**
1

B-12756 28,4

B-1732 27,2 0,96

B-7610 11,4 0,4

B-1721 2,8 0,1
B-12756 T1* 53,6 1,9
B-12756 T2* 78,6 2,8
B-12756 T3* 83,2 2,9
B-12756 T7* 68,2 2,4
B-12756 T11* 30,6 11

* Transformantes de la cepa B-12756 complementeaiasos geneggs2y cps-ksde la
cepa m567 d€. fujikuroi.
** Cuantificado mediante GC-MS.

Cepas

100 11

ED
o

&0

%Abundancia Relativa

10

I:|2'|_[:‘ M5 220 25 30 N5 40 245 250 255 260 W5 70 TE WO
Tiempo (min)

Fig. 5. Analisis de GC-MS del filtrado del cultivo de dapa B-12756 de F. sacchari.
Corriente ionica total para un extracto de acetlgcetilo después de derivatizacion a
metil esteres y a trimetilsilil éteres. Los computes principales fueron identificados
por comparacion de sus espectros de masas conatos gublicados (Gaskin and
MacMillan, 1992). Peak 1: GA Peak 2: GA Peak 3: GA Peak 4: 4cido fujenoico,
Peak 5: triacido fujenoico, Peak 6: 4cido giberielgnPeak 7: GAs, Peak 8: GAy/ iso-
GA3/ GA6 Peak 9: B,18-diOH-kaurenolido, Peak 10: GA Peak 11: GA
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Aunque existan cepas de. sacchari que sintetizan GA (Tabla 3), éstas
producen una menor cantidad de este producto pecw® a la cepa silvestre IMI
58289 deF. fujikuroi (109,2 pug/mL), lo que sugiere que en algun puettacsecuencia
metabolica existen etapas lentas. Estas podriarespander a las etapas iniciales
catalizadas por GGS2 y/o CPS-KS, que son las ethfmpleadas en cepas no-
productoras d€&. proliferatum(Malonek et al., 2005b). Para investigar estalplidad,
se determinoé la capacidad de biosintetizar GAs garsformantes de la cepa B-12756
complementadas con los gerggs2y cps-ksde la cepa m567 de fujikuroi (Tabla 4).
Para todas las transformantes se encontré6 un aorsgntificativo en la cantidad de
GA; después de 10 dias cultivo (Tabla 4). En la Fee éwuestra un analisis de TLC del
filtrado de los cultivos de las distintas cepagipatoras de GAs y las transformantes B-
12756. La cantidad de GApresente en el cultivo de las transformantes es
significativamente mayor que en las cepas no toamsfdas con los genes de
fujikuroi. Particularmente, los cultivos de las cepas toansintes B-12756 T2 y T3
presentaron una mayor concentracion deg G&,6 y 83,2 pg/mL) de 2,3 y de 2,9 veces
mayor respectivamente, que la cepa B12756 (Tabl&gps resultados indican que
efectivamente las etapas catalizadas por la GGSZRS5-KS son reacciones limitantes

en la biosintesis de G&nF. sacchari
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gl 8| 5|8

Gy | Gay, 2
e E|E B8 2 E
m|la|la|/f| 8| &8 82| =

Fig.6. Analisis de TLC del filtrado de los cultivos des leepas silvestres dfe sacchari
(B-1721, B-1732 y B-12756) y las transformanteBeE2756 complementadas con los
genesggs2y cps/ksde F. fujikuroi. Se extrajeron las GAs después de 10 dias en un
medio limitante en N. Los estandares de; @& A7 Se muestran en los carriles 1y 2.
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lll. 2. Actividad de oxidasas de GAs en cepas prodatoras (B-12756 y B-1797) y no

productoras (B-3828 y B-1725) d€&. sacchari

Con el objeto de caracterizar la actividad de ;sadade GAs eR. sacharj se
ensayaron las monooxigenasas P450-1,(Ghtasa), P450-2 (GA 20-oxidasa) y P450-
3 (GA 13-hidroxilasa) en las cepas productoras ZB56 y B-1797) y no productoras de
GAs (B-3828 y B-1725)Para el ensayo se agregaron los sustratos respgectiarcados
con *C, a los cultivos liquidos y se aislaron e idectifon los productos de
metabolizacion después de 3 dias de incubaciong bab

Para las cepas B-12756 y B-1797, el precuf¥GA, aldehido, sustrato de la
MO P450-1, fue transformado en los productos fmale la via 19,}8lacténicos“C-
GA; (31% y 22%, respectivamente)§C-GA; (6% y 9%) (Tabla 5). Se acumularon
ademas algunos intermediarios colfi6-GAs (22% y 33%) yC-GA; (9% vy trazas)
también lactonas  hidroxiladas junto conC-GAy4, un intermediario @-hidroxilado
Cu0 (23% para B-12756). El producto latet4C-GA; 3 (C20-carboxilato) se acumulé en
baja concentracion. Este es un producto final redtero de la oxidasa del metilo 20
(Tudzynski et al. 2002) que se forma también enaneantidad que la lactona en
F.fujikuroi. En ambas cepas, no se formaf@GAs no hidroxiladas, lo que indica que
la oxidacion de G4 aldehido se inicia con la hidroxilacion en C3 segude la

oxidacion en C7.
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Tabla 5. Transformaciones de precursores YE€-GAs, por cultivos de cepas
productoras (B-12756 y B-1797) Besacchari

Espectro de masa m/z
Productos® (%) (% szundancia relativa)

Yc-GAy,aldehido

SR

Yc-GaA,

Yc-GAy

1C-GAs (31%)

14C-GA; (6%)

C-GAL (22%)

YC-GA42(6%)

c-GA; (9%)

1C-GAL4(23%)

1C-GAL3 (3%)

14C-GAL5(9%)

14C-GA (55%)

14C-GAzs (9%)
YC-GAy (27%)

YC-GAs (27%)
YCc-GA; (73%)

1C-GA (24%)

14C-GAL (6%)

512(18), 510(8), 504(100), 489(11), 475(6),
460(7), 445(10), 370(15), 347(14), 311(8),
238(12), 208(41)

514(25), 512(15), 506(100), 491(11), 448(18),
377(11), 376(12), 357(4), 313(4), 209(10),
207(17)

426(16), 424(9), 418(21), 394(17), 390(17),
386(20), 336(20), 328(26), 295(41), 292(62),
290(67), 289(67), 284(100), 233(52), 231(59),
230(54), 229(61), 225(90), 224(62), 131(35),
129(46)

546(4), 531(26), 529(14), 523(16), 488(22),
481(11), 456(10), 448(11), 424(18), 416(22),
384(100), 382(60), 376(68), 322(29), 293(53),
287(33), 263(30), 235(48), 131(56)

424(20), 416(28), 288(20), 282(37), 229(40),
228(67), 223(63), 222(100)

456(5), 441(21), 424(61), 416(31), 396(55),
388(21), 334(36), 306(76), 304(54), 298(43),
293(97), 291(86), 287(53), 263(74), 245(54),
235(100), 231(32), 131(84)

477(25), 460(30), 436(38), 408(15), 400(77),
372(18), 349(33), 342(25), 318(13),

310(66), 283(41), 282(50), 251(18), 223(125),
131(38), 129(100)

346(15), 314(16), 300(11), 286(42), 243(22),
241(100), 195(16)

376(3), 348(7), 344(35), 316(98), 312(35),
300(9), 298(9), 288(85), 287(63), 285(33),
284(38), 257(23), 256(67), 239(12), 229(67),
228(97), 227(100)

374(26), 314(74), 286(100), 227(52), 226(13)

332(8), 300(100), 288(15), 272(95), 243(54),
229(56), 228(59), 217(27), 159(32)

506(44), 504(100), 489(7), 475(5), 460(4),
445(7), 372(11), 370(26), 355(11), 347(8),
311(10), 238(11), 208(20)

No fue analizado

420(1), 405(3), 389(5), 373(100), 345(95),
329(5), 327(6), 301(87), 286(63), 271(8), 245(6),
227(49), 225(34)

422(91), 407(22), 405(44), 391(9), 378(20),
363(50), 349(10), 347(18), 331(100),303(24),
288(21), 273(26), 245(31), 227(28), 132(98)

Continuacion de tabla pag. 37
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C-GAs (22%)

1C-GAL (9%)

14
C-GA;3(trazas)

YC-GA; aldehido ,
C-GA, (33%)

1C-GAL4 (16%)

1c-GA; (trazas)

1C-GA; (25%)

Yc-GA
YC-GA; (75%)
1C-GAL (T%)
UC-GA 1C-GALw (13%)

1C-GAy (80%)

512(30), 510(16), 506(15), 504(100), 489(9),
475(3), 460(6), 445(9), 370(9), 347(16), 311(11),
238(9), 210(18), 208(34)

514(80), 512(40), 506(100), 499(6), 497(5),
491(11), 455(12), 454(11), 448(12), 381(13),
377(11), 376(11), 319(8), 317(9), 209(16),
207(13)

485(9), 477(22), 442(13), 436(24), 408(33),
400(54), 378(13), 372(18), 318(30),
310(49), 288(22), 282(40), 229(19), 223(12),
131(63), 129(100)

425(23), 418(17), 394(25), 386(17), 336(27),
328(18), 295(69), 292(100), 290(71),
289(56), 284(74), 237(50), 233(51), 231(83),
230(84), 229(79), 225(69), 224(53),

131(56), 129(49)

456(3), 441(17), 424(61), 416(25), 396(47),
388(22), 334(33), 306(80), 304(57),

298(35), 293(97), 291(74), 287(56), 263(74),
245(56), 235(100), 231(47), 131(80)

424(13), 416(17), 288(29), 282(20), 229(56),
228(100), 223(71), 222(96)

506(100), 504(98), 491(9), 489(9), 447(9),
445(10), 389(8), 387(10), 372(11), 370(11),
349(14), 347(14), 223(9), 221(9), 210(34),
208(36)

No fue analizado

405(7), 373(100), 345(95), 317(9), 301(83),
286(63), 271(11), 245(8), 227(50), 225(39)

422(93), 407(24), 405(49), 378(22), 363(51),
347(22), 331(99), 303(26), 288(21), 273(23),
245(35), 227(29), 132(100)

No fue analizado

a. ldentificado en las fracciones de HPLC de Idsaetos de EtOAc de los filtrados de

los cultivos.

La actividad de la C20 oxidasa (MO P-450-2) deelpacB-12756 d€. sacchari

se ensay6 ademas directamente con el sustrataraxitdo,"C-GA;, que contiene el

grupo metilo en la posicion C20 y con el cual sedan detectar facilmente por HPLC

los productos de oxidacién. Este sustrato fue foamado a los productos finale$C-

GAy (C19; 19-isolactona, 27%) y C20 carboxilattC{GAzs, 9%) junto a los
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intermediarios C20 alcohol’C-GAss, 9%) y C20 aldehido™{C-GAx, 55%) (Fig.7).
Estos resultados difieren a lo que ocurrd-efujikuroi, sistema en el cual solamente se
encuentran los productos finales de oxidacion siomalacion de intermediarios
parcialmente oxidados (Tudzynski et al., 2002).bBbbemente esto refleja una baja
actividad catalitica de la C20-oxidasaFersacchari Es interesante que no se detectaron
intermediarios C20-aldehido ni C20-alcohdb-{8droxilados) desd&'C-GA;, aldehido
con la cepa B-12756, lo que indica que la C20-mddatiliza con mayor eficiencia el

sustrato B-hidroxilado GA4 que el sustrato no hidroxilado GA

Fig.7. Reacciones catalizadas por la MO P450-2 y readeéiteral catalizada por la
desaturasa de GAs.

La actividad de 13-hidroxilasa (MO P 450-3), enziqwe actia en la Ultima
etapa de la via sobre las GAg-@ctonicas se ensay6 utilizando los sustraf@&GA;
(3p-hidroxilado, A1,2) y *C-GAy (no hidroxilado). EI**C-GA; fue transformado
parcialmente en'C-GAz (25% y 27%, por las cepas B-12756 y B-1797) misnie el
1C-GAg no fue utilizado por esta enzima sino que fue cdime en **C-GA4 que
corresponde a un producto lateral de la desatwW@daAs (Fig. 7) (Tudzynski et al.,

2003) y“C-GAw que se formaria por una reaccién no enzimatigemmla accion
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inespecifica de oxidasas de otras vias (Tudzynskti 2003). Estos resultados junto con
la acumulacién de'*C-GA; y la baja cantidad dé“C-GA; encontrado en las
incubaciones con’C-GA;, aldehidosugieren que la 13-hidroxilasa utiliza AC-GA,

con baja eficiencia. La actividad de la 1,2 dessairde GAs se observo a traveés de los
productos de oxidacién de varios de los sustrato®micos:'C-GA,, *'C-GA y “C-
GAqs. El **C-GA, fue convertido principalmenteaC-GA; mas'*C-GAss y 1*C-GAus.
Estos dos ultimos fueron detectados como metabatitalogenos en los cultivos de las
cepas B-12756 y B-1797. EYC-GAg y 1*C-GAs3 fueron convertidos &'C-GA4 y C-
GA43, respectivamente, que son productos lateral dedaturasa de GAs (Tudzynski et
al.; 2003; Tabla 5).

A diferencia de lo que ocurre en las cepas prodast(B-12756 y B-1797), las
cepas no productoras de GAs, B-3828 y B-172b.dmccharj no presentaron actividad
de las oxidasas de GAs ya que no convirtieron magie los sustratos marcados con
14C en las condiciones anteriores. Después de 3ldiasubacion, se recuperé un 70%
del *C-GAy, aldehido y el 30% restante se recuperé6 como ptosiwmon tiempo de
retencion en HPLC que no corresponden a los produd® las oxidasas de GAs sino
gue serian mas bien productos inespecificos dedbmk$mo. Por otra parte, tanto el
1c-GA, comoC-GA; fueron recuperados intactos en la incubacion. usemcia de
actividad de oxidasas de GAs en las cepas B-38B81y25 deF. saccharipodria
deberse a una baja expresion de los genes dedimtiesis GAs, tal como se demostrd
previamente para los geneps-ks P450-4 ydesde la cepa B-00278 de. saccahri

(Malonek et al., 2005a).
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lll. 3. Giberelinas y entkaurenoides presentes en cultivos de distintas cepdeF.

konzum

Se investigo la capacidad biosintetizar GAs engaseld=. konzum(I-10653, 1-
11616, 1-11893, 1-10578, 1-10595 e 1-10678) queiaabsido aisladas de pastos de
praderas (Leslie, 1995). Después de una incubagdtD dias en el medio 0% ICI que
no contiene compuestos nitrogenados, se encontragpas productoras y no
productoras de GAs, tal como ocurre con las cep#s gacchari(Tabla 6). Ademas de
la cepa 1-10653, que ya se habia descrito comouptod de GA (Malonek et al.,
2005a), se encontraron otras dos cepds. k@nzuml-11616 e I- 11893, que sintetizan
GA: y GAz aunque en baja cantidad. Es interesante quedegd® activas, sintetizan un
producto final diferente al producto que se obtiendos cultivos dé-. sacchari6 F.
fujikuroi. En el medio de cultivo de 1-11616 e 1-11893 seoeir6 GA, giberelina
lacténica, B-13 hidroxilada que difiere de GAor la ausencia de la insaturacion en 1,2.
Este producto se genera directamente desdeg @ér la hidroxilacion en C13, a
diferencia de las cepas productorasFdesaccharique sintetizan principalmente GA
desde el precursor insaturado GR0s niveles de GApresentes en el cultivo fueron
bajos para todas las cepas FElekonzum(menos de 0,1 pg/mL), considerablemente
menores que los niveles encontrados en las cefigasadeF. saccharilo que sugiere
una menor actividad de las oxidasas de GAs. Noesecthron intermediarios de la
biosintesis de GAs en los cultivos (Tabla 6). Pioa parte el medio de cultivo de las
cepas 1-10578, 1-10595 e 1-10678 no contiene GAenkkaurenoides excepto trazas de

GA: en la cepa I-10578. Estos resultados confirmanildencia de cepas productoras y
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no productoras de GAs én konzume indican una baja eficiencia para la biosintdsis

GAs para esta especie.

Tabla 6. GAs presentes en los extractos del filtrado devadtdeF. konzum(MP-I)
: : _ Actividad P450-3/ des
ohoe (susiraio=GA,)

GA4 GA7, GAgs,

[-10653 GA,7; is0-GAg, 2:1 P450-3>des
GA16 GA1; GA3

1-11616 GA1; GA3 2:1 P450-3>des

-11893 GA;; GA3 2:1 P450-3>des
-10578 Trazas de GA No se detectaron GA

[-10595 e Seéj :;ectaron No se detectaron GA

No se detectaron

-10678 GAS No se detectaron GA
GA3; GA7, GAy,
IMI58289 GA; Des>>P450-3

(F. fujikuroi) GAzGA,=1:0,01

* |dentificadas por GC-MS.
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l1l. 4. Utilizacién de precursores de GAs marcadoson **C por la cepa I-10653 de

F. konzum(productora de GAs) y la cepa 1-10595 (no-producta)

Los cultivos de I-10653 transformaron completamenit§C-GA;, aldehido en
los productos G *‘C-GA, y **C-GA; (intermediarios lacténicosahidroxilados), junto
con varios productos no identificados que de atuarsus espectros de masas podrian
ser Go-GAs. De acuerdo al espectro de masas, estos posdumresponderian a acidos
tricarboxilicos mono y dihidroxilados y un productiosaturado, pero que no
corresponden a GAs conocidas (Tabla 7). No se émdcBie-GA; ni **C-GA; entre los
productos probablemente debido a la baja activitéath 13-hidroxilasa (Tabla 7). Esto
se confirmé por la conversién parcial del precut§6rGA,en los productos finalé&C-
GA:y *C-GAsjunto a la acumulacién del intermediario insaturd@GA; (Tabla 7).

La pequefia cantidad déC-GA; relativa a'“C-GAs no concuerda con los niveles de
GA;1 y GAs enddgenos y podria ser el resultado de un mayel d@é sustrato disponible
para la desaturasa en incubaciones con el susirdigeno'*C-GA,. El sustrato no
hidroxilado *“C-GA, fue convertido enzimaticamente a un producto matarp
desconocido (20%) que no pudo ser detectado poMGCrecuperandose el 80% del
sustrato sin transformar.

Aunque no es un intermediario de la biosintesi§&ée y GAs, el sustrato no-
hidroxilado **C-GAs, fue transformado por 1820 oxidasa en productos parcialmente
oxidados, C20 alcohof{C-GAss) y C20 aldehido(C-GAys) ademas de los productos

finales de oxidacion del metilo 26C-GAg y “C-GAss (Fig.7 y Tabla 7) En el
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experimento con“C-GA;, aldehidono se acumularon intermediarios de la vfi 3
hidroxilada lo que sugiere que la C20 oxidas#& dieonzumutiliza con mayor eficiencia
al sustrato B-hidroxilado **C-GA14 que el sustrato no-hidroxilad8C-GAs.. En F.
fujikuroi se encontro que la C20 oxidasa utiliza tantaf&Amo GA, sin acumulacion
de intermediarios (Tudzynski et al., 2012), lo quelria deberse a la alta eficiencia de
esta enzima en esta especie que transforma complet&a a ambos sustratos a los
productos finales, condiciones que no se evideng@anibles diferencias en su

utilizacion.
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Tabla 7. Productos de la incubacién de sustratos de oxidis&As t'C) con cultivos
de la cepa I-10653 de& konzum

Espectro de masa m/z
Productos (%) (% abundancia relativa)

14~_ 0 426(30), 424(14), 418(11), 394(31), 364(16), 33H(36
C-GA4(26%) 295(70), 292(100), 290(74), 284(38), 237(50), 23R(4
231(82), 230(80), 229(56), 225(27), 224(26), 131.(42

424(23), 422(13), 416(7), 396(11), 290(35), 288(21)
Ye-caA, (20%) 282(12), 229(72), 228(100), 227(44), 226(53), 233(3
222(39), 197(26)

i 0 428(63), 426(37), 420(14), 400(49), 392(16), 31B(51
Desconocido 1 [M420] (4%) 310(28), 297(100), 295(66), 291(56), 269(70), 26}(3

263(26), 239(71), 217(70), 131(81), 129(52)

14C-GA12 (100) (60) (32) (10) (3), 36%(

. . 500(100), 498(60), 492(32), 485(10), 477(3), 36%(13
CICLICOI Desconocido 2 [M492] (24%)  366(22), 364(12). 358(5). 340(19), 338(14). 332(9).
305(14), 299(5), 279(8), 275(6)

i 04).  498(20), 496(12), 490(6), 453(22), 400(34), 338(34)
Desconocido 3 [M490] (3%) Y
Espectro débil

i ) 498(100), 496(53), 490(35), 483(11), 332(13), 363(3
Desconocido 4 [M490] (11%) So00y 29500)

Desconocido 5 [M580] (12%)  sss(100), 586(55), 580(28), 573(26)

14~ . 346(12), 314(28), 300(23), 286(78), 268(9), 241§100
C-GA15(20%) 240(41), 195(49)

376(1), 348(5), 344(17), 316(66), 312(83), 300(16),
el (35%) 298(23), 288(65), 285(41), 284(42), 256(67), 243(12
239(14),229(44), 228(100), 227(84)

¥C-GAs (5%) 374(15), 314(76), 286(100), 227(35), 226(31)

332(2), 300(38), 288(10), 272(100), 254(8), 243(47)
Ye-GAy (35%) 228(45), 226(34), 213(14), 185(16), 171(16)

14~_ 0 506(97), 504(100), 491(7), 489(7), 447(7), 445(8),
C-GAs (25%) 389(5), 387(8), 372(9), 370(9), 349(10), 347(11),
299(6), 297(8),210(22), 208(30)

508(98), 506(100), 493(10), 491(10), 450(20), 40%(2
YHc-eA (5%) 377(18), 376(15), 315(9), 313(10), 209(22), 207(19)

i i i 0 520(25), 518(31), 460(36), 458(44), 410(59), 399(65
Acido giberelenico (5%) 371(100), 369(91), 311(41), 309(48)

Espectro mezclado: 418(19), 416(20), 386(11),
GA16 + GA47 (2%) 384(10), 358(12), 356(11), 300(20), 298(14), 28%(31
L oNe A; (13%) 282(40), 224(100), 222(91),195(23), 193(25)

420(20), 418(17), 392(12), 390(15), 388(22), 38%(18
360(13), 358(12), 330(29), 328(20), 291(49), 28%(44

Yc-ca, (50%) 286(100), 284(94), 263(24), 261(21), 227(75), 295(7
225(80), 226(64), 129(47)

14~_ 0 332(1), 300(41), 288(10), 272(100), 254(8), 243(44)
C-GAo (80%) 228(49), 226(35), 213(13), 185(16), 171(16)
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En conjunto estos resultados sugieren que las seddde GAs tendrian una baja
actividad en la cepa 1-10653 con respecto a lasrnexszdeF. fujikuroi. Esto se demostro
directamente midiendo la velocidad de oxidacionlatesustratos de la GAsintasa
(4cidoent*“c-kaurenoico), la C20 oxidasiC-GA;,) y la 13-hidroxilasa'(C-GA,) en
cultivos liquidos de las cepas 1-10653 Flekonzume IMI58289 deF. fujikuroi, que
contenian la misma cantidad de micelio (10 mg, peso) (Fig. 8). Los productos y el
sustrato remanente se separaron y cuantificaroifeeertes tiempos de incubacion
encontrandose que después de 30 minutos de inénbkcimitad del Acident'“C-
kaurenoico fue utilizado por la cepa IMI 58289 nies que para la cepa 1-10653 el
50% de conversién se obtuvo después de 3 dias§Figor otra parte*’C-GAy, fue
oxidado en un 50% por la cepa IMI58289 en 10 midi® incubacién a diferencia de |-
10653 que utilizé la mitad de este sustrato endigS. Finalmente, la actividad de 13-
hidroxilasa fue también considerablemente menda eepa I-10653 que en IM| 58289,
transformandose un 12% del sustrato en 7 dias caohpa2,5 horas para esta
conversion en IMI158289. La baja actividad de ogatade GAs observada en 1-10653
no se debe a una baja expresion de los genes ppesse ha descrito que los genes de

GAs se expresan en esta cepa (Malonek et al, 2005a)
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Fig. 8. Cinética de utilizacién de (A) acido efi€-kaurenoico, (B}*C-GA. y (C) **C-

GA, por cultivos deF.konzum(cepa [-10653) o d€. fujikuroi (cepa IMI 58289). Se
incubd la misma cantidad de micelio (10 mg peso/sé@ mL de cultivo) con 100.000
dpm de cada uno de los sustratos.
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A diferencia de la cepa 1-10653, la cepa no pramhact-10595 no dio productos
de la biosintesis de GAs a partir de distintosrinegliarios o precursores: acidot
700H- *C-kaurenoicoC-GA;, aldehido,**C-GA1s o0 C-GA, (Tabla 8). Ademas
del sustrato remanente, el acielot 7aOH- *‘C-kaurenoico se transformé en el hidrato
16,17, mientras quE¥'C-GAy4 se convirtié parcialmente en su isémero, probabfgene
por una reaccion no enzimatica durante la extraccida Unica actividad de la
biosintesis de GAs evidenciada fue una pequefiaecsiom de*C-GAq,en el hidrato de
14C-GAs (15%). Es posible que la ausencia de actividadkitasas en 1-10595 se deba a
gue los genes no se expresan 0 bien a mutacionles genes respectivos, aunque es

poco probable que todos los genes de oxidasas depf@denten mutaciones.

Tabla 8. Productos de metabolizacién de precursoré$@&As por la cepa 1-10595 de
F. konzum(no-productora de GASs)

% DE SUSTRATO
SUSTRATOS PRODUCTOS REMANENTE

Acido ent-7aOH-
Y4c-kaurenoico

No se detectaron productos p¢

1C-GA 1, aldehido

GC-MS
_-
¥C-GA L, Iso*C-GAL4

Solo se detecto6 el sustrato
remanente

100
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lll. 5. Ausencia de la actividad de oxidasas de GAsn cepas dé-. subglutinans(E-

09990 y E2192)

Las dos cepas, E-09990 y E2192 F. subglutinansgque fueron analizadas no
presentaron GAs rentkaurenoides en el medio de cultivo después deincudacion
de 10 dias en un medio inductor de la biosintesiestios diterpenos (Tabla 9). Cuando
se agregaron los sustratos de las distintas oxidds&As al cultivognt'“C-kaureno,
ent7aOH-*"C-kaurenoico, 1“C-GA;, aldehido, **C-GAs,, *C-GAw o C-GA,) se
encontrd solo el sustrato remanente mas algunadugias no relacionados con la
biosintesis de GAs (Tabla 9). Por ejemplo, la idéal del ent**C-kaureno fue
recuperado intacto en el extracto del micelio déspie 3 dias de incubacion mientras
que'*C-GA1, y Y*C-GA4 sufrieron una pequefia conversion en los hidrassgerivos,
por adicion de KO al doble enlace en la posicion 16, 17, una réactiespecifica
catalizada por enzimas de otras vias metabodlicas.ofa parte, ef'C-GA, fue
transformado en el derivado 3-acetatd'@-GA; (GA4 hidrato), mientras que un 30%
del **C-GA; se recuperé como i$t€-GA;, todas las reacciones no corresponden a la
biosintesis de GAs. Estos resultados sugierenagugdnes de la biosintesis de GAs no
se expresan eR. subglutinansy concuerdan con lo descrito previamente parasotra
cepas de esta espedi@ capacidad de sintetizar GAs estaria ausené&stanespecie de

Fusariumaislada del maiz.
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Tabla 9. Productos obtenidos en incubaciones de la cepaCEERSubglutinany con
14
C-GAs.

SUSTRATO PRODUCTOS (%)

No se detectaron productos por GC-MS

T (0 s R OR E U sl No se detectaron productos por GC-MS

roon [ I
1C-GA, 3-acetato (30%)
c-GA,
[*Ci]GA, (**C-GA;hidrato, 6%)
N - o0

GA > hidrato
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. 6. Biosintesis de GAs por hibridos entre. fujikuroi y F.proliferatum (CxD)

[11.6.1. Caracterizacion de la capacidad de biosirdtizar GAs de las cepas C-1995 de

F. fujikuroi y D-4854 déF. proliferatum.

Se investigo la biosintesis de GAs en las cepa99G-F. fujikuroi) y D-4854
(F. proliferatum), que son las cepas parentales de las que provikrse hibridos
estudiados con el objeto de analizar la segregat@oesta capacidad biosintética en la
progenie. Ambas cepas contienen el cluster de gim€&$As, aunque podrian diferir en
Su expresion ya que se ha descrito algunos aist#lbs proliferatumno expresan los
genes ni producen GAs. Ambas cepas fueron cultevypda10 dias en un medio liquido
guimicamente definido y limitante en compuestosogénados, se aislaron las GAs
desde el filtrado del cultivo y fueron identificadaor GC-MS (Tabla 10).

Se encontré que la cepa C-1995 sintetiza principalen GA junto con otras
GAs 3B-hidroxiladas (GA4, GA4, GA13, GAss, GA1s, GAs7Y GA;) (Tabla 10 y Fig. 9).
GA14, GA, y GAsscorresponden a intermediarios de la biosintesiSAle mientras que
GA1, GAs y GAs3 son productos finales que no sufren metabolizaga®terior. Ademas
de GAs, se encontraron en el medio de cultivo kelidos y acidos fujenoicos que son
productos laterales de la Gfsintasa formados por oxidacion del acatdkaurenoico
o del acideent7a-OH-kaurenoico, respectivamente (Rojas, et al 20&h el medio de
cultivo de la cepa C-1995 se detectaron GAs nookidrdas en baja cantidad: los

productos finales GA(GA lactonica) y GAs (Cyocarboxilato) asi como el intermediario
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Cyoaldehido, GA4. También se encontraron los derivados hidroxilaato§is 0 G que
pueden ser productos de oxidacion inespecificadystos laterales de la desaturasa de
GAs (GAs2: 16-OH-GA4 Y GAse 1-OH-GAy) (Tabla 10). La razén entre los productos
finales GA: GA; fue de 2,2:1 mientras que la razon descrita paradpas IMI58289 y
m567 (cepas silvestres &e fujikuroi) es de 100:1 (Malonek et al., 2005a; Tudzynski,
2005). El acido giberélico (G es sintetizado a partir de GAia GAy por la accion
consecutiva de la 1,2 desaturasa (DES) y la 13kidsa de GAs (P450-3). La misma
monooxigenasa P450-3 produce GApartir de GA, pero este producto se genera en
pequefas cantidades en la mayoria de las cepastsly dd-. fujikuroi (Tudzynski et
al., 2003). La baja razon de @B&A; en C-1995 sugiere una mayor actividad de la
monooxigenasa P450-3 con respecto a la desatucasaparada con otras cepas
silvestres dé. fujikuroi.

A diferencia de la cepa C-1995, la cepa D-4854 gbeoliferatumno sintetiza
GAs nient kaurenoides (Tabla 10). Esto concuerda con lo degmara la mayor parte
de las cepas de. proliferatumque no sintetizan GAs (Malonek et al. 2005a) aenqu
esta especie contiene algunas cepas activas combllaislada desde raices de una

orquidea (Tsavkelova et al., 2008) (Tabla 10).
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Tabla 10. GAs yentkaurenoides sintetizados por las cepas C-1995 figikuroi y D-
4854 der. proliferatum identificadas por GC-MS.

) ) . Relacién

GAg, GAzs, GA24,GA14,
GA,, acido giberelénico, 7p,18-diOHkaurenolido
C-1995 GA13 GAy7, iso- GA, ac. fujenoico (principal) 2,2:1
GA3s GA16, GA1, GAs triacido fujenoico

(principal), GA;;
GA; (principal), GAs,
isolactona GA, GAss,

acido fujenoico

IMI 58289* o : L 7pB,18-diOHkaurenolido 100:1

acido giberelénico, GA entkaureno

GAs, GA1, GAg, GA4

D-4854 Ninguna Ninguno
D-0502* Ninguna Ninguno
D-02945* Ninguna Ninguno

gﬁ“' 827 (ng]dpgfs)’ entkaureno

9y 24, 14, 13; g 3
D-ET1™ GAgs, GAlg AC\;AG (trazas), 75’16’18&?(1'2:1?:#;?:00“(10 Sha=s CA
1

*  Datos tomados de Malonek et. al 2005
**  Datos tomados de Tsavkelova et al. 2008
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Fig. 9. Analisis de GC-MS del filtrado de cultivo de lagpas parentales, C-1995 He
fujikuroi y D-4854 deF. proliferatum Corriente idnica total de un extracto de acetato
etilo después de derivatizacion de las GAs comadl eseres y trimetilsilil éteres. Los
componentes principales fueron identificados pommaracion de sus espectros de
masas con los de estandares (Gaskin and MacMli#9®). Peak 1: GA, Peak 2: GA
Peak 3: &cido fujenoico, Peak 4: triacido fujenpieeak 5: acido giberelenico, Peak 6:
GA13 Peak 7: GAd iso- GAY GAs Peak 8: 12-OH-G#&, Peak 9: [3,18-diOH-
kaurenolido, Peak 10: GAy Peak 11: GA Los peaks en D-4858 no corresponden a
GAs.
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111.6.2. Actividad de oxidasas de GAs en las cepd3-1995 deF. fujikuroi y D-4854

de F.proliferatum

La cepa D-4854 no produce GAs, sin embargo podeaeptar actividad de
algunas de las oxidasas de GAs (Malonek et al520@on el objeto de determinar si
algunas de las oxidasas de GAs estan activasyestigo en los cultivos liquidos la
metabolizacion de los siguientes precursoees‘C-kaureno (sustrato de la MO P450-
4), &cido ent**C-kaurenoico, &cident7a-OH-"*C-kaurenoico 0**C-GAs; aldehido
(sustratos de la MO P450-1JC-GA;, (sustrato de la MO P450-2fC-GA, (sustrato de
la MO P450-3 y desaturasa) YC-GA; (sustrato de la MO P450-3). Los mismos
precursores fueron agregados a cultivos de la Cep295 de~. fujikuroi como control
positivo, en presencian de un inhibidor destdkaureno oxidasa (AMO 1618) con la
finalidad de eliminar las GAs enddgenas de losy@ssa

Para la cepa C-1995, se encontré que@GAy, aldehido fue convertido
eficientemente a los productos finatég-GAsy **C-GA; asi como al intermediarig33
hidroxilado **C-GA; lo que evidencia la actividad de las 4 MOs de GAde la
desaturasa (Tabla 11). El Acident’’C-kaurenocico y el &cidoent7a-OH-*C-
kaurenoico, intermediarios tempranos de la biosisitde GAs, fueron transformados
exclusivamente a producto$-Bidroxilados, encontrandoséC-GAs como producto
principal. Ademas, se acumularon en el medio dévout’C-GA; (producto lacténico
final) y *C-GA, (intermediario lacténico). En la incubacién con idacent*C-
kaurenoico se detectd un 5% de adéthe70-OH-"C-kaurenoico, lo que sugiere que la

etapa de contraccion del anillo B catalizada poM@ P450-1 (GAs-sintasa) es una
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etapa lenta en la secuencia biosintética. Los teeked ademas indican que las
reacciones de 13-hidroxilacion y desaturacion semids lentas que la oxidacion del
C20, ya que se acumuld el intermediafi®-GA, en el filtrado (Tabla 11).

La actividad de C20-oxidasa (MO P450-2) se ensayd el sustrato no
hidroxilado, "C-GAs,, que presenta un metilo epoC Este precursor fue transformado a
los productos no hidroxilados*’C-GAs, C-GAs (20-OH-GAg), C-GAz (Cxo
aldehido) y**C-GAs (Cyo carboxilato), todos productos esperados pareossdasal a
actividad de la 13-hidroxilasa de GAs (MO P450-8) detectd con los sustratos
lactonicos**C-GA, y *'C-GA;. El **C-GA, fue convertido parcialmente a los productos
finales: “"C-GAs (44%) y “C-GA; (9%) (Tabla 11), de acuerdo al perfil de GAs
endogenas, lo que indica que la etapa de desatoras una reaccion lenta en la

biosintesis de GAs.
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Tabla 11.Actividad de oxidasas de GAs en la cepa C-1995. dejikuroi.

Sustrato Productos Espectro de_ masa _m/ Z
(% abundancia relativa)

1Cc-GA,aldehido

1C-GA; (31%)

“C-GA; (14%)

14c-GAg isolactona

C-GA; (18%)

3-epi*‘C-GA, (22%)

14C-G AL (16%)
1C-GA (12%)

1C-GAs (33%)
14c-GAzhidrato

YC-GAy (27%)
YC-GA; (44%)

C-GAL (9%)

14C-GAs (36%)

M*[512(4), 510(5), 506(14), 505(36), 504(100)],
489(8), 474(5), 460(6),445(7), 431(5), 387(7),
370(9), 355(5), 347(120), 297(7), 238(20N8(28),
193(14)

MT[514(18), 512(19), 510(10), 508(18), 507(42),
506(100)], 491(12), 454(4), 448(18), 389(3),
377(140), 376(15),375(10), 313(8B5(7),207(13)

MT[512(7), 510(7), 508(6), 506(15), 505(37),
504(100)], 489(7), 475(16%45(10), 431(7), 371(8),
370(9)369(10), 311(8), 26(8238(14), 208(5)

M*[426(6), 424(9), 422(6), 418(22)], 400(11),
392(10), 390(14), 386(21),358(8), 336(13),

334(11), 328(29),300(17), 296(21), 295(22),
293(24), 292(25), 290(43), 289(63)284(100),

261(30), 233(49), 229(48), 225(75), 224(62),
131(32),129(42)

MT[426(11), 424(23), 422(18), 418(35)], 400(155),
390(23), 386(34), 379(14), 377(15), 371(30),
358(16), 343(27), 334(12), 328(24), 300(21),
205(34), 293(35), 289(100)284(27), 261(38),

233(59), 229(51), 225(46), 201(34), 131(41),
129(47)

M*420(25), 405(9), 373(100), 361(48), 345(91),
301(87),286(56),227(61),225(57)

MT376(3), 348(7), 344(25), 316(75), 312(3L),
288(69), 287(53), 285(30),284(32), 256(38).
229(61), 228(90), 227(100),

374(20), 314(73), 286(100), 255(8), 227(64)

M*452(7), 437(11), 435(7), 405(12), 393(10),
392(9), 363(6), 330(15)320(5), 303(10), 288(100),
260(9),243(19), 212(12201(20)

Weak spectrum: 300(95), 295(70), 272(100),
243(69)

M™*[506(33), 505(30), 504(100)], 489(7), 475(:1),
460(4), 445(7), 431(5)387(5), 370(10), 347(10),
311(6),297(6), 268(6238(7),208(24)

M*[508(66), 507(39), 506(100)], 491(10), 450(1D),
448(15), 378(9)377(14), 376(12), 357(5), 313(6),
235(5),209(11)207(19)

M*[506(41), 505(23), 504(100)], 489(8), 475(:1),
460(4), 445(6), 431(4)387(6), 370(13), 349(6),
347(12),311(7), 297(8), 238(D10(10), 208(24)
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Finalmente, se investigd la metabolizacion ede'*C-kaureno por la cepa C-
1995. Después de 3 dias de incubacion, se recupeBb% de la radiactividad en el
micelio y la radiactividad restante en el filtra@4%). Al analizar el extracto del
micelio por TLC, se observé que el 48% correspoadéaidoent“C-kaurenoico y un
33% al sustrato remanente (Fig. 10A). Se realizéamtrol negativo con la cepa SG139,
gue no posee el cluster de genes de la biosirdesi@As, el que dio sélo sustrato sin
metabolizar (Fig. 10B) y un control positivo corclgpa SG139 transformada con el gen
P450-4 de F. fujikuroi, que dio metabolizacién de un 72% deit'‘C-kaureno hasta
acido ent**C-kaurenoico (Fig. 10C). El extracto del filtradoatizado por HPLC dio
una mezcla dé*C-GAy/**C-GA;. La acumulacion de acident'*C-kaurenoico (Fig.
10A) confirma que las reacciones catalizadas pdi@P450-1 son mas lentas que la
sintesis de este intermediario.

En conclusién, la metabolizacion de precursoreka dgosintesis de GAs por la
cepa C-1995 asi como las GAs endogenas demostrdagte GA como GA se
sintetizan a través de intermediariof-t8droxilados y que algunas etapas de la
secuencia biosintética son lentas, como la oxidadél acidoentkaurenoico, la
contraccion del anillo B y la hidroxilacion en lagicion 13 de los intermediarios G

GA-.
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Fig. 10.Anélisis por TLC de extractos del micelio en inagiones corent'*C-kaureno
de las cepagA) C-1995 deF. fujikuroi, (B) SG139 dd-. fujikuroi (no contiene genes
de la biosintesis de GAs)(€) SG139FfP450-4(contiene solo el gen de éatkaureno
oxidasa dé-. fujikuroi).

A diferencia de lo que ocurre con la cepa C-1995.dejikuroi, la cepa D-4854
de F.proliferatum metabolizé parcialmente el Aciémt'“C-kaurenoico y el acident
7a-OH-*C-kaurenoico encontrandose sustrato remanente raicelio (58% para acido
ent*“C-kaurenoico y 36% para aciéat7a-OH-*"C -kaurenoico). Los productos que se
encontraron en el filtrado, fueron separados poL&Fsin embargo, no pudieron ser
detectados por GC-MS, lo que sugiere que corregptard a derivados no volatiles
como glucésidos o acetatos. Por otra parte’*@GA;, aldehido, se metabolizd

completamente pero dio origen sélo a productosetecionados con la biosintesis de

GAs como 16,17-diH-16,17-OMC-GAs; aldehido y 12-OH’C- GAy, aldehido
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probablemente formados por oxidacion inespecifiea pnzimas de otras via
metabdlicas (Tabla 12).

El sustrato de la C20 oxidasd'C-GAs; también fue transformado
completamente por los cultivos de D-4854, generatwoproductos inespecificos mas
polares que se identificaron como 16,17-diH-17-OE-GA:, e hidrato*'C-GAs,
(Tabla 12). El primero se formaria por oxidacioaieratica en tanto que el segundo se
generaria no enzimaticamente por las condicionidasde la extraccion.

No se detectd actividad de ninguna de las oxidgsascatalizan las ultimas
reacciones de la via, 13-hidroxilasa\b,2-desaturasa. EfC-GA,, sustrato de ambas
enzimas se transformé sélo en &&@-GA,, producto de isomerizacién no enzimatica,
en tanto que ef‘C-GA;, sustrato de la MO P450-3 no formé el productol@e
hidroxilacion ¢‘C-GAg) sino que se transformé en la isolactol&-GA;, producto de
un reordenamiento no enzimatico durante la incdimaTabla 12 y Fig. 11). Lent
kaureno oxidasa se encontrd inactiva en esta @epag eknt'“C-kaureno agregado no
se metabolizé (Fig. 12).

Estos resultados demuestran que la cepa D-4854reserpa actividad de
oxidasas de GAs, lo que podria deberse a que lossgeo se expresan o bien a
mutaciones, aunque es poco probable que todos dossgde oxidasas presenten

mutaciones.
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Tabla 12.Metabolizacion de precursores de GAs por la ceparaductora D-4854 de
F. proliferatum.

Espectro de masa m/z
Productos (%) (% abundancia relativa)

-diH- - _4 - 487(4), 486(2), 485(3), 413(100), 411(649),
16,17-diH-16,17-OH4C; qoThy Jeoey

1 0
G- GA, GA1.aldehido (16,7%)
aldehido 14 M* 526(4), 394(7), 336(4), 305(19), 304(17),
12-OH-"C4- GA12 276(11), 245(15), 217(100215(56), 211(43),
aldehido (39%) 210(31), 209(52), 207(23), 185(24), 157(84),

155(41), 151(30), 111(38)

Hidrato*C,-GA1 (25,1%) M*452(9), 437(12), 435(6), 405(12), 393(12),
392(11), 363(5), 330(15)320(7), 303(12),
288(100), 260(9),243(20), 212(1201(18)

: 14

isomero-"Ci-GA12(44%) wm+*362(19), 334(24), 330(100), 302(61),
287(28), 271(23), 270(27R59(33), 255(28),
243(67), 242(30), 227(31)

Yc,-GAL 330(19), 302(100), 300(9), 287(20), 271(8), 243(31)
242(25), 227(17)

an M*[420(52), 418(42)], 388 (17), 386(14),
3-epi-""'C1-GA4 (94,1%) 373(47), 371(35), 345(44843(36), 330(32),
328(22), 291(100), 289(96), 286(35), 284(47),
263(36), 261(36), 235(56), 233(5B27(58),
225(76), 131(38), 129(98)

M+[420(20), 418(18)], 402(19), 400(14), 388 (41),

14C1-G A, 386(32), 330(26), 328(19), 291(48), 289(42), 286J10
284(95), 235(35), 233(31), 227(79), 226(79), 225(&7
224(62), 131(26), 129(74)

; 4~ M*418(12), 386(9), 374(52), 358(91),
isolactond‘C1-GA; 356(23), 343(18), 314(37813(43),300(53),
(75,5%) 284(26), 283(56), 244(52),225(71), 224(100),
223(60)

o M*418(17), 403(4), 386(9), 374(5), 358(12),
C1-GA, 343(10), 331(9), 328(7)315(12), 313(11),
300(14), 299(13),284(29), 259(35), 244(13),
243(18), 225(73), 224(100), 173(5355(32),
129(26)
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OH

COCH COOH

12-OH-GAy, 16,17-diH-17-OH-GA;;  3-epi-GA; GA--15-eno

Fig. 11.Estructura de los productos formacdurante la ratabolizacion de precursor
de GAs por la cepa -productora D-4854 dE. proliferatum.
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Fig. 12.Analisis por TLC del extracto del micelio de inculmmes corent*‘C-kaureno
de las cepag/A) D-4854 deF. proliferatum, (B) SG139 deF. fujikuroi (no contiene
genes de la biosintesis de GAs(C) SG139FfP450-4(contiene sélo el gen de ent
kaureno oxidasa de. fujikuroi).
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[11.6.3. Caracterizacion de la biosintesis de GAsrecepas hibridas entre-. fujikuroi

y F. proliferatum (CxD)

Las cepas C-1995 de fujikuroi y D-4854 deF. proliferatumpueden cruzarse
en condiciones de laboratorio y generar hibridogD)Cen los cuales se investigo la
biosintesis de GAs. Se analizé en 19 cepas hibtat#e la presencia de GAs en el
medio de cultivo como la actividad de las distidaglasas de GAs y se comparo ésta

informacidn con las caracteristicas de las cepasnfaes.

111.6.3.1. GAs y ent-kaurenoides sintetizados por las cepas hibridas ©x

Después de 10 dias de incubacion de los hibridosnemedio liquido con
nitrégeno limitante, se aislaron las GAsntkaurenoides desde el filtrado del cultivo y
se identificaron por GC-MS. El andlisis de los astos respectivos mostro que 13 cepas
CxD sintetizan GAs (Tablas 13 y 14) a diferen@dab 6 restantes cuyos extractos no
contenian GAs rentkaurenoides.

Resulta interesante que las cepas CxD pueden mdigigin tres grupos: un
conjunto de cepas que sintetiza GAs en cantidadasia la cepa parental C-1995, el
segundo no produce GAs al igual que la cepa parBrd854 y el tercer conjunto de
hibridos que produce en baja cantidad de GAs. pascCxD 96, 102, 107, 114, 116,
117, 119 y 123 pertenecen al primer grupo y sdatiGA; como producto principal
(Tabla 13), con una razén de @&A&A; entre 8/22:1 mayor que para la cepa silvestre C-

1995 deF. fujikuroi. En el segundo grupo esta formado por 5 cepas @xM®7, 100,
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108 y 122) que sintetizan GA&n mayor cantidad que GA&on un razon de alrededor de
10:1 (Tabla 14). Los 2 productos, que son 18Ja6tonicos y B,13-dihidroxilados,
difieren en un doble enlacAl,2) presente en el GAEI precursor comun de ambos es
GA,, intermediario que es utilizado por la 13-hidrazd para dar GAo bien por la
desaturasa para dar @Arecursor de GA Por lo tanto, la formacion de GA de GA
esta determinada por las actividades relativas d&4hidroxilasa y de la desaturasa de
GAs. La cepa parental C1995 sintetiza principal@&®s aunque en menor proporcion
con respecto a GAGA3s: GA;=2:1) comparada con las cepas hibridas del primgragr
(GAsz GA;= 23:1) lo que indica que presenta una menor activid& la desaturasa
(Tabla 13). El dltimo grupo de las cepas hibridsts dormado por CxD 98, 99, 101,
103,118, 121 para las que no se detectaron GRstkiaurenoides en los extractos del

filtrado del cultivo.
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Tabla 13. Andlisis de GAs yentkaurenoides en cepas hibridas CxD que sintetizan

CXD 102

CxD 116

CxD 117

CxD 107

CxD 114

CxD 119

C-1995

principalmente GA

: . . Relacion
* = *
Cepa Giberelinas entkaurenoides GAsGA,

GAg, GA25, GA24,GA14, GA4, GA7,
acido giberelénico, GA, GA4,
iS0-GAg,GA16, GA1, GAs, GA42

GAg, GA25, GA24,GA14, GA4, GA7,
acido giberelénico, GA, GA47,
iIS0-GAs, GA16, GA1, GA3, GA4

GAg, GAzs, GAL4,GAL4, GA4, GA7,
acido giberelénico, GA, GA4,
iSO-GAg,GAlG, GA, GA3z, GA4

GAQ, GA25, GA24,GA14, GA4, GA7,
acido giberelénico, GA, GA7,
iSO-GA3,GA16, GA;, GAz, GA

GAg, GAzs, GAL4,GAL4, GA4, GA7,
acido giberelénico, GA, GA47,
iS0-GAs,GAs6, GA;, GAz(muy

alto), GAs,

GAg, GA25, GA24, GA14, GA4, iISO-
GA7, GA;, acido giberelénico,

GA 13, GAzs, GA4, iSO-GAg,GAlG,

GA;, GAs
GAg, GAzs, GAz4, GA14, iSO-GAv,
GA,, GA;, &cido giberelénico
(principal), GAz3, GAgs, iSO-
GA3,GA6 GAy, GAs

GAg, GAz5, GAs4, GA14, iSO-GAq,
GA4, GA;, acido giberelénico,

GA13, GA‘36, GA47, iSO-GAg,GAle,

GA,, GAg

GAg, GAzs, GAz4, GA14 GA4, GA7,
acido giberelénico, GA, GAgs,

GA4, GA47, iSO-GAg,,GAlG, GAy,

GA;3

*|dentificados por GC-MS

7pB,18-diOHkaurenolidc
acido fujenoico
triacido fujenoico
7pB,18-diOHkaurenolido
acido fujenoico
triacido fujenoico
7pB,18-diOHkaurenolidc
acido fujenoico
triacido fujenoico
7pB,18-diOHkaurenolido
acido fujenoico
triacido fujenoico

7pB,18-diOHkaurenolidc
acido fujenoico
triacido fujenoico

7p,18-diOHkaurenolido
ac. Fujenoico
triacido fujenoico

7pB,18-diOHkaurenolidc
ac. fujenoico (principal’
triacido fujenoico

7pB,18-diOHkaurenolido
ac. Fujenoico
triacido fujenoico

7pB,18-diOHkaurenolidc
ac. Fujenoico
triacido fujenoico

8:1

22:1

19:1

23:1

17:1

10:1

GAz>>GA,

151

2.2:1
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Tabla 14. GAs y ent-kaurenoides sintetizados por cepas labridxD que sintetizan
principalmente GA

: . . Relacion
* . *
Cepa Giberelinas entkaurenoides GALGAS

CxD 95 GA13, GA1, GAg acido fujenoico 10:1

GA13, GA;, GAs . L
CxD 100 e Ep——— ac. fujenoico GA1>GA3

GAzs, GAg4, GArs, GAL
CxD 108 GA3(Baja cantidad)  &c. fujenoico (muy poco GA>GA3

GA13 GA{, GA;

(traza) CA>>GAs

CxD 97
CxD 122

*|dentificados por GC-MS

GAg, GA25, GA24,GA14,
GA4, GA13, GA47, GAgg,
GA: (muy alto), GA,
GAs2

acido fujenoico
7pB,18-diOHkaurenolido 9:1
triacido fujenoico

111.6.3.2. Actividad de las oxidasas de GAs en cepdxD activas en la biosintesis de

GASs

Con el objeto de investigar si los diferentes gale GAs se deben a distintos
niveles de actividad de las enzimas de la via miéca, se ensayaron las distintas
oxidasas en los cultivos cdfC-GA;»y **C-GA, como sustratos para las cepas hibridas
del grupo que produce principalmente $3Adel grupo que produce bajos niveles;GA
Luego de 3 dias de incubacion en un medio singemo, las GAs fueron aisladas,

purificados mediante HPLC y derivatizadas paralsatificacion por GC-MS.
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Se encontré que las cepas que producen principtn@iy convirtieron un 47-
88% del precursot’C-GA; a **C-GA; mientras que el'C-GA;, fue completamente
transformado por los cultivos hastaC-GAys y *C-GAs (20H-GAg) productos mas
oxidados en el & (Fig. 13). Para el grupo que produce principalméy, se encontrd
un comportamiento diferente ya que solo un 4 - 84°€-GA, fue transformado &C-
GA4, en tanto que efC-GAy, fue parcialmente convertido a productos mas oxislah
el C-20 (40%). Por lo tanto, la C20-oxidasa y l&txilasa presentan una baja
actividad en las cepas que producen, @Ag, 14). Para las cepas que no produce GAs,
se encontré que efC-GA;, fue convertido en los siguientes produtiesGA;s *C-
GAz4, MC-GAsy *C-GAg (Fig. 15), lo que indica la C20 oxidasa esta actM utilizar
14C-GA, como sustrato, se observé una pequefia conversanpeoductos finalet'C-
GA; ylo Y*C-GA;. El conjunto de estos resultados sugieren quenafgde la cepas que
no sintetizan GAs, presentarian algunas oxidastigasc por lo que la ausencia de
sintesis de GAs podria deberse al bloqueo de agdedas etapas iniciales de la via
metabolica como se ha descrito en cepas inacte&s groliferatum(Malonek et al.,
2005a). Se encontr6 ademas que varias cepas qumodacen GAs, no presentan
actividad de las oxidasas de GAs, recuperandosestiato intacto después de 3 dias de
incubacion. Este conjunto de resultados indicaeyigte variabilidad entre cepas que no
sintetizan GAs ya que algunas cepas presentaridasas activas, mientras que otras no

presentan actividad de ninguna de las oxidasasfde G
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Fig. 13. Perfiles de HPLC de los productos obtenidos dadabacion de la cepa CxD
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Fig. 15. Perfiles de HPLC de los productos obtenidos dadabacion de la cepa CxD
101 que no sintetiza GAs corA)(**C-GA,, (B) Y“C-GA,4. Los Tr son:**C-GAs,, 25
min; **C-GAs, 15 min; **C-GA)/**C-GAs, 5 min; *C-GAx /**C-GAss, 15 min; *C-
GAzs, 15 min;*'C-GAy/, 19 min.

Para determinar si los distintos niveles de GAdpcaos por los diferentes
hibridos se deben a diferentes niveles de expredos genes de biosintesis de GAs,
se realizé un analisis de Northern Blot con lasasqparentales y los hibridos CxD. Este
analisis demostré que los niveles de transcrita pargen cps/ks, que codifica para la
enzima especifica de la biosintesis de Ghscopalildifostatofentkaureno sintasa, son
muy diferentes en las distintas cepas. La cepafar€-1995 y el hibrido CxD 107 que
sintetiza GA, presentaron niveles altos de expresion, miemfuasen la cepa parental
D-4854 asi como en las cepas no productoras de(GA3 98, 99, 118) no se detecto el

transcrito deps/kgFig. 16)

El nivel de expresion de este gen tampoco fue t#dlec en las cepas que

producen bajos niveles de GAs como CxD 108 o 128ue sugiere que las bajas
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actividades enzimaticas y bajos niveles de GAs ymiods podrian deberse a

expresion reducida de los ger

rENA

Fig. 16. Andlisisde Northen blot de las cepas parentales e hibrishgsesion del ge
cps/ksque codifica a la enzima clave de la via de biesiatde GAs. Las cep
crecieron por 3 dias en condiciones limitantesigageno
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La caracterizacion de la capacidad de sintetizatalmoditos secundarios por
sistemas fangicos es de gran interés puesto guetags son eficientes productores de
estos compuestos, que son secretados al medidtt® desde donde pueden aislarse
facilmente. Particularmente el acido giberélico ;A fitohormona utilizada
ampliamente para el mejoramiento de cultivos ata$cy horticolas, se produce en gran
escala por fermentacion del horfgdujikuroi (Tudzynski, 2005) patdégeno del arroz que
en cultivos liquidos puede llegar a producir cdades del orden de g/L de @AF.
fujikuroi forma parte del clado Asiatico del complo fujikuroi, complejo taxonémico
de especies filogenéticamente relacionadas dekgénsarium.Hasta la fecha este es
el sistema fangico descrito con mayor capacidadidietizar GAs y en él se han
descrito y caracterizado en detalle los genes,n&wiy reacciones quimicas de la
biosintesis de estas fitohormonas (Hedden et @02;2Bémke y Tudzynski 2009). En
este trabajo de Tesis se caracterizaron otras speies del complej@. fujikuroi que
presentan cepas productoras de GAssacchariaislada de la cafia de azucar o de los
campos de sorgo en Asia (Leslie, 1995}.ykonzumaislada de pastos de praderas en
Norte América (USA) (Zeller et al., 2003). Ademaslds especies productoras, ambas
especies presentan cepas que no producen GAs ewiden variabilidad genética para
esta capacidad biosintética, a diferencia de lordegaraF. fujikuroi, especie en la que
todas las cepas descritas hasta la fecha, prodsi&enPreviamente se habian descrito
algunas cepas inactivas Besacchari(Malonek et al., 2005 a) y en esta Tesis se amplio

la lista de cepas estudiadas y se encontré0 qu@adgson activas en la biosintesis de
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GAs mientras que otras sintetizan solo trazas @ sohormonas y no metabolizan los
sustratos de las oxidasas de GAs agregados extemteual medio de cultivo. Las cepas
productoras d&. sacchariacumularon cantidades significativas dez;@A el medio de
cultivo aunque mas bajas a las que se encuentrios enlltivos de la cepa silvestre de
F. fujikuroi IMI 58289. Complementando la cepa B-12756-dsaccharicon genes de

la biosintesis de GAs dE. fujikuroi se demostro que las etapas catalizadas por la
geranilgeranil difosfato sintasa (GGS2) y/o datkaureno sintasa (CPS/KS) son
limitantes erF. saccharilo que explicaria la menor eficiencia en la praidic de GAs.

De hecho, los niveles de GAn los cultivos de B-12756 aumentaron 2,9 veceés po
complementacion con los gergggs2y cpsgksdeF. fujikuroi.

F. saccharipertenece al clado Asiatico del complgofujikuroi al igual queF.
fujikuroi lo que sugiere que la capacidad de sintetizar @gtaria principalmente
asociada a miembros de este grupo en el complejtebho para otra especie del clado
Asiatico, F. proliferatum se han descrito dos cepas que sintetizan GAs @Ria.,
2005; Tsavkelova et al., 2008) a diferencia desottapas que no producen estas
fitohormonas (Malonek et al., 2005 a). El aisladd EleF. proliferatumobtenido de las
raiz de una orquidea produce niveles bajos dgyGhveles més altos de los precursores
GA4 y GA; (Tsavkelova et al., 2008) mientras dfieproliferatumKGL 0401 produce
altas cantidades de GAr de otras GAs (Rim et al., 2005). Resulta intemés que las
cepas productoras son enddfitos aislados de raiieggras que las cepas no-productoras
son patégenos del maiz. Ademas de las especiesosge se ha sugerido que
mangiferag una especie deusariumque genera una enfermedad de malformacion en el

mango que disminuye el rendimiento de las cosechegjuciria GAs (Leslie y
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Summerell, 2006; Marasas et al., 2008)mangiferaeesta cercanamente relacionado a
F. fujikuroi y a F. sacchariy pertenece al clado Asiatico. Su patogenicidachae
atribuido a la biosintesis de GAs y/o citokininasnque esto no se ha demostrado
directamente (Leslie y Summerell, 2006).

Ademas deF. saccharj se encontré en este trabajo que algunas cep&s de
konzum una especie lejanamente relacionadg. dujikuroi y perteneciente al clado
Americano, sintetizan GAs. Tres de las cepas edsay&10653, 1-11616, 1-11893
producen principalmente GAa diferencia de los aislados Besacchari que sintetizan
principalmente el producto final GA Otra diferencia entre ambas especies es la baja
cantidad de GAs que se encontré en los cultivolsl8 cepas activas de konzum
(menos que 0,fig/mL). En concordancia con esto, se demostro queXaasas de GAs
de la cepa I-10653 presentan una actividad redewcidaespecto a la cepa IMI 58289 de
F. fujikuroi lo que podria deberse a una baja expresion dgeltss o bien a la presencia
de mutaciones como en las cepas no productords geoliferatum (Malonek et al.,
2005 b,c). Se habia descrito anteriormente qugdogscpsks y desde F. konzuml-
10653 se expresan aunque en un nivel mas bajomgke fajikuroi a diferencia de la
cepa no productora 1-10595 en la que los geneg x@resan en absoluto (Malonek et
al., 2005 a). De hecho no se encontro actividadxidasas de GAs en cultivos de la
cepa 1-10595. Por udltimo, pafa subglutinans otro miembro del clado Americano
estudiado en esta Tesis se encontr0 que las das emgayadas no sintetizan GAs ni

entkaurenoides y no presentan actividad de ninguntaslexidasas de GAs lo que
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coincide con la ausencia de expresion de los gguneshabia sido descrita para estas
cepas (Malonek et al., 2005 a).

El hecho de qud-. saccharj F. konzumy F. proliferatum presenten cepas
productoras y no-productoras de GAs sugiere ques estpecies se encuentran en el
proceso evolutivo de perder sus capacidad de ig@tetstas fitohormonas diterpénicas.
ParaF. proliferatumy F. konzumla biosintesis de otros metabolitos secundariosoco
las micotoxinas también presenta variabilidad geaéfLeslie et al., 2004). Varios
aislados dd-. konzumcaracterizados se agruparon en productores y riugiares de
fumonisinas y fusaproliferina mientras que se etréomue algunas cepas de
proliferatumsintetizaban fumonisinas, fusaproliferina y beaioima mientras que otras
no sintetizan estas micotoxinas (Leslie et al.,420@e demostré que las cepas no-
productoras dd~=. konzumno transformaron a ninguno de los precursores GAs
marcados coi’C lo que indica ausencia de actividad de las omilas$ igual que para
las cepas no productoras Be sacchari En conclusion, la capacidad de biosintetizar
GAs dentro del complej&. fujikuroi estaria principalmente presente en los miembros
del clado Asiatico:F. fujikuroi, F. saccharj y F. proliferatum todas especies
cercanamente relacionadas desde el punto de Migjarfético, a pesar que los genes de
la biosintesis de GAs estan presentes practicarearttedas las especies del complejo.

ParaF. sacchari y F. konzumla capacidad de sintetizar GAs podria también
estar relacionada con el tipo de interaccion quetier@en con sus plantas hospederas
como enF. proliferatum Aunque todas las cepas Eeproliferatumcontienen los genes
de la biosintesis de GAs so6lo los endéfitos aigatraices de una orquidea o de raices

de Physalis alkekengproducen GAs mientras que las cepas patogénickslassde
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maiz no presentan esta capacidad biosintética (Mklet al., 2005 a; Rim et al., 2005;
Tsavkelova et al., 2008). Ademas de GAs, el aisEd@id deF. proliferatumproduce
cantidades significativas de auxinas a difereneiaotlas cepas no endofiticas de esta
especie, lo que sugiere que la biosintesis dediitobnas seria importante para este tipo
de interaccion con las plantas hospederas (Tsaxkedbal., 2008). Es interesante que
paraF. fujikuroi recientemente se ha propuesto que las GAs sediezpodrian ser un
factor de virulencia hacia la planta puesto quéaselemostrado que interfieren con la
via del &cido jasmonico que forma parte de los misg®s de defensa frente a hongos
necrotroficos comé-. fujikuroi (Navarro et al., 2008).

Dentro del clado Asiaticor. fujikuroi y F. proliferatumson las dos especies
mas cercanamente relacionadas que son casi imgmgilel diferenciar a través de
caracteristicas morfolégicas y soOlo se pueden ndisti mediante marcadores
moleculares (Geiser et al.,, 2005; Tsavkelova et2808). A pesar de esto, ambas
especies se encuentran asociadas a huéspedestdgefe fujikuroi se asocia
principalmente a las plantas de arroz en las queduse la enfermedad de
superelongacion en tanto gie proliferatumse asocia con una diversidad de plantas
como maiz, mango, esparrago, trigo o pino provozasigtintas enfermedades. El
espectro de metabolitos secundarios sintetizaddgsohongos, incluyendo las GAs,
podria determinar la especificidad de su interac@6r un determinado hospedero
puesto que pueden actuar como factores de viraletiicos de acuerdo a la
sensibilidad de la planta. Corfo proliferatumse puede aislar desde plantulas de arroz
infectadas junto cofr. fujikuroi y F. verticillioides cabe preguntarse si las 3 especies

son responsables de la enfermedad de superelongackienF. proliferatumy F.
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verticillioides son enddfitos o patégenos que causan otros sintdifegisntes a los de
esta enfermedadk. verticillioides no produce GAs ya que contiene so6lo dos genes de
los 7 que participan en su biosintesis por lo i@ especie no estaria involucrada en la
enfermedad de superelongacion. Pargroliferatumla situacion no es tan clara sin
embargo ya que aunque todos los aislados descotatenen el cluster de genes de
GAs existen cepas productoras de GAs y otras nduptoras de estas fitohormonas lo
gue evidencia que la presencia del cluster no aseggufuncionalidadr-. fujikuroiy F.
proliferatumson especies diferentes desde el punto de vidtgghbo y genético pero se
asemejan mucho y pueden distinguirse solo medmateadores moleculares (Geiser et
al., 2005; Tsavkelova et al., 2008). La separa@ntre estas dos especie parece ser
incompleta puesto que se ha reportado que alguisted@s son fértiles entre si y
producen una progenie hibrida (Desjardins et 8B71Leslie et al., 2004 b). Este no es
el Unico caso dentro del complefa fujikuroi puesto que se ha encontrado fertilidad
cruzada también entre ciertos aisladog-d@rcinatumy F. subglutinando que indica
gue representan intermediarios entre-especies agoeer durante la evolucion
(Steenkamp et al., 2001). La progenie del cruceeeht fujikuroi C1995 yF.
proliferatum D4854 que se analizd en esta Tesis proviene dexperimento en
condiciones de laboratorio. Todas las cepas hibi@kD contienen los marcadores de
las dos cepas parentales y se analiz6 en ellap&xiclad de biosintetizar GAs. Tanto la
cepas C1995 como la cepa D4854 contienen el clusimmpleto de genes de la
biosintesis de GAs, sin embargo, C1995 produce &Asnto que D4854 no sintetiza
GAs nientkaurenoides. Esto sugiere que en algun punto eedlaicion ambas especies

producian GAs, sin embargo, como los hongos tiegee adaptarse a distintas
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condiciones ambientales y a diferentes plantas duesps, ciertas condiciones
especificas gatillarian la produccion de GAs ytra.

En nuestros experimentos se encontr0 para las c€gls un patron de
segregacion inesperado, de 3 fenotipos: 8 cepas @abucian principalmente GA
como producto final a un nivel similar a C1995 ydidlados CxD no producian GAs o
bien las producian en cantidades traza. A primista esto podria parecer un patron de
segregacion Mendeliana 1:1, sin embargo el seggngm de 11 aislados CxD se pudo
dividir en dos subgrupos. Un subgrupo de 6 cepasnguproducia GAs al igual que la
cepa parental D4854 mientras que el segundo subgte cepas CxD mostraba un
nuevo patron de GAs sintetizadas. Estas Ultimasscéybridas producian una muy
pequefia cantidad de GAs con 3@mo producto final en vez de G presentaban un
nivel de expresion muy bajo para los genes biasio en el limite de deteccion por
analisis de Northern blot. La organizacion de lesgg de GAs en las cepas CxD no
productoras y productoras de cantidades traza msstaa pero la actividad de oxidasas
de GAs, ensayada con los respectivos sustratosadweaon™'C, pudo demostrarse
s6lo en el dltimo subgrupo. De manera que la priegénD se puede dividir en tres
grupos: dos grupos con el fenotipo parental y wp@rcon un fenotipo no-parental. La
actividad reducida de las enzimas de la biosintdsisGAs en el dltimo grupo de
hibridos podria atribuirse a algun regulador pesitiocalizado fuera del cluster y
heredado de-. fujikuroi que permitiria una leve activacion de los genesGdes.
Ademas, el hecho de que estas cepas produzcane®GAez de GA sugiere una
mutacién en el gen de la desaturasa, como se haitdepara otras cepas de

proliferatum(Malonek et al., 2005c).
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En conclusion, D4854 y algunas cepas CxD no prad@®&s o sus precursores,
mientras que un grupo de cepas CxD que hereddusteclde la cepa parental que no
produce GAs produce bajas cantidades de. &Ato indica que el cluster de genes de
GAs de D4854 no esta totalmente silente sino qeel@ser activado aunque en forma
ineficiente por un regulador presenteferiujikuroi C1995. Este podria ser un regulador
global como Velvet que se demostro que regula igasiente la biosintesis de GAs en
F. fujikuroi (Wiemann et al., 2010). La capacidad de sintetizAs no segrega con un
patron Mendeliano en los aislados provenientessdesporas individuales de un cruce
interespecifico entrE. fujikuroi y F. proliferatumsino que entre la progenie hay cepas
gue producen un nuevo perfil de GAs que no corredpai aF. fujikuroi ni a F.
proliferatum

A pesar que todas las especies del compBejdujikuroi contienen el cluster
completo de genes de la biosintesis de GAs exdepterticillioidesy F. circinatum
gue contienen dos y un gen respectivamente, lainésss de estas fitohormonas
diterpénicas se ha demostrado en niveles signifasatsolo paraF. fujikuroi, F.
proliferatum(algunas cepas) ly. sacchari(algunas cepas), todas especies cercanamente
relacionadas desde el punto de vista filogenéti®.hecho las pocas cepas e
konzumque sintetizan GAs, lo hacen de forma muy indfiteie Esto sugiere que la
capacidad de sintetizar GAs estaria restringiriasaespecies del clado Asiatico del
complejo G. fujikuroi las que utilizarian estas fitohormonas como palte su
interaccion con la planta hospedera.

La futura caracterizacion de otras especies delpt®o G. fujikuroi que

contengan los genes de la biosintesis de GAs, tanteel de la expresion de los genes

78



IV. DISCUSION

como de las actividades enzimaticas y los produdisla secuencia metabdlica,
permitird completar la informacién disponible attuente acerca de la distribucion de

esta capacidad biosintética en hongos del géngsarium
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La capacidad de biosintetizar GAs se encuentra e aspecies del complejo
taxonomicoG. fujikuroi ademas de la especie previamente desE€rifajikuroi: F.
sacchari (especie aislada de la cafia de azUcaFf) konzum(especie aislada de
pastos de pradera).Ambas especies presentan cepas que sintetizan 3BAs
hidroxiladas, aunque el producto final es difezgi@As 0 GA; respectivamente) asi
como la cantidad de GAs producida, la que es sigiifa sélo en las cepas #e
sacchari La actividad de las oxidasas de GAs estan muycidds en las cepas
activas dd~. konzum

La capacidad de biosintetizar GAs no esta presentE. subglutinans(especie
aislada del maiz). Las cepas de esta especiepasl @s cepas inactivas de
sacchariy F. konzumrmo presentan actividad de oxidasas de GAs, lsggere que
los genes no se expresarian.

Las cepas hibridas (CxD) provenientes de un crutee da cepa C-1995 dE.
fujikuroi (que sintetiza G4 y la cepa D-4854 dE. proliferatum(que no sintetiza
GAs pero que contiene los genes para su biosing@sisentan tres fenotipos: dos
fenotipos parentales (8 hibridos sintetizanz; @ hibridos no sintetizan GAs) y un
nuevo fenotipo (5 cepas CxD sintetizan muy bajasid¢ades de GAy contienen los
genes de la cepa D-4854). En este ultimo casausterl de genes de D4854 estaria
levemente activado por un regulador provenient€-d©95.

El cruce interespecies puede generar un perfil Ae dferente al dé-. fujikuroi y

F. proliferatum
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