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Introduccion

“Nunca puede saberse todo, y parte de lo que se sabe siempre es erroneo.
Quizas hasta las cosas mas importantes. Una parte de la sabiduria es ser
consciente de eso. Una parte del valor radica en seguir adelante a pesar de
ello.” Robert Jordan.






INTRODUCCION

. LA RIBOFLAVINA o VITAMINA B,

I.1. ESTRUCTURA Y FUNCION BIOLOGICA

La riboflavina, también denominada vitamina B,, fue descubierta en 1879 como un
pigmento amarillo verdoso aislado de la leche que se denominé lactoflavina. Se clasifica
en el grupo de las flavinas, caracterizadas por ser pigmentos amarillos (del latin flavus:
amarillo) que en presencia de luz UV emiten una fluorescencia amarillo verdosa. La
riboflavina es un compuesto hidrosoluble, termoestable y altamente fotosensible. En la
naturaleza puede aparecer como pigmento libre, como fosfato de riboflavina, sulfato de
riboflavina o formando parte de las flavoproteinas.

Su estructura fue determinada por Kuhn y Karrer en los afios 30 (Kuhn et al., 1935
y Karrer et al., 1935). Se compone de un anillo de dimetilisoaloxacina con un grupo D-
ribitilo en la posicion 8 [7,8-dimetil-10-(1"-D-ribitil) isoaloxacina] (Figura 1). La
actividad biologica de la riboflavina se debe a la capacidad del nucleo de isoaloxacina de
estar en tres estados redox: oxidado o estado de quinona, reducido en un electron o estado
de semiquinona (radical) y reducido en dos electrones (totalmente reducido) o estado de
hidroquinona. La riboflavina generalmente no tiene funciones metabodlicas directas en la
célula, a excepcion de cofactor redox en la bomba de Na* NADH:quinina oxidoreductasa
de Vibrio cholerae (Juérez et al., 2008), pero su importancia bioldgica estriba en ser
precursor de la sintesis de los cofactores flavinicos, el cofactor mononucle6tido de flavina
(FMN) y el cofactor dinucle6tido de flavina y adenina (FAD) (Figura 1).

FMN NH, Figura 1. Estructuras de las
r A \ NN moléculas de riboflavina y sus
- " [ ) cofactores, el FMN y el FAD.
- /(,__‘,{\ M Yol 7 FAD El estado reddx del anillo de
Hyt LA isoaloxacina se representa en
: los colores azul y rojo.
HC—O0OH OH OH

CH=0H

Riboflavina < | 3
Il:(l' ! Anillo de isoaloxacina (I‘!I: Ill
)
Hiy( N N 0 @ HC. N N 0
N 10N Y 2Ou® M SN
] 5 4 NH 1 > NH
H,( " H,( N
\\ 6 3 ‘
0 H 0
Oxidado Reducido

Estos nucle6tidos actian como grupos prostéticos de flavoenzimas. Una gran parte
de las flavoenzimas son constituyentes de las cadenas respiratorias celulares y colaboran
en la transferencia del hidrogeno que toman del sustrato inicial las hidrogenasas
anaerobias. Las flavoenzimas también intervienen en la degradacién oxidativa de los
acidos grasos, piruvato y aminoacidos, o procesos de oxido-reduccién (Klein y Fulco,
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1993). Asi, el FAD participa en el sistema de transporte de electrones en la cadena
respiratoria para la produccion de energia; actta en los sistemas enzimaticos oxidativos de
la citocromo C reductasa, deshidrogenasa succinica y xantina oxidasa.

Otras funciones de la riboflavina estan relacionadas con su capacidad de absorcion
de luz. Asi pues, derivados flavinicos forman parte de fotorreceptores captando la luz
azul, como es el caso de las fototropinas y los criptocromos. Las fototropinas contienen
dos dominios de union a FMN, siendo los receptores primarios en el fototropismo
(Salomon et al., 2000) que median la respuesta de las plantas superiores a la luz. A su vez
estas tropinas estan implicadas en el movimiento de los cloroplastos y en la apertura y
cierre estomatico. También intervienen en el fototropismo de algunos hongos (Delbruck et
al., 1976). Otro grupo de flavoproteinas actuan como cromoéforos en la fototaxis de
protistas (Wolken 1977). Los criptocromos, presentes tanto en plantas como en animales,
a diferencia de las fototropinas no son quinasas. Constituyen una familia de flavoproteinas
que regulan la germinacion, elongacién, fotoperiodicidad y otras respuestas en las plantas
superiores. Los criptocromos también estan involucrados en el ritmo circadiano de plantas
y animales (Presti, 1983; Cashmore et al., 1999) y en la deteccion de campos magnéticos
en algunas especies (Mouritsen et al., 2004). Uno de los cromdforos cataliticos de los
criptocromos siempre es el FAD, como ocurre en las fotoliasas (Sancar, 1994) - con las
que tienen una alta homologia - que intervienen en la fotorreactivacion o reparacion del
ADN dafiado por luz ultravioleta mediante exposicion a luz azul (Sancar, 2003).

No solamente los derivados flavinicos son capaces de captar luz sino también de
emitirla, como en el caso de la bioluminiscencia, en el cual la enzima luciferasa emplea
como substrato FMH, (Duane y Hastings, 1975).

1.2. NUTRICION Y FARMACOLOGIA

La riboflavina es un micronutriente esencial en la dieta de los animales, puesto que
no son capaces de sintetizarla, a diferencia de lo que ocurre con todas las plantas y la
mayoria de los microorganismos (Koser, 1968; Powers, 2003). La cantidad diaria
recomendada para el ser humano por la Union Europea (EU RDA) es de 1,6 mg/dia. En el
caso de los animales pecuarios esta cantidad se llega a incrementar a 4 mg/dia. En
situaciones especiales la ingesta de riboflavina debe ser incrementada, como ocurre
durante el embarazo y la lactancia, en individuos fumadores y bebedores, pacientes
infectados con el VIH, asi como en sujetos con una dieta hipercalorica.

Como en el caso de otras vitaminas hidrosolubles, el intestino humano esta
expuesto a dos recursos de riboflavina, uno es la dieta (que se absorbe en el intestino
delgado) y el otro bacteriano (generada por la microbiota del intestino grueso y absorbida
en el propio tracto intestinal). Aunque no esta clara la contribucion de este Ultimo recurso
a la homeostasis del cuerpo (Said, 2011).
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Las mejores fuentes de riboflavina en la dieta son los productos de casqueria (las
visceras, y principalmente el higado), los huevos, la leche, la carne magra, verduras de
color verde oscuro, cereales enteros, pasta, pan y cerveza (“Standing Committee on the
Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes” 1998).

En la actualidad, ciertos factores durante el procesado y preparacién de los
alimentos pueden influir en la reduccion de bioviabilidad de los recursos alimenticios.
Durante el cocinado y el procesamiento de alimentos se pierden cantidades apreciables de
riboflavina, lo mismo ocurre con la leche envasada en botellas (Wanner, 1960). También
el proceso de secado al sol de frutas y vegetales conlleva una pérdida de grandes
cantidades de riboflavina. Debido a esto, en la actualidad se emplean alimentos
enriquecidos o fortificados con riboflavina principalmente grano y cereales (Capozzi et
al., 2011).

En caso de ingesta de cantidades excesivas de riboflavina, ésta se excreta
facilmente del cuerpo por medio de la orina, y no se conoce toxicidad (Horwitt et al.,
1950). La deficiencia de riboflavina, denominada arriboflavinosis es muy frecuente entre
adolescentes, embarazadas, ancianos y deportistas. Ademéas de los casos anteriores, la
deficiencia subclinica de riboflavina ha sido observada en personas con trastornos
alimentarios, trastornos metabdlicos como diabetes o hipertiroidismo. En patologias del
sistema digestivo, principalmente las que inciden en el tracto intestinal y las que provocan
inflamacién intestinal o la enfermedad de Crohn (Powers, 2003). Relacionadas con la
disfuncionalidad del transportador de riboflavina RFT2 del intestino tenemos los
sindromes neurologicos de Brown-Vialetto-Van Laere y Fazio Londe, asi como el
carcinoma escamoso del esofago y el cancer gastrico (Horvath, 2012; Ji et al., 2011; Eli et
al., 2012). Tambiéen se ha observado deficiencia de riboflavina debido al consumo de
ciertas drogas, en estados febriles, de estrés, e incluso en el sindrome del tunel carpiano
(Folkers et al., 1984).

La arriboflavinosis cursa con desérdenes metabolicos causando trastornos como:
reduccion de la tasa de crecimiento, sindrome oral-ocular-genital, lesiones bucales (labios
agrietados y rojos, glositis, queilitis angular, atrofia de las papilas gustativas, ulceras y
dolor de garganta), lesiones oculares (fotosensibilidad, relacionada con fotofobia,
quemazon, prurito ocular, pérdida de la agudeza visual, vascularizacion superficial de la
cérnea, opacidad en la cornea y cataratas en la vejez), lesiones cutaneas (ragades,
dermatitis seborreica en los pliegues nasolabiales, en el escroto o en la vulva, cicatrizacién
lenta, acné y alopecia), neuropatias, hiperhomocisteinemia, anemia y fatiga. Toda esta
sintomatologia se ve agravada si hay carencia de otras vitaminas del grupo B (Powers,
2003).

Las dosis terapéuticas de riboflavina varian entre 3 y 400 mg/dia. Empleandose
para la profilaxis de la migrafia 400 mg/dia (Maizels et al., 2004) y dosis de 30 a 50
mg/dia en el caso de la anemia y estados carenciales asociados con queilitis angular,
dermatitis seborreica y neuropatias.
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Ademas, la riboflavina se emplea en clinica para la técnica de ligaciones cruzadas
en el tratamiento del queratocono (formacion conica andémala de la cornea por
adelgazamiento y protrusion de la misma), puesto que favorece la formacion de enlaces
fortaleciendo la estructura biomecanica de la cornea (Hovakimyan et al., 2012), en el
sistema Mirasol para el tratamiento del plasma por exposicion a luz ultravioleta
favoreciendo la reduccion de microorganismos (Fast et al., 2012) y en la ictericia neonatal
durante la fototerapia, ya que favorece la eliminacién de bilirrubina (Pataki et al., 1985).

Ademas, hay evidencias de que altas concentraciones de riboflavina en el plasma
pueden reducir el riesgo de desarrollar adenomas colorrectales, disminuyendo, a su vez, el
riesgo de cancer colorrectal (de Vogel et al., 2011; Sun et al., 2012).

El conocimiento sobre la importancia que tiene la riboflavina en la salud humana
ha determinado un incremento en la demanda mundial de esta vitamina, pasando de una
produccion anual de 2000 toneladas en los afios 80 a 4000 toneladas en el afio 2004 y a
9000 toneladas en 2011 (Florent, 1986; Karos et al., 2004; Kato y Park, 2012).

Si bien la riboflavina es factor de crecimiento para muchos de los organismos
vivos, existen muchos otros que poseen la capacidad natural de sintetizar mayor cantidad
de riboflavina que sobrepasa sus necesidades metabolicas almacenandola durante el
desarrollo. Estos organismos reciben el nombre de flavinogénicos y son empleados por la
industria para la produccion de la vitamina. Entre estos organismos se establecen tres
categorias (Demain, 1972): sobreproductores débiles como Clostridium acetobutylicum,
uno de los primeros organismos empleados por la industria para la obtencidon de
riboflavina por fermentacion anaerdbica, produciendo hasta 100 mg/l en 4 dias;
sobreproductores medios entre los que destaca el género Candida con las especies C.
famata, C. flareri y C. guilliermondii, capaces de sintetizar 600 mg/l. Estos dos grupos de
productores son especialmente sensibles a la presencia de iones de hierro en el medio.
Como ultimo grupo tenemos los sobreproductores fuertes, entre los que se encuentra
Bacillus subtilis (organismos modificados), bacteria que ya se utilizaba para la sintesis de
D-ribosa, y dos ascomicetes, Eremothecium ashbyii el primero en ser usado debido a su
capacidad natural para sintetizar riboflavina (Guilliermond et al., 1935) pero a causa de su
inestabilidad genética y los problemas que presentaba en los tanques de fermentacion ceso
su uso, siendo sustituido por Ashbya gossypii que es genéticamente mucho mas estable
pero preferible aunque fuera mucho menos productivo en principio (Wickerman et al.,
1946).
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1. EL HONGO SOBREPRODUCTOR DE RIBOFLAVINA
ASHBYA GOSSYPII

Ashbya gossypii es un hongo filamentoso, descrito originalmente en 1926 por
Ashby y Nowel como Nematospora gossypii “el hongo de la estigmatomicosis”. Los
ejemplares Tipo se aislaron de semillas de algodonero — Gossypium hirsutum - afectadas
por la estigmatomicosis (Ashby y Nowel, 1926).

A. gossypii es un fitoparasito que no desarrolla estructuras propias para dar lugar a
la infeccion como ocurre en otros hongos (Batra 1973). La infeccion del anfitrion se
produce a través de las laceraciones causadas, al alimentarse de la planta, por los estiletes
bucales de insectos heteropteros, principalmente de los géneros Antestia y Dysdercus, los
cuales actuan de vectores. La micosis generada por A. gossypii, afecta tanto al desarrollo
de la capsula como al de las semillas, siendo sus efectos mas graves cuanto mas joven es
la planta de algodén (Tabla 1). También es capaz de infectar a citricos y a platas de soja,
en regiones tropicales y subtropicales (Batra, 1973).

En 1950 se le denomina como “levadura filamentosa” (Mickelson, 1950) tanto por
su habitat, como por la forma con la que crece el micelio sobre las frutas que se asemeja al
pseudomicelio que forma Saccharomyces cerevisiae en las uvas. Su taxonomia ha sido
origen de controversia durante afios, pertenece al género Eremothecium (del griego
eremos: aislado y theca: caja, asco) aunque se considera correcta la denominacion de
Ashbya. Actualmente el género Ashbya esta incluido en la familia Saccharomycetaceae,
perteneciente al grupo de hongos hemiascomicetos (Prillinger et al., 1997). Este grupo
incluye ascomicetos micélicos o levaduriformes microscopicos, desprovistos de
ascocarpos y con un ciclo de vida muy simplificado y muy modificado, lo que puede
deberse a ser los Ascomycetes mas primitivamente simples (Gaumann, 1952) o a una
evolucion regresiva.

1y 2 semanas El crecimiento se detiene completamente; muerte
de las semillas; las cépsulas se deshacen o
abortan; la borra se vuelve una membrana oscura

3y 4 semanas Se reduce el tamafio de las céapsulas; borra
fuertemente  manchada; carpelos abiertos,
entornados y parcialmente flexionados; la parte
central de los l6culos no se expande y de
apariencia membranosa.

5,6y 7 semanas Poco o ningun efecto en el tamafio de la capsula,
borra intacta sin membranas pero tefiida de
marron oscuro a bayo, la tincién se reduce con la
edad.

8y 9 semanas Ningun efecto, salvo trazas de decoloracion.

* Batra, 1973
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A diferencia de otros miembros del género Eremothecium cuyos ciclos de
reproduccion sexual y asexual estan bien delimitados, en A. gossypii existe una
controversia sobre la reproduccion sexual. Batra lo describe como un hongo homotélico,
en el cual previa a la formacion de las esporas se daria cariogamia, para, posteriormente
por meiosis dar lugar a las esporas haploides. Datos actuales indican que la cepa silvestre
tiene tipo sexual MATa, pero carece de parte de los genes implicados en la ruta de la
feromona, siendo, por tanto, las esporas observadas de origen asexual, y el ciclo sexual
(fase ascogena) seria desconocido (Wendland y Walther, 2005; Wendland et al., 2011).
En este trabajo se asume la segunda hipotesis, siendo actualmente la méas aceptada, y la
descripcion del ciclo de vida se realiza de acuerdo a ella (Figura 2).

Este ciclo comienza con un estadio de espora (Figura 2a) de estructura aculeiforme
con crestas concéntricas en toda su longitud, equipada con un apéndice caracteristico en la
parte posterior. Este apéndice, de dos a cuatro veces la longitud de la espora y en forma de
flagelo, no genera movilidad sino que su funcion es adhesiva, permite mantener unidas las
esporas dentro del saco esporifero y también facilita su propagacion al enratarse en el
rostrum o introducirse en el canal dorsal maxilar (canal suctor o alimentario) de los
insectos heteropteros. La espora es uninucleada y haploide. EI genoma de A. gossypii es
de 9,2 Mb (Dietrich et al., 2004) y se organiza en 7 cromosomas (Benito, 1997).

La germinacion de la espora comienza con un crecimiento isotrépico en la region
central y varias divisiones nucleares (Figura 2b). Este estadio de diferenciacion se
observa, en condiciones Optimas de crecimiento, a las 8 horas de iniciarse el cultivo,
tiempo en el que pueden ocurrir hasta 3 rondas de division nuclear. Después comienza una
fase de crecimiento polarizado con la emision de una hifa germinal. Esta hifa, separada de
la célula germinal por un septo, prosigue incesantemente su crecimiento mientras las
condiciones del medio son favorables (Figura 2c).

A continuacion, y siguiendo un modelo de crecimiento bipolar, en el polo opuesto
a la primera hifa, emerge una segunda hifa germinal (Figura 2d). Las dos hifas germinales
prosiguen su elongacion y a partir de ellas surgen por ramificacion lateral nuevas hifas,
dando lugar al micelio juvenil (Figura 2e y 2f).

En la maduracién hifal (Fig. 2g), estadio que se alcanza entre las 20-24 horas
posteriores a la germinacion, el modo de crecimiento varia de una masa fractal a una
superficie fractal, ya que las ramificaciones de las hifas en vez de generarse en los
laterales lo hacen en los apices de manera dicotomica, apareciendo las estructuras en
forma de horca (Obert et al., 1990). Después, a partir de cada ramificacion surgen nuevas
ramificaciones y el resultado final del crecimiento es un denso micelio cenocitico de hifas
tabicadas (Figura 2f) (Wendland y Phylippsen, 2000).

El crecimiento cesa cuando se agotan los nutrientes, momento en el que se produce
la autolisis de algunas hifas (Figura 2f) o la formacion de sacos esporiferos en otras. La
formacion de los sacos esporiferos (Figura 2h), ya estén aislados o formando cadenas,
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comienza con la desaparicion de los septos que delimitan un compartimento en la hifay la
reabsorcién del contenido celular para dar lugar a la aparicion de unas incipientes
estructuras filiformes que maduran y generan las esporas, situadas en los extremos del
saco y cuyo numero puede variar entre 8 y 16. Finalmente las esporas se liberaran al

medio recomenzando el ciclo (Figura 2a).
-
b
c

Ciclo asexual

Figura 2. Ciclo de vida de A. gossypii. Los estadios de diferenciacion que se representan se
observan a los tiempos indicados en el texto y son: a) espora; b) germinacién por crecimiento
isotropico; ¢, emision de la primera hifa germinal (crecimiento polar); d) emision de la segunda
hifa (crecimiento bipolar); €) ramificacion lateral; f) micelio juvenil formado por ramificaciones
laterales; g) micelio maduro (ramificacion dicotomica) y lisis hifal; h) saco esporifero.

En medio solido, A. gossypii muestra un crecimiento radial formando colonias
regulares. La forma y el tamafio de estas colonias estan determinados por factores como la
frecuencia y el angulo de ramificacion.

11.2. BIOSINTESIS Y PRODUCCION DE RIBOFLAVINA

Pronto fue reconocido el hongo A. gossypii por su capacidad de producir grandes
cantidades de riboflavina, la cual era responsable de su apariencia amarillenta
(Wickerman et al., 1946).

La riboflavina se sintetiza a lo largo de todo el ciclo de vida, para cubrir los
requerimientos de nucleotidos flavinicos. Sin embargo, es a partir de las 24 horas, despues
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de haberse iniciado el crecimiento, cuando se potencia el proceso biosintético. El exceso
de riboflavina se acumula en el interior de las vacuolas, que emiten una fluorescencia
amarilla al ser excitadas por luz ultravioleta (Figura 3A). El incremento de riboflavina en
el interior vacuolar conlleva la formacion de unos agregados de cristales alargados y
amorfos de la vitamina (Figura 3B).
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Figura 3. Fenotipo de produccion de riboflavina. Cristales de riboflavina en el interior de las
vacuolas. A) Emision con luz ultravioleta B) Emisién con luz visible.

A los 3 6 4 dias de crecimiento la produccidén va a ser todavia mas acusada,
observandose a simple vista una pigmentacion amarillenta tanto en la masa miceliar como
en el medio de crecimiento. Este cambio de coloracion, de micelio palido en la primera
fase del crecimiento (fase tréfica) a color amarillo en la fase mas tardia (fase productiva),
ocurre tanto en cultivos en medio liquido como en solido (Figura 4).
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Figura 4. Biosintesis de riboflavina. A) Representacion grafica que muestra el crecimiento del
hongo (en color negro) frente a la produccion de riboflavina (en color naranja). B) Fotografias de
una colonia de A. gossypii en medio sélido en el que se aprecia el cambio de coloracién del
micelio.
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11.2.1. Ruta biosintética de la riboflavina

Los trabajos realizados en las Ultimas décadas con organismos flavinogénicos han
permitido establecer la ruta de sintesis de riboflavina.

En 1991, nuestro laboratorio comenz6 a estudiar el proceso de sintesis de
riboflavina en A. gossypii, objeto de un proyecto de investigacion subscrito con la
empresa BASF AG. En A. gossypii la sintesis de riboflavina (Figura 5) tiene lugar a través
de seis etapas enzimaticas, controladas por los productos de seis genes, genes de AgRIB1 a
AgRIB5 y AgRIB7 (Revuelta et al., 1995); el hongo solo presenta una copia de cada uno
de los genes, dispersos a través del genoma.

El ribonucledtido GTP es uno de los sustratos necesarios para la sintesis de
riboflavina junto con la ribulosa 5-fosfato (ribu-5p); necesitando de cada uno de ellos 1y
2 moles respectivamente para la sintesis de 1 mol de riboflavina. Es por tanto una ruta
bifurcada, en lo respectivo a la ruta a partir de la ribulosa 5-fosfato los enzimas
participantes son codificados por los genes AgRIB3 (3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfatasa
sintasa), AgRIB4 (lumazina sintasa) y AgRIB5 (riboflavina sintasa). Por la via del GTP
AgRIB1 (GTP ciclohidrolasa 1), AgRIB7 (reductasa), AgRIB2 (desaminasa). En
organismos procariotas como es el caso de B. subtilis, el producto del gen RIBG tiene
tanto actividad desaminasa como reductasa. La fosfatasa responsable de la sintesis de
riboflavina es desconocida, puesto que no se ha podido aislar después del cribado de
cientos de organismos auxotroficos para la riboflavina. Y se asume que es una fosfatasa
inespecifica que interviene simultdneamente en la biosintesis de riboflavina y otros
compuestos (Abbas y Sibirny 2011).

Los precursores GTP vy ribulosa 5-fosfato (Bacher et al., 1989) son convertidos a
través de cinco reacciones enzimaticas en el precursor inmediato de la riboflavina 6,7-
dimetil-8(1-D-ribitil) lumazina, el cual es transformado en riboflavina por la accion de la
sintasa de riboflavina, codificada por el gen RIB5 (Revuelta et al., 1995).

Los cofactores flavinicos FMN y FAD se forman a partir de la molécula de
riboflavina. EI FMN se forma por fosforilacion de la riboflavina en su grupo 5-OH de la
cadena ribitil por una quinasa de riboflavina (RFK, FMN1) que utiliza como molécula
donadora ATP. La posterior adenilacion del FMN, utilizando como sustrato una segunda
molécula de ATP, produce FAD en una reaccion catalizada por la sintetasa de FAD
(FMNAT, FAD1). Sin embargo en bacterias una Unica enzima es capaz de realizar ambas
funciones RIBC. Tanto el FMN como el FAD pueden considerarse las formas
bioldgicamente activas de la riboflavina, ya que forman parte de los grupos prostéticos de
las flavoproteinas, enzimas que catalizan reacciones de 6xido-reduccion.
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Figura 5. Esquema de la ruta biosintética de riboflavina y sus cofactores. En color verde genes

de A. gossypii, ruta en hongos; en color marrén genes de B. subtilis. Modificado de Abbas y
Sibirny, 2011

Aungue a lo largo del desarrollo de A. gossypii se produce riboflavina las mayores
cantidades se sintetizan al final de la fase de crecimiento. Los genes AgRIB1 y AgRIB3
muestran un incremento en la transcripcion en la fase de transicion entre la fase de
crecimiento y la de produccion (Stahmann et al., 2000; y Mateos et al., 2006). El resto de
los genes flavinogénicos se expresan de forma constitutiva.

Los niveles de expresion de algunos genes de la ruta biosintética influyen en la
produccion de riboflavina. La integracion al azar en el genoma de una copia adicional de
los genes AgRIB3, AgRIB4 y AgRIB5 muestra un incremento del 2.5% de produccion.
(Althofer et al., 1998). Otras combinaciones de los genes RIB no tienen efectos sobre la
produccion o tienen efectos negativos en el crecimiento.
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El factor limitante, en buena medida, es la disponibilidad del nucleétido precursor
GTP, ya que existe una relacién directa entre los procesos que afectan a la sintesis del
nucleotido y la produccion de vitamina (Demain, 1972; Schllpen et al., 2003; Jiménez et
al., 2005; Mateos et al., 2006; Jiménez et al., 2008).

11.2.2. Biosintesis celular del precursor GTP

El GTP es uno de los nucledtidos de purina, siendo la purina el heterociclico de
nitrdgeno méas ampliamente distribuido en la naturaleza. El venerable nombre de “purina”
(purum uricum) se mantiene en lugar del nombre sistematico imidazo (4,5-d) pirimidina
por la IUPAC en agradecimiento a Emil Fischer que lo acufié en 1899 al sintetizar por vez
primera esta base incolora y cristalina, a partir de &cido Urico aislado de calculos biliares.

Los derivados purinicos estdn envueltos en un gran numero de procesos
metabolicos, almacenaje de energia, actividades REDOX, formando parte del material
genético, sefializacion y recepcion, etc. En los afios 50 el estudio de purinas tuvo su auge,
pero en la actualidad ha tenido un renacimiento, en la basqueda de activos farmacoldgicos
aislados a partir de sustancias obtenidas de recursos naturales (Rosemeyer, 2004).

En la célula hay dos tipos de vias metabdlicas que conducen a la formacion de los
nucleotidos de purina: la via de novo y las vias de recuperacion. La sintesis de novo de los
nucleotidos empieza a partir de precursores metabolicos: aminoécidos, ribosa 5-fosfato,
CO, y NHs. Las vias de recuperacion reciclan las nucleobases libres y los nucledsidos
liberados, principalmente, de la degradacion de los acidos nucleicos.

11.2.2.1 Ruta de sintesis de novo de nucleotidos de purina

La biosintesis de novo de nucledtidos de purinas es una ruta anabolica altamente
conservada y ampliamente distribuida filogenéticamente. En los organismos
pertenecientes a los tres Dominia, Bacteria, Archaea y Eucaria, las enzimas que
participan en la ruta exhiben de un 35 a un 65% de similitud entre la secuencia
aminoacidica, sugiriendo que podria haber un ancestro comun para los tres Dominia
(Johnson et al., 1987; Henikoff y Smith, 1989).

A mediados de los afios 50 Buchanan ayudé a elucidar las rutas de biosintesis de
las purinas en una serie de 20 articulos con el titulo general de “Biosintesis de Purinas”.
Greenberg hizo una investigacion paralela y gracias a la informacion compartida por
ambos grupos se pudo realizar un rapido progreso.

Los productos finales de esta ruta, precursores de los &cidos nucleicos, son el AMP
(adenosina 5"-monofosfato, adenilato) y el GMP (guanosina 5 -monofosfato; guanilato),
que contienen las bases purinicas adenina y guanina, respectivamente. Hay que destacar
que estas bases no son intermediarios de la ruta de novo, es decir, las bases no son
sintetizadas y a continuacion unidas a la ribosa, como cabria esperar. El anillo purinico se
sintetiza de novo en las células a partir de amino4cidos, que actian como donadores de

11
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carbonos y nitrogeno, y otras moléculas pequefias que completan el esqueleto de la base.
Los diferentes estudios con isétopos radiactivos, llevados a cabo por Buchanan y
Greenberg, con homogenados de extractos de higado de paloma han permitido establecer
el origen de cada uno de los &tomos que constituyen el anillo de purina (Figura 6).
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La ruta de novo esta constituida por diez etapas enzimaticas en las que se forma
IMP (inosina 5 -monofosfato; inosinato) cuya nucleobase purinica es hipoxantina. A
partir del IMP la ruta se ramifica para formar AMP por un lado y GMP por otro. La ruta
parte de ribosa-5-fosfato que se genera en la via de las hexosas monofosfato, ésta debe ser
activada para ingresar a la sintesis usando un ATP (Figura 7), el cual le transfiere
pirofosfato en el carbono 1. Esta reaccion es catalizada por la fosforribosilpirofosfato
sintetasa, dando como producto 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP), el cual acepta el
grupo amino de la glutamina dando 5-fosforribosilamina (PRA) bajo la accién de la
enzima fosforribosilpirofosfato amidotransferasa. A continuacion se dan una serie de
reacciones de aminotransferencia y transformilacion para formar 6-aminoimidazol 4-N-
succinicocarboxamida ribonucledtido (SAICAR), el cual, tras liberar una molécula de
fumarato, forma 5-aminoimidazol 4-carboxamida ribonucleétido (AICAR). Despues la
incorporacion de un grupo formilo al AICAR genera 5-formaminoimidazol 4-
carboxamida ribonucleétido (FAICAR), precursor inmediato de inosina-5’-fosfato (IMP),
el cual constituye el primer nucleétido intermediario ciclico de purinas. Es a partir de IMP
donde se ramifica la ruta de sintesis de purinas, ya que desde él se forma AMP como
GMP a través de dos rutas divergentes.

La conversion del IMP en AMP requiere la incorporacion de un grupo amino
procedente del aspartato; ello tiene lugar a través de dos reacciones catalizadas por las
enzimas adenilsuccinato sintetasa y adenilsuccinato liasa. Una diferencia clave consiste en
la utilizacion de GTP, en lugar de ATP, como fuente de energia en la sintesis del
adenilsuccinato. EI GMP se forma por oxidacion del IMP, que requiere NAD", dando
lugar a XMP (xantilato) por accion de la enzima inosinato deshidrogenasa, seguida de la
incorporacion de un grupo amino procedente de la glutamina. EI ATP se hidroliza a AMP
y PP; en el dltimo paso.
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Figura 7. Representacion esquematica de la ruta de sintesis de novo de purinas y su relacion con
las rutas de sintesis de histidina (rojo) y formiato (azul). En color marron se indican los genes de S.
cerevisiae que codifican las correspondientes enzimas. PRPP 5-fosfo-a-ribosil-1-pirofosfato,
PRA 5-fosforribosilamina, GAR glicinamida ribonucleétido, FGAR formil glicinamida
ribonucledtido, FGAM formilglicinamidina ribonucle6tido, AIR 5-aminoimidazol ribonucle6tido,
CAIR carboxiaminoimidazol ribdtido, SAICAR 6-aminoimidazol 4-N-succinicocarboxamida
ribonucledtido, AICAR 5-aminoimidazol 4-carboxamida ribonucledtido, FAICAR 5-
formaminoimidazol 4-carboxamida ribonucleétido, THF tetrahidrofolato. Modificado de Rebora et
al.. 2005.
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La conversion final de AMP y GMP a sus respectivos nucleésidos difosfato y
trifosfato se debe a la accién de quinasas especificas: AMP quinasa, GMP quinasa y ADP
quinasa, GDP quinasa, respectivamente. Como sistema de control primario para el
equilibrio de la concentracion celular de ambos nucleotidos, para la formacion de AMP
se requiere energia en forma de GTP, mientras que en la sintesis de GMP se consume
energia a partir de ATP. Asi la célula mantiene un equilibrio entre las proporciones de
ambas moléculas.

El AICAR no solamente se produce a través de la ruta biosintética del IMP si no
que también es un subproducto que se genera en la ruta de sintesis del aminoacido
histidina. Aunque mutantes en los primeros pasos de la ruta de novo anteriores a la
sintesis de AICAR en S. cerevisiae muestran auxotrofia para adenina. Esto indica que la
ruta de histidina no aporta el suficiente AICAR para la sintesis de nucleétidos de purina
en ausencia de adenina extracelular. Esto se debe a que en la sintesis de histidina se
requiere de ATP y el AICAR producido durante la biosintesis de histidina no contribuye a
la sintesis de AMP por la ruta de novo (Rebora et al., 2005).

11.2.2.2. Biosintesis de nucledtidos de purina a través de las rutas de recuperacion

En la célula existen otras rutas para la sintesis de purinas. Los estudios de
Buchanan sobre la incorporacion de hipoxantina a acido inosinico fueron la primera
evidencia de las que se denominaron rutas de recuperacion o rescate de nucleobases de
purinas por su conversion directa a sus respectivos nucleétidos (Korn y Buchanan 1955).

De la degradacién metabdlica celular de los acidos nucleicos se generan no solo
nucledtidos sino también los correspondientes nucledsidos y nucleobases. Los derivados
de adenina, nucleésido o base, por desaminacion dan lugar a su derivado de hipoxantina
correspondiente. La hipoxantina se oxida sucesivamente a xantina y &cido drico por
accion de la xantina oxidasa, que es una flavoenzima.

Del catabolismo de los derivados de la guanina también se forma &cido Urico. La
guanina por desaminacion da lugar a xantina y por accion de la xantina oxidasa se forma
acido urico (Figura 8). El &cido urico es el producto final de excrecion del catabolismo de
las purinas en los primates, aves, reptiles e insectos. Sin embargo, en el resto de
organismos son necesarias una serie de degradaciones posteriores para excretarlo en
forma de alantoina (la mayoria de los mamiferos), alantoato (peces teledsteos), urea
(anfibios y peces cartilaginosos) o amoniaco (invertebrados marinos), segun el orden de
modificaciones necesarias (Balinsky, 1972). En plantas a partir del &cido Urico se forma la
urea que se emplea para la sintesis de metabolitos secundarios o bien se degrada hasta
glioxilato. En algunos hongos la urea también actGa como substancia de reserva o de
desintoxicacién. Los hongos hemiascomicetos carecen de la enzima xantina oxidasa;
siendo incapaces, por tanto, de degradar las nucleobases purinicas (Werner y Witte, 2011).
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Los organismos también pueden sintetizar nucledtidos de purina desde las
nucleobases presentes en el medio exterior. Para ello requieren de su incorporacion al
espacio intracelular. En los organismos estudiados, las bases purinicas se incorporan a la
célula mediante transportadores especificos que se agrupan en diferentes familias. La
familia xantina-uracilo permeasa, conocida genéricamente como la familia NAT
(Nucleobase Ascorbate Transporter) o familia NCS2 (Nucleobase Cation Symporter 2),
incluye transportadores con diferente especificidad. Algunos miembros de la familia
actGan principalmente como permeasas de acido Urico, caso de las proteinas UapA y
UapC de Aspergillus nidullans que median la entrada a la célula de méas del 95% del acido
urico y sélo el 8-10% de la incorporacién de hipoxantina va via esos transportadores
(Diallinas et al., 1995). Por el contrario, otros miembros de la familia como la proteina
YgfOp de Eschericha coli tienen alta afinidad por la nucleobase xantina y son incapaces
de transportar uracilo, hipoxantina, o acido urico (Karatza y Frillingos, 2005).

Sin embargo, en mamiferos todas las proteinas pertenecientes a la familia NAT
estan especializadas en el transporte de vitamina C y hasta la fecha no se ha descrito
ninguna proteina capaz de mediar el transporte de nucleobases y/o nucleésidos (Rivas et
al., 2008). Tampoco en protozoos se han descrito proteinas con la firma NAT/NCS2
capaces de mediar el transporte de nucleobases.

En mamiferos y protozoos sélo se han descrito transportadores de la familia ENT
(Equilibrative Nucleoside Transporters) implicados tanto en el transporte de nucleobases
como de nucleosidos (Karatza y Frillingos, 2005; Rivas et al., 2008). El transportador
ENT1 de mamiferos, estd descrito como responsable del transporte de los nucleosidos
adenosina e inosina y de la nucleobase hipoxantina, mientras que el transportador ENT2,
media el transporte de los nucledsidos inosina, guanosina y adenosina Yy de las
nucleobases guanina y adenina. Los ort6logos a estos transportadores en protozoos son
las proteinas CfNtlp y CfNt2p, respectivamente (Baldwin et al., 2004; Burchmore et al.,
2003; Liu et al., 2005).

En plantas, ademaés de los transportadores de las familias NAT y ENT, existen dos
familias especificas, la familia PUP (Purine Uptake Permease) y UPS (Ureidin
Permease). La familia PUP se origind a lo largo de la evolucion terrestre de las plantas,
durante la transicion de briofitas a licofitas, derivando de transportadores preexistentes de
nucle6tidos y azlcares pertenecientes a la familia de transportadores de drogas y
metabolitos DMTs. Los transportadores PUP estan implicados en el transporte de
metabolitos primarios, como pueden ser las nucleobases, y secundarios, como la nicotina,
de derivados purinicos (Mansfield et al., 2009; Jelesko, 2012).

Una vez que se internalizan en la célula, las nucleobases se convierten a sus
correspondientes nucle6tidos. Asi pues, a partir de las bases purinicas podemos obtener
sus respectivos nucleétidos por procesos de fosforribosilacion, con consumo de una
molécula de PRPP.
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De esta manera las rutas de recuperacion no solo participan en la regulacion

intracelular de nucledtidos, sino que también intervienen en la reutilizacién de
nucleobases y nucleodsidos libres en el espacio intra o extracelular (Figura 8).

Al contrario de lo que ocurre con la ruta de novo, las rutas de recuperacién estan

menos conservadas, variando de unos organismos a otros. Esto no significa que sean
menos importantes, pues estas rutas son esenciales en los protistas parasitos del grupo de
los apicomplejos (como los causantes de la toxoplasmosis y la malaria) que han tenido
una pérdida secundaria de la ruta de novo, debido a su adaptacion a la vida parasitica. En
los apicomplejos se puede apreciar una gran variedad en estas rutas (Chaundhary et al.,
2004). El conocimiento profundo de los componentes y funcionamiento de las rutas de
estos organismos puede aportar en un futuro dianas especificas en el desarrollo de
medicamentos (Ulman y Carter, 1995; Craig y Eakin, 1997; Berg et al., 2010).
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Figura 8. Representacion esquematica del metabolismo de purinas. En color marrén se indican los
pasos correspondientes a la biosintesis de novo, mientras que en color gris se indican las
actividades propias de las rutas de recuperacion presentes en S. cerevisiae: ISN, nucleotidasa
especifica de IMP; PNP, nucledsido fosforilasa de purinas; AK, adenosina quinasa; APRT, adenina
fosforribosiltransferasa; HPRT,  hipoxantina  fosforribosiltransferasa, = XPRT,  xantina
fosforribosiltransferasa; GPRT, guanina fosforribosiltransferasa. En color rojo y linea discontinua
se representan las actividades ausentes en S. cerevisiae: GK, guanosina quinasa.

En la naturaleza existen cuatro actividades de fosforribosilacion correspondientes a

cada una de las nucleobases de purina: adenina fosforribosiltransferasa (APRT) que
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cataliza la formacion de AMP a partir de adenina, hipoxantina fosforribosiltransferasa
(HPRT) que cataliza la formacién de XMP a partir de hipoxantina, guanina
fosforribosiltransferasa (GPRT) que cataliza la formacion de GMP a partir de guanina y
xantina fosforribosiltransferasa (XPRT) que cataliza la formacion de XMP a partir de
xantina. Aungue en algunos organismos una misma enzima es capaz de desarrollar varias
actividades, el caso mas extendido es la utilizacion de guanina e hipoxantina (HGPRT), e
incluso guanina, xantina e hipoxantina (HGXPRT); solo en el protozoo Giardia lamblia
se ha encontrado una enzima especifica para la guanina, y no se ha observado en ningun
organismo una enzima especifica para hipoxantina. Los datos actuales indican que la
actividad APRTasa es la mas conservada en los organismos, una sola enzima realiza esta
actividad (Tabla 2).

abla D 0 on biologica de las PR
ORGANISMO APRT GPRT XPRT HGPRT HGXPRT
Bacteria
Escherichia coli * * *
Haemophilus influenzae * * *
Salmonella typhimurum * *
Lactococcus lactis * *
Mycoplasma sp. * *
Borrelia sp. * *
Synechocystis sp. *
Archaea
Methanococcus voltae * * *
Methanococcus jannaschii *
Methanobacterium * * »
thermoautotrophicum
Haloferax volcanii * *
Halobacterium halobium * *
Eucaria
Giardia lamblia * *
Tritrichomonas foetus * *
Toxoplasma sp. * *
Plasmodium sp. * *
Eimeria sp. * *
Tetrahymena sp. * *
Leishmania sp. * * *
Kinetoplastidia sp. * * *
Saccharomyces cerevisiae * * *
Schistosoma mansoni * *
Arabidopsis thaliana * *
mamiferos * *

* Modificado de Becerra y Lazcano, 1996.
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En los géneros de protozoarios Cryptosporidium y Theileria no existen actividades
PRT, y dependen exclusivamente de la reutilizacion de adenosina a través de la quinasa de
adenosina para la biosintesis de los nucle6tidos purinicos (Chaudhary et al., 2004).

La familia de las PRT incluye enzimas capaces de fosoforribosilar otros
compuestos nitrogenados como el amonio, orato y uracilo. Aungue no todas las proteinas
de la familia PRT tienen actividad enzimatica.

Por ejemplo, en algunas bacterias las proteinas PRT regulan la expresion de los
genes de la ruta biosintética de purinas y pirimidinas. No todas las enzimas con actividad
PRTasa son miembros de las familias de los PRT, solo aquellas que presentan la
secuencia del motivo PRT se incluyen dentro de la familia. Este motivo consiste en
cuatro aminoéacidos hidrofébicos, dos aminoacidos de caracter acido y siete aminoacidos
de caracter variable, que generalmente incluyen glicina y treonina (Figura 9). Pero a parte
de este motivo las diferentes PRT tienen un bajo nivel de identidad de secuencia,
generalmente menor del 15% (Sinha y Smith, 2001).

Figura 9. Estructura de la proteina
HGXPRT de T. cruzi. El ndcleo comin
se resalta en verde las hélices o, y en
rojo las hojas plegadas . Los lazos de
union Mg e PRPP (PRPP lazo, lazo de
PPi y bucle flexible) estan resaltadas en
azul. El resto de la proteina esta en gris.
Todos los detalles atdbmicos se muestran
para los sustratos Mg e PRPP e
hipoxantina, el color de acuerdo al tipo
de atomo (de carbono, el naranja, de
e oxigeno, el color rojo, de nitrégeno, el
azul, de fésforo, el verde, Mg, negro y
agua, esferas rojas).
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(Sinha y Smith, 2001).

Los estudios realizados en mamiferos indican que la importancia que tienen las
rutas de recuperacion en la biosintesis de purinas, depende del tipo celular y su distrito,
como en el caso de los globulos rojos y el cerebro humano que dependen casi
exclusivamente de estas vias de rescate de purinas. Estas actividades estan bien
estudiadas puesto que existen varias enfermedades graves relacionadas con la disfuncion
de las enzimas implicadas. La deficiencia de la APRT es un desorden autosomico
recesivo, la adenina que se acumula al no poder ser reciclada por las rutas de recuperacion
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es convertida por la deshidrogenasa de xantina (cuya funcion principal es catalizar la
transformacion de xantina en urato) en 2,8-dihidroxiadenina (2,8-DHA). La 2,8-DHA es
insoluble en la orina, por lo tanto los sintomas estan relacionados con los rifiones y el
tracto urinario, como hematuria, nefrolitiasis, infecciones del tracto urinario, ademas de
lesiones en los rifiones y enfermedades cronicas de rifidn que pueden dar lugar a dafios
irreversibles provocando la enfermedad renal en estado terminal (ERT) (Harambat et al.,
2012). Pero el desorden mas estudiado es la deficiencia de la HGPRT por mutacion del
gen HPRT1 cuyo mayor exponente es el sindrome de Lesch-Nyhan, que es un desorden
hereditario asociado al cromosoma X, caracterizado por hiperuricemia con
hiperuricosuria, nefrolitiasis con fallo renal y gota, disfuncién neuronal con distonia,
disartria, disfagia, espasticidad y hiperreflexia, retraso mental con comportamientos
agresivo compulsivos que pueden llegar a automutilaciones. Existe una buena correlacion
entre el nivel de actividad de la enzima y la gravedad de la enfermedad (McKeran y
Watts, 1976). Otros trastornos estan asociados a deficiencias en las actividades
nucleotidasa, nuleosido fosforilasa, adenosina desaminasa (Camici et al., 2009).

En S. cerevisiae las rutas de recuperacion estan bien estudiadas al ser un organismo
modelo. En la levadura existen tres enzimas codificadas por los genes APT1 para la
actividad APRT, el gen HPT1 para la actividad HGPRT vy el gen XPT1 para la actividad
XPRT. La enzima Xptlp es un 56% idéntica a Hprtlp, rescatando la sobreexpresion del
primero la interrupcién del segundo, por lo cual se considera que puede usar hipoxantina
como sustrato (Guetsova et al., 1999).

Las rutas de recuperacion en S. cerevisiae, son asimétricas debido a que los
derivados de adenina pueden ser convertidos en nucleétidos de guanina, mientras que el
caso contrario no se da. Como consecuencia de esta asimetria, la reduccion de la sintesis o
la degradacion son los Unicos modos de disminuir la cantidad de derivados guanilicos. El
equilibrio entre los nucledtidos de adenina y guanina es sutilmente regulado al nivel de la
sintesis (Saint-Marc y Daignan-Fornier, 2004).

Para otros hemiascomicetos se toman como referencia los estudios realizados en S.
cerevisiae al ser un organismo modelo y pertenecer al mismo grupo. Pero no en todos
estos organismos se han estudiado las rutas de recuperacion de nucleobases de purina. Un
ejemplo de ello es el hongo A. gossypii, en el cual los mecanismos de reciclaje de las
purinas no estaban estudiados.

11.2.2.3. Regulacion de la biosintesis de nucleétidos purinas

La concentracion y el equilibrio entre los distintos tipos de nucle6tidos es
fundamental para el correcto desarrollo de una gran cantidad de procesos celulares; se ha
descrito que la desregulacion de la sintesis de nucleétidos de purina da lugar a una
inestabilidad genética ocasionada por la pérdida de fidelidad en el proceso de sintesis de
ADN (Kunz et al., 1994) e impide el desarrollo normal de la célula (Ahmed et al., 1999
Ljungdahl y Daignan-Fornier, 2012).
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Por esta razon, la regulacion de la sintesis de nucle6tidos de purina es compleja y
en ella se observan varios niveles de control. La biosintesis de los nucle6tidos de purina
esta regulada por retroalimentacion negativa, tanto a nivel enzimatico como génico.

Tres mecanismos principales de retroalimentacion cooperan en la regulacion de la
velocidad global de sintesis de novo de los nucle6tidos de purina y de la velocidad relativa
de formacion de los dos productos finales, AMP y GMP. El primero de estos mecanismos
de control se ejerce sobre la sintesis de PRPP a partir de ribosa 5-fosfato; la acumulacién
de los nucledtidos difosfato (ADP y GDP) inhibe la sintesis PRPP. Aunque la inhibicién
enzimatica no llega a ser total, ya que el PRPP es también requerido en la sintesis de
histidina y de pirimidinas (Becker et al., 1975).

La primera reaccion especifica de la sintesis de nucleétidos de purina es la
transferencia de un grupo amino al PRPP para formar la 5-fosforribosilamina. Esta
reaccion esta catalizada por la enzima alostérica glutamina-PRPP amidotransferasa, que es
inhibida por los productos finales IMP, AMP y GMP. En A. gossypii y en S. cerevisiae
esta enzima esté codificada por el gen ADE4 y su actividad se inhibe fuertemente por GTP
y ATP. Por el contario la concentracion de los nucleotidos monofosfato apenas tiene
efecto (Jiménez et al., 2005; Rebora et al.,, 2001). Sin embargo, los nucleétidos
monofosfato tienen un efecto negativo en la sintesis de PRPP, ya que inhiben la actividad
ribosa fosfato piroquinasa. EI AMP y el GMP actlan de manera sinérgica en esta
inhibicion concreta. Asi pues, siempre que el AMP o el GMP se acumulan en exceso, el
primer paso de su biosintesis a partir de PRPP se inhibe parcialmente.

En el segundo mecanismo de control, que se ejerce mas adelante, tanto el exceso
de GMP, XMP y AMP en la célula inhibe la formacion de XMP a partir de IMP,
catalizada por la IMP deshidrogenasa, sin afectar a la formaciéon de AMP (Holmes et al.,
1974). Por el contrario, una acumulacion de AMP, GDP y Pi inhibe la formacion de
adenilosuccinato por la adenilosuccinato sintetasa, sin afectar a la sintesis de GMP
(Muirhead et al., 1947).

En el tercer mecanismo de control viene determiando por las concentraciones de
los nucledtiods GTP y ATP, ya que son estas moléculas las responsables de aportar la
energia que se requiere para la formacion de los productos finales. EI GTP es necesario
para la conversion de IMP en AMP, mientras que el ATP es necesario para la conversion
de IMP en GMP, un control reciproco que tiende a equilibrar la sintesis de los dos
ribonucle6tidos (Figura 10).

Estudios de la regulacidn transcripcional de la biosintesis de nucledtidos de purina
en S. cerevisiae han revelado que todos los genes que codifican las enzimas requeridas
para la sintesis de AMP a través de la ruta de novo son reprimidos por la presencia
extracelular de adenina o hipoxantina (Daignan-Fornier, 1992; Denis et al., 1998; Giani et
al., 1991; Manstala et al., 1984) a nivel transcripcional. Del mismo modo que ocurre en la
levadura, en A. gossypii el gen ADE4 presenta una fuerte represion en presencia de
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adenina (Jiménez et al., 2005; Mateos et al., 2006). Los factores de transcripcién Baslp y
Bas2p regulan la activacion de los genes ADE, asi como algunos genes implicados en la
biosintesis de histidina (un intermediario de la ruta es el AICAR), pues ambas rutas son
correguladas (Daignan-Fornier y Fink 1992). Mutaciones en ambos factores alteran los
niveles basales de expresion de los genes bajo su control y disminuyen el nivel de
represion ejercido por la adenina. EI mecanismo de corregulacion no se debe a un efecto
directo de Baslp y Bas2p, sino a un efecto indirecto asociado al descenso en la
concentracion de purinas. Cuando los mutantes basl y bas2 crecen en un medio carente
de adenina se produce un descenso en la concentracion intracelular de purina v,
especificamente, de ATP que limita la primera etapa de la ruta biosintética de histidina. La
inactivacion del gen AgBAS1 en A. gossypii, da lugar a un fenotipo de sobreproduccion de
riboflavina (Mateos et al., 2006). Mientras que el papel de AICAR en la regulacién no
esta totalmente claro pero podria actuar de manera similar que el SAICAR, que solamente
se produce en la ruta del IMP, es necesario tanto para la activacion dptima de los genes
ADE como para promover la interaccion entre Baslp y Bas2p en S. cerevisiae (Rébora et
al., 2001, Rébora et al., 2003).

En S. cerevisiae el factor GCN4 activa la expresion del gen ADE4 y de varios
aminoacidos en situaciones de carencia de nutrientes (Mosch et al., 1991). A nivel
transcripcional también esta regulado el gen IMD2 codificante de la actividad IMP
deshidrogenasa (IMPDH), que cataliza la primera reaccion de la biosintesis de GMP. En
S. cerevisiae hay una familia de cuatro genes que potencialmente codifican la IMPDH,
genes IMD1, IMD2, IMD3, e IMD4 y sélo cuando se delecionan los cuatro genes se
consigue la eliminacién total de la actividad IMPDH, aunque el gen IMD1 parece
comportarse como un pseudogen (Hyle et al., 2003). En el gen IMD2 se han descrito dos
elementos reguladores en cis, GRE y NSE, necesarios para controlar la regulacion del gen
en presencia de guanina (Escobar-Henriques et al., 2001; Escobar-Henriques et al., 2003a)
y en situacion limitantes de nutrientes (Escobar- Henriques et al., 2003b) respectivamente.
Tanto el gen IMD3 como el IMD4 se expresan de manera constitutiva.

Ribosa-5-fosfato
/_,+‘__\ Figura 10. Representacion esquemética de la
inhiblcién. - RN regulacion enzimatica de la biosintesis de purinas.
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11.2.2.4. Farmacologia y biosintesis de purinas

Dado el importante papel que desempefian los nucledsidos, cualquier modificacion
en su estructura puede resultar toxica y/o mutagénica. Las nucleobases modificadas con
estos efectos se las denomina analogos, antimetabdlitos o citotoxicos (Freese, 1959). In
vivo tales analogos pueden proceder del metabolismo celular normal o bien por accion de
factores quimicos y/o fisicos como agentes alquilantes o radiaciones ionizantes. Por otro
lado, antimetabolitos sintéticos con propiedades mutagénicas o inhibitorias se han
utilizado como herramientas para el estudio de procesos celulares fundamentales tales
como el mecanismo de replicacion y reparacion del ADN (Kozmin et al., 2008)

Los analogos purinicos se emplean en farmacologia para el control del crecimiento
celular, bien sea por ser inhibidores competitivos de los intermediarios de la biosintesis de
purinas o por ser metabolizados a través de las vias de recuperacion. Se han utilizado con
éxito como agentes terapéuticos frente al cancer, infecciones virales y en patologias
ocasionadas por tripanosomas como la enfermedad del suefio. Como ejemplos de agentes
antiproliferativos usados en la actualidad tenemos : 6-tioganina (analogo de guanina), 5-
fluorouracilo (anédlogo del uracilo) y 6-mercaptopurina, todos estos empleados en el
tratamiento de la leucemia y el cancer; AraA, Aciclovir y Ganciclovir frente a virus cuyo
genoma es ADN; ribavirina y AZT contra retrovirus; alopurinol y pirimetamina contra
infecciones por protozoos (Kolb, 1997).

Los principales compuestos utilizados en este trabajo son el &cido micofendlico, la
8-azaguanina, la 8-azaadenina y la 8-azaxantina (Figura 11).
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O
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Figura 11. Estructura quimica de compuestos purinicos y sus antimetabolitos.

El acido micofendlico (MPA) es un inhibidor potente, selectivo, no competitivo y
reversible de la IMP deshidrogenasa que reduce drasticamente el contenido intracelular de
GTP por debajo del 10% de los niveles normales, reduciendo la proliferacién exponencial
de varios tipos celulares. EI MPA afecta particularmente a la division de los linfocitos y
sin apenas efectos secundarios, por lo que es un inmunosupresor de uso comun. A nivel
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celular, el MPA inhibe la progresion del ciclo celular de los linfocitos deteniendo las
células en G1. Aunque este efecto se correlaciona con la reduccién de los nucleétidos
guanilicos, la adiccion de guanosina y 8-aminoguanosina no permite a la célula a reentrar
G2/M. EL tratamiento con MPA tambien afecta a pasos posteriores del ciclo celular
(Sagot et al., 2005).

La 8-azaguanina es un triazol analogo de guanina e inhibidor de la biosintesis de
purinas. Fue el primer compuesto en el que se vio su potencial carcinostatico, utilizandose
originalmente como agente antitumoral. En las células la 8-azaguanina se metaboliza a 8-
azaGMP por accién de la GPRT y a partir del nucleétido monofosfato se forma el
nucledtido di- y tri-fosfato. El agente 8-azaguanina reduce la sintesis de nucleétidos de
purina al inhibir parcialmente las actividades adenosina desaminasa y APRT, pero
también inhibe las actividades xantina oxidasa y nucledsido fosforilasa (Feigelson y
Davidson, 1956). Llega a incorporarse a los acidos nucleicos, tanto al ARN como, en
menor medida al ADN. Como agente intercalante de los acidos nucleicos afecta a la
funcion de las polimerasas. La importancia de las mutaciones por su incorporacion al
ADN depende de la esencialidad del gen o los genes afectados. Por su incorporacion al
ARN afecta a la sintesis de proteinas, este efecto estd mediado por la incorporacion del
andlogo al ARNm que interfiere con la estructura y funcion de traduccion de los
polisomas (Sanyal et al., 1985; Rivest et al., 1982).

La 8-azaxantina resulta menos tdxica que la 8-azaguanina. La sobreexpresion de la
desaminasa de guanina reduce la toxicidad de la 8-azaguanina (Saint-Marc y Daignan-
Fornier, 2004). La 8-azaadenina como analogo de la adenina, se metaboliza por la APRT.
Puede dar lugar a derivados guanilicos toxicos produciendo los mismos efectos que la 8-
azaguanina. También induce eventos de rotura de la cromatina. Afecta a receptores
adenosinicos y también a las transduccion de sefiales al producir 8-azaAMPc (Smith et al.,
1998; Meng et al., 2000; Giorgi et al., 2008).

Cuando se aislan mutantes espontaneos resistentes a estos anadlogos de las
nucleobases de purina por exposicion a los mismos, se ha observado que la causa mas
frecuente de resistencia esta relacionada con una deficiencia de la actividad purina
fosforribosiltransferasa correspondiente a la nucleobase analoga (Stuer-Lauridsen y
Nygaard, 1998).

11.2.3. Ashbya gossypii en la produccion industrial de riboflavina.

La riboflavina se ha producido a escala industrial por sintesis quimica pura o una
mezcla de procesos que incluyen la biosintesis de D-ribosa y su conversion quimica a
riboflavina, o totalmente mediante fermentacion dando lugar directamente a la vitamina.

Kuhn y Karrer desarrollaron en 1934 los procesos empleados para la sintesis
quimica de riboflavina, empleando como sustrato D-ribosa y aloxano. El procedimiento
mas utilizado (Figura 12) comenzaba con la transformacion de D-glucosa en D-ribosa,
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sirviendo de base para la formacion de ribitol, en una serie de pasos, para alguno de los
cuales era necesario alcanzar 135° C. Con los avances hechos por los investigadores de
TAKEDA entre 1974 y 1975, se pudo obtener D-ribosa empleando mutantes de Bacillus
subtilis y B. pumilus, a menor coste que mediante sintesis quimica. Aunque el resto del
proceso seguia siendo quimico para la formacion del nucleo de isoaloxacina, adicionando
amidas aromaticas (xilidina y anilina) asi como &cido barbiturico.

Figura 12. Esquema de la
sintesis quimica de riboflavina.

La primera riboflavina comercial obtenida integramente por procesos
fermentativos fue establecida con Clostridium acetobutylicum creciendo en purés de
cereales o en suero (Meade et al., 1947; Perlman, 1979). Este proceso tuvo éxito en 1940
por E. ashbyi y 1946 por A. gossypii (Perlman 1979; Wickerman et al., 1946). En 1965
tres compafias, Commercial Solvents, Grain Processing Corporation y Premier Malt
Products, produjeron riboflavina por fermentacion. Tres afios después las plantas de
produccion tuvieron que cerrar porque no podian competir con el proceso quimico (Lago
y Kaplan 1984). En 1974 se retomo el proceso fermentativo por MERK usando esta vez a
A. gossypii; y desde entonces el empleo de los procesos fermentativos ha ido ganando
terreno.

En la actualidad la sintesis biotecnoldgica representa un 90% de la produccion.
Esto se debe a que el método biotecnolégico no solamente abarata los costos de
produccion, sino que es mucho mas ecoldgico al reducir los residuos toxicos generados
por la industria quimica y los requerimientos energéticos, emplea recursos renovables
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como azlcares y aceites vegetales y la calidad del producto es igual o superior (van Loon
et al., 1996). Las grandes compafiias productoras de riboflavina son BASF (Alemania),
ADM (USA), DSM (USA), Hoffmann-La Roche (Suiza) y Hubei Guangji Pharm (China).
Estas tres ultimas firmas emplean cepas modificadas de B. subtilis, ADM emplea la
levadura C. famata y BASF emplea cepas mejoradas de A. gossypii. La produccion de
estas empresas se estima en 8000 toneladas anuales. La produccion de A. gossypii
representa un 30% del total (Stahmann et al., 2000; Kato y Park 2012).

La produccion de riboflavina en A. gossypii esta afectada por los componentes del
medio de crecimiento. De tal modo que se han ensayado diversos compuestos con los que
mejorar el rendimiento biosintético. A nivel industrial los resultados Optimos se
obtuvieron si la fuente de carbono era aceite de soja y el medio estaba suplementado con
glicina; los datos se recogen en la Tabla 3 (Lim et al., 2001). También se han ensayado
con diversos desechos de otras industrias como los residuos de tierra de blanqueo activada
(WABE) que se produce durante el refinamiento de aceite crudo obteniendo buenos
resultados (Ming et al., 2003).

Tabla 3. Produccion de riboflavina en A. gossypii en diferentes condiciones de cultivo

Fuente de Fuente de Produccion de Tiempo de
carbono nitrégeno Splleme s riboflavina (g/1) cultivo (dias)
Tween 80,
Glucosa Agpara_gmg, .h'Poxaf‘“”.a’ 0,4-1,0 8
glicina, tirosina biotina, tiamina,
inositol
CSL, extracto de
Aceite de maiz, levadura,
: . . - 5,0 8
aceite de soja colageno,
proteinas
Aceite d? S0Ja, CSL, gelatina Glicina 5,0 8
grasa 6sea
Aceite de soja CSL.’ gelatlpa, Glicina 55 8
adhesivo cutaneo

La cepa de A. gossypii originalmente descrita producia entre 0,3-0,5 g de
riboflavina por litro de cultivo, pero cepas mejoradas posteriormente llegan a producir
entre 10-15 g/l después de 10 dias de fermentacion (Demain, 1980). Con respecto a los
medios mas adecuados de cultivo, se ha descrito que la produccion de riboflavina puede
mejorarse suplementando dichos medios con precursores como glicina o ribitol (Mehta et
al., 1972) asi como el uso de aceites vegetales (Ozbas y Kutsal, 1986) y la adiccion de
purinas (Kato y Park 2011). La temperatura Optima de crecimiento estd en torno a los
28°C y a un pH de 6,8. En la actualidad se desconocen las cepas utilizadas por la industria
y por tanto la produccion de éstas.

Para la obtencion de las cepas industriales en un principio se usaron técnicas de
mutacion bien por luz ultravioleta o por agentes quimicos, y su posterior seleccion por la
acumulacion de riboflavina claramente visible por su coloracion amarilla. También el
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empleo de analogos de la purinas como agentes mutagénicos han permitido el aislamiento
de cepas con mayores capacidades de produccion de riboflavina. En la actualidad estas
técnicas se complementan o sustituyen por técnicas de ingenieria metabdlica empleando
manipulacion génica.

Dentro de las mejoras por manipulacion génica se han desarrollado cepas con
modificaciones en la propia ruta de biosintesis de riboflavina. Trabajos desarrollados en
nuestro laboratorio han demostrado que la sobreexpresiéon de la ciclohidrolasa | (RIB1)
conduce a un incremento de la produccion de riboflavina en la cepa silvestre. Cuando esta
sobreexpresion se realizo en cepas industriales resulto letal, debido a que la mayor parte
del GTP sintetizado por la célula era secuestrado por la ruta biosintética de riboflavina, no
dejando el suficiente disponible para la sintesis de otros metabolitos imprescindibles en la
célula como ocurre con el acido félico. Otra modificacion mas exitosa fue la integracién
al azar en el genoma de una cadena que contenia los tres ultimos genes participantes en la
ruta de biosintesis, AgRIB3, AgRIB4 y AgRIB5 mostré un incremento del 2,5% de
produccion en comparacion con una cepa que solo poseia una copia de cada gen (Althofer
et al., 1998). Como ocurre con la sobreexpresion del gen RIB1, otras modificaciones
realizadas sobre los genes RIB o bien no tienen efectos en la produccion de riboflavina o
son perjudiciales en el crecimiento del hongo.

La mejora en el proceso de biosintesis del precursor GTP, que conlleva un
incremento en la produccion de riboflavina, se ha desarrollado hasta el momento con
modificaciones en la ruta de biosintesis de novo de nucledtidos purinicos. Estas
modificaciones estan dirigidas a incrementar la actividad de la ruta de novo. La
sobreexpresion del primer gen de la ruta de novo, gen ADE4, responsable de la
amidotransferencia del PRPP conlleva la desregulacion de la ruta, aboliendo la inhibicién
por producto final como son los nucleétidos, entre ellos el GTP. La produccién de
riboflavina de esta cepa es 10 veces superior a la silvestre (Jiménez et al., 2005). También
se consigue la desregulacién de la ruta de novo al inactivar por completo el gen BAS1cuyo
producto actla de factor de transcripcion responsable de regular la ruta en respuesta a la
presencia de derivados purinicos, incrementando la produccion 6 veces con respecto al
silvestre. También eliminando el dominio BIRD (binding regulatory domain) del gen
BAS1 se consigue un incremento en la produccion de riboflavina 12 veces superior a la
silvestre (Mateos et al., 2006). Ademaés el incremento de PRPP disponible, empleado en
el primer paso de la ruta de novo, aumenta la actividad de la misma. Esto se ha
conseguido al sobreexpresar las sintetasas de PRPP, codificadas por los genes PRS. La
sobreexpresion de la PRS2,4 conlleva un incremento de la produccion de 1,7 veces
superior al de la cepa silvestre, mientras que la sobreexpresion de PRS3 supone un
incremento del 1,8 (Jiménez et al., 2008).

Estos trabajos realizados encaminados al incremento de la sintesis de GTP en A.
gossypii, se han desarrollado incrementando las actividades relacionadas con la ruta de
sintesis de novo de nucleétidos de purina. Puesto que las rutas de recuperacion de
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nucleobases de purina estan intrinsecamente involucradas en la sintesis de GTP, la
identificacién de los genes implicados en el reciclaje de las nucleobases de purina y el
conocimiento de como influyen en el balance de la concentracion intracelular del
ribonucleotido, permitiran establecer nuevos modelos para la obtencion de mutantes
sobreproductores tanto del ribonucle6tido como finalmente de riboflavina.
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Objetivos

“No lo intentes. Hazlo, o no lo hagas, pero no lo intentes.” Georges Lucas.






OBJETIVOS

Varios trabajos realizados con anterioridad en el laboratorio, a los que se ha hecho
mencion en el apartado anterior, han revelado que en A. gossypii la disponibilidad del
precursor GTP es un factor limitante en la produccion de riboflavina. En la célula, el
nucledtido GTP puede sintetizarse a partir de fosforribosilpirofosfato y ribosa, a traves de
la ruta de sintesis de novo, 0 a partir de nucleobases libres, a traves de las rutas de
recuperacion. A diferencia de la ruta de sintesis de novo, Unica y universal en todos los
organismos celulares de vida libre, las rutas de recuperacion constituyen una red de rutas
interconectadas cuya complejidad varia de unos organismos a otros.

Dada la funcion que las rutas de recuperacion tienen en la célula y su relacion con
la biosintesis de riboflavina, en este trabajo nos hemos propuesto elucidar qué rutas son
funcionales en A. gossypii y su relevancia en el proceso de produccion de riboflavina. Para
ello, fijamos dos objetivos concretos:

1. Identificar qué genes presentes en el genoma de A. gossypii estan
potencialmente implicados en las rutas de recuperacion de las
nucleobases de purina.

2. Caracterizar funcionalmente los genes identificados y establecer las rutas
de recuperacion de nucleobases de purina que son operativas en A.

gossypii.
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Resultados

“Un resultado justo puede obtenerse sélo exponiendo y pesando perfectamente
los hechos y argumentos de ambas partes de la cuestion.”” Charles Darwin.






RESVILTADOS

I. DISECCION GENETICA DE LAS RUTAS DE RECUPERACION DE
NUCLEOBASES DE PURINAS EN A. GOSSYPII

I.1. GENES IMPLICADOS EN LAS RUTAS DE RECUPERACION

En la identificacion de los genes implicados en las rutas de recuperacion se
siguieron dos aproximaciones experimentales. Una de ellas consistié en la busqueda en el
genoma de A. gossypii de genes homologos a genes ya caracterizados en otros
organismos. En la segunda aproximacion se recurrio al procedimiento clasico de
complementacion heter6loga, basado en el empleo de mutantes de la levadura S.
cerevisiae y el uso de una genoteca gendmica de A. gossypii.

1.1.1. Comparacion de genomas: analisis de homologia

La secuenciacién y anotacién del genoma de varias especies pertenecientes a la
familia Saccharomycetaceae, entre los que se encuentran S. cerevisiae (Goffeau et al.,
1996) y A. gossypii (Dietrich et al., 2004), ha permitido la creacion de la aplicacion
informatica “Yeast Gene Order Browser” (YGOB; Byrne y Wolfe, 2005). Esta aplicacion,
de acceso libre (http://wolfe.gen.tcd.ie/lygob), permite buscar e identificar genes
homdlogos entre las especies de hemiascomicetos (Figura 13).

Figura 13. Arbol filogenético de
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actualizada, por tanto se emplea
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Ashbya gossypii.
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Partiendo del conocimiento que actualmente se tiene sobre las rutas de
recuperacion de nucleobases de purina en S. cerevisiae y haciendo uso de la aplicacion
informéatica YGOB buscamos en el genoma de A. gossypii y en las diecinueve especies
maés de hemiascomicetos, homologia para los genes ya identificados y caracterizados en la
levadura de cerveza (Figura 14).
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Figura 14. Genes implicados en las rutas de recuperacion de los nucledtidos de purina en S.
cerevisiae. En las rutas de recuperacion, representadas con flechas negras, participan nueve genes
(marcados en gris): FCY2, permeasa de purinas y citosina; APT1, APRT; AAHL, adenina
desaminasa; ADOL, adenosina quinasa; AMD1, AMP desaminasa; HPT1, HGPRT; ISN1, IMP
nucleotidasa; PNP1, inosina/guanosina fosforilasa; XPT1, XPRT; GUD1, guanina desaminasa. Las
flechas marrones muestran las reacciones enzimaticas que conectan la ruta de sintesis de novo, con
las rutas de recuperacion. Los genes responsables de esas reacciones (color marrén claro) son:
ADE12, adenilsuccinato sintetasa; ADE13, adenilsuccinato liasa; ADK1, AMP quinasa; IMD2,3,4,
IMP deshidrogenasa; y GUK1, GMP quinasa.

En la basqueda encontramos homologia de secuencia para los genes FCY2, APT1,
XPT1, AMD1, ADO1, PNP1 e ISN1 (Figura 15A). Sin embargo no encontramos ninguna
secuencia gendémica que diese homologia con los genes HPT1, AAH1 y GUDL1 (Figura
15B). La ausencia de estos tres genes queda restringida al género Eremothecium, yen T.
delbruekii solo esta ausente el gen AAHL, estando presentes en el genoma de las otras
especies de hemiascomicetos. EI resto de los genes estan presentes en todos los demas
organismos analizados, siendo excepciones el gen FCY2 ausente en el genoma de C.
glabrata pero que sin embargo presenta el gen FCY22 con funciones similares (Hope et
al., 2004); y el gen XPT1 ausente tanto en Z. rouxii y T. delbruekii.
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También haciendo uso de las secuencias aminoacidicas conocidas, buscamos en el
genoma de A. gossypii genes que pudiesen codificar las actividades enzimaticas
hipoxantina oxidasa y GMP reductasa, presentes en muchas especies de bacterias y
eucariotas superiores (Chaudhary et al., 2004; Hassan y Coombs, 1987; Xi et al., 2000;
McKeran y Watts, 1976; Suzuki y Takahashi, 1974) y ausentes en S. cerevisiae (ver
Figura 11). Esta busqueda revel6 que A. gossypii, al igual que S. cerevisiae y los otros
hemiascomicetos, carece de genes homdlogos a los genes que codifican las actividades
hipoxantina oxidasa y GMP reductasa en otros organismos.
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Figura 15. Identificacion de los genes implicados en las rutas de recuperacion de nucleobases de
purina en A. gossypii mediante genémica comparada. Cada columna contiene la region genémica
de cada especie (recuadro) que da homologia de secuencia (nucleétidos, nt y aminoécidos aa) con
cada uno de los genes de las rutas de recuperacion de S. cerevisiae (genes FCY2, APT1, XPTL,
AMD1, ADO1, PNP1, ISN1, HPT1, AAH1 y GUDL1). En cada recuadro se presenta la informacion
asociada a cada locus en cada una de las especies: en la primera linea el nombre de la especie; en la
segunda linea nombre con el que se ha designado la ORF; la letra b en la parte superior derecha del
recuadro representa el link que abre una ventana en la que se muestra el alineamiento de
secuencias; y la letra i, debajo de la letra b, en los loci de S. cerevisiae representa el link que abre
una ventana en la que se muestra toda la informacion asociada al gen. A) Genes presentes en A.
gossypii. B) Genes ausentes en A. gossypii.
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En resumen, los analisis de homologia sugieren, en principio, que A. gossypii, a
diferencia S. cerevisiae y cinco especies mas de hemiascomicetos, carece de cuatro
actividades enzimaticas: la actividad adenina desaminasa, codificada por el gen AAH1 de
S. cerevisiae; la actividad guanina desaminasa, codificada por el gen GUD1; y las
actividades hipoxantina y guanina fosforribosiltransferasa, codificadas por el gen HPT1.
Sin embargo, A. gossypii comparte con los otros once hemiascomicetos la carencia de las
actividades enzimaticas necesarias para la formacion de xantina a partir de hipoxantina y
de IMP a partir de GMP, al no poseer secuencias aminoacidicas homdlogas a las enzimas
xantina oxidasa y GMP reductasa respectivamente que poseen otros organismos.

1.1.2. Estudios de complementacion heterdloga

Trabajos realizados con anterioridad en el laboratorio habian revelado que es
posible rescatar el fenotipo silvestre de mutantes auxotréficos, ura3 o rib5, de S.
cerevisiae cuando este organismo se transforma con vectores episomicos que portan el
fragmento gendmico de A. gossypii en el que estd contenido el gen homdlogo al gen
responsable de la auxotrofia (Pompeius et al., 1998; Revuelta et al., 1994).

Basandonos en esa experiencia consideramos que experimentos de
complementacién heteréloga, empleando una genoteca gendmica de A. gossypii y
mutantes de S. cerevisiae afectados en cada una de las rutas de recuperacion de
nucleobases de purina, nos permitirian confirmar la funcionalidad de los genes
identificados por homologia de secuencia asi como descubrir nuevos genes, en caso de
que existiesen, no encontrados mediante genomica comparada. Con este proposito
procedimos a la construccion de una genoteca gendmica de A. gossypii y a la obtencion de
las cepas de S. cerevisiae defectivas en cada una de las rutas.

1.1.2.1. Rutas de recuperacion de adenina

Para generar mutantes en las rutas de recuperacién que presentasen un fenotipo
facilmente identificable y pudiesen emplearse en los experimentos de complementacion
fue necesario bloquear la ruta de novo. Dada la disponibilidad en el laboratorio de la cepa
Y14244 (Mat «; his3A41; leu240; lys240; ura340; YDR408c::kanMX4) procedente de la
coleccion de deletantes de EUROSCARF (http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/index.html) que tiene bloqueada la ruta de sintesis de
novo de nucleétidos de purina por la delecion del gen ADE8 (YDR408c::kanMX4),
decidimos utilizarla como cepa de partida para generar los mutantes defectivos mediante
la inactivacion de las diferentes rutas. Esta cepa a partir de adenina solo puede sintetizar
AMP y GMP por dos rutas posibles (Figura 14). Una ruta implica la fosforribosilacion de
adenina y desaminacion de AMP, mediada por los productos de los genes APT1y AMD1,
respectivamente (Alfonzo et al., 1995; Merkler, et al., 1989). La otra ruta va via
desaminacion de adenina, actividad codificada por el gen AAH1 (Deeley, 1992), y
fosforribosilacion de hipoxantina generando IMP, actividad codificada por el gen HPT1
(Guetsova et al., 1999).
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Por tanto, de acuerdo a la red de rutas de recuperacion que posee la levadura, para
obtener mutantes en la ruta de recuperacién de la nucleobase adenina se procedié en la
cepa Y14244 a la inactivacion de los APT1, AAH1, AMD1 y HPT1, siguiendo la estrategia
empleada en el proyecto de delecion del genoma de la levadura (Saccharomyces genome
deletion proyect http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_ deletion_ project/PCR_
strategy). La estrategia esta basada en el método de delecion en un paso mediado por
PCR (One-step PCR-mediated for deletion, Grant et al. 1990). Mediante PCR, empleando
parejas de oligonucleétidos (up/down) de 65 nucleétidos de longitud, cuya secuencia en
sus 45 primeros nucleotidos es idéntica a los 45 nucleétidos que preceden y siguen a la
ORF de cada gen (up, cadena con sentido y down, cadena que se transcribe) y sus ultimos
20 residuos idénticos a la secuencia de un marcador de seleccion, obtuvimos un modulo
de inactivacion para cada gen. Posteriormente, la transformacion de la levadura con el
modulo de inactivacion e integracion en el locus de interés, en un proceso de
recombinacion homologa, nos permitio generar los alelos mutantes para cada uno de los
genes, en los que la ORF de cada gen queda delecionada en su totalidad y reemplazada
por el marcador de seleccion.

En la Tabla 4 se recoge los mddulos de inactivacion construidos, las cepas
mutantes generadas con cada mddulo.

Tabla 4. Construccion de cepas de S. cerevisiae defectivas en los genes de las

rutas de recuperacién de adenina
Modulo de Cepas Fenotipo de crecimiento

Genles . Ry
. inactivacion empleado Fondo . . .
Inactivado/s en la transformacion v14244 Adenina hipoxantina
Y-824
AAH1 UP45-URA3-DOWN45 (faah1) + +
Y-825
APT1 UP45-HIS3-DOWN45 (dapt1) + +
AAHL,  UP45-URA3-DOWN45 (Z;iii ] .
APT1 UP45-HIS3-DOWN45 '
Aaptl)
Y-831
AMD1 UP45-HIS3-DOWN45 (damd1) + i+
AAHL,  UP45-URA3-DOWN45 (Z;iizl ] .
AMD1 UP45-HIS3-DOWN45 '
Aamdl)
APT1,  UP45-URA3-DOWN45 (Zf‘?i’ _ .
AMD1 UP45-HIS3-DOWN45 PL,
Aamd1)
HPT1 UP45-URA3-DOWN45  inviable

*La secuencia de los oligonucleodtidos empleados en la obtencidn de cada modulo se
detalla en el apartado IV de Materiales y Métodos. Los marcadores URA3 e HIS3 se
obtuvieron de los plasmidos pESC-URA y pFA6a-His3MX6-pGALL1-GFP
respectivamente.

Con todos los modulos de inactivacion construidos fue posible obtener cepas
mutantes para cada uno de los genes, a excepcion del modulo que porta la delecion del
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gen HPT1 (UP45-URA-DOWN45) acorde a los resultados de otros autores (Woods, et al.,
1983; Guetsova, et al., 1997), quienes ya habian evidenciado la esencialidad del gen
HPT1 cuando la sintesis de novo de IMP esta bloqueada.

De acuerdo a los resultados esperados las deleciones simples (Aaptl; Aaahl y
Aamdl) permiten el crecimiento tanto en presencia de adenina como de hipoxantina
(Figura 16). Sin embargo, las cepas que portan las deleciones dobles (Aaahl, Aaptl;
Aaahl, Aamdl y Aaptl, Aamdl) son incapaces de utilizar adenina para la sintesis de
nucle6tidos de purina y requieren del aporte de hipoxantina para su crecimiento.

+ Adenina + Hipoxantina Figura 16. Fenotipo de crecimiento de las
__cepas de S. cerevisiae defectivas en los
B genes implicados en las rutas de
Ao N D recuperaciéon de adenina en medio minimo
Aaahl S it B sintético suplementado con adenina (+
e S R adenina) o con hipoxantina (+ hipoxantina).

Aaptl
_ Todas las cepas portan el alelo 4ade8, al
daanl Aapt] B S igual que la cepa Y14244 (4ade8) de la que
Aamd] GRSV N icrivan.

Aaptl Aamdl

Asi, los dobles deletantes fueron empleados para los ensayos de complementacion
con la genoteca gendmica de A. gossypii (construida segin se indica en Materiales y
Métodos) en la badsqueda de los genes responsables de la recuperacion de adenina. La
transformacion de cada una de estas tres cepas se realizd con 25 ug de ADN de la
genoteca genomica y la seleccion de transformantes se efectud en medio sintético sin
hipoxantina y con adenina.

El anélisis de los plasmidos recuperados en los diferentes clones obtenidos reveld
que para la complementacion de la cepa Aaahl, Aaptl solamente era necesaria la
presencia del gen AER325W, el homdlogo al gen APT1 de S. cerevisiae. Que en los
experimentos de complementacion no se hubiesen aislado clones portadores de
fragmentos genomicos pertenecientes a regiones cromosomicas diferentes a la region
cromosomica a la que pertenecen los fragmentos gendmicos capaces de soportar el
crecimiento de la cepa Aaahl, Aaptl en adenina, sugiere que A. gossypii no posee la
capacidad de formar hipoxantina a partir de adenina, careciendo por tanto de una de las
dos rutas presentes en S. cerevisiae. Este resultado era concordante con la ausencia de
homologia en el genoma de A. gossypii para el gen AAH1 de S. cerevisiae.

La ausencia de complementacion de la mutacion Aaahl también la encontramos en
la cepa daahl, Aamdl. Los fragmentos cromosomicos de los plasmidos aislados de los
diferentes clones obtenidos contenian el gen ABR204C, anotado en la base de datos como
homologo sinténico del gen AMD1 de S. cerevisiae, el cual codifica la enzima AMP
desaminasa.
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Por ultimo, el analisis de los plasmidos recuperados de los 15 clones obtenidos por
transformacién de la cepa daptl, 4amd1 confirmé que la mutacion daptl y Aamdl de S.
cerevisiae son complementadas respectivamente por los genes APT1 y ABR204C de A.

gossypii.
1.1.2.2. Rutas de recuperacion de xantina y guanina

las rutas de recuperacién de las nucleobases guanina y xantina en S. cerevisiae
estan implicados tres genes: el gen HPT1 que codifica la actividad hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa, responsable de la formacion de GMP a partir de guanina y de
IMP a partir de hipoxantina (Ali y Sloan, 1982); el gen GUD1, que codifica la actividad
guanina desaminasa, responsable de la formacion de xantina a partir de guanina (Saint-
Marc y Daignan-Fornier, 2004); y el gen XMP1 que codifica la actividad xantina
fosforribosiltransferasa, responsable de la formacion del nucleétido XMP, intermediario
en la ruta de sintesis de novo de GMP (Guetsova, et al., 1999). Dada la conexién que
existe entre estas rutas y la ruta de novo (Ver Figura 14), no fue posible seguir la
estrategia empleada para la construccion de cepas defectivas en las rutas de recuperacion
de adenina. Asi, si se bloguea la ruta de sintesis de novo por la mutacion dade8 no se
forma IMP, siendo necesaria la presencia de adenina o de hipoxantina para la sintesis
tanto del nucleétido AMP como GMP. Si adenina o hipoxantina estan presentes en el
medio de cultivo la célula, a través de las rutas de recuperacion de adenina, sintetizaria
IMP y a partir de éste nucleétido, via sintesis de novo, se formaria XMP y GMP, no dando
fenotipo mutante alguno en las cepas en las que estuviese inactivado cualquiera de los
genes responsables de las rutas de recuperacion de xantina y guanina. Ante esta situacion,
la Unica opcion para inactivar las rutas de recuperacion y obtener mutantes viables que
pudiesen ser empleados en los experimentos de complementacion fue bloquear la
actividad enzimatica IMP deshidrogenasa (IMPDH), responsable de la conversion de IMP
a XMP. Asi, la ausencia de actividad IMPDH condicionaria el crecimiento de la célula a
la presencia de guanina o de xantina.

S. cerevisiae tiene una familia de cuatro genes que potencialmente codifican
IMPDH, genes IMD1, IMD2, IMD3, e IMD4 (Escobar-Henriques y Daignan-Fornier,
2001). Solo cuando se delecionan tres de los cuatro genes se consigue la eliminacion total
de la actividad IMPDH, ya que el gen IMD1 es un pseudogen (Hyle et al., 2003).
Adicionalmente, la actividad IMPDH de la levadura se puede inhibir con é&cido
micofendlico (MPA), originalmente identificado como droga inmunosupresora en
humanos (Allison y Eugui, 1993). La inhibicion de la actividad IMPDH se produce por la
union no covalente del MPA al complejo enzima-sustrato (IMPDH-IMP) (Allison y
Eugui, 2000). Aunque la actividad IMPDH de las tres proteinas funcionales de S.
cerevisiae (Imd2p, Imd3p e Imd4p) se ve inhibida in vitro por MPA en su totalidad
(McPhillips et al., 2004), in vivo se requiere, ademas, inactivar el gen IMD2 (Aimd2) para
abolir toda la actividad enzimatica celular, exhibiendo solamente las cepas deletantes
Aimd2 sensibilidad a la presencia de MPA (Hyle, et al., 2003). Puesto que bloquear la
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actividad IMPDH en S. cerevisiae por inactivacion génica requiere delecionar los genes
IMD2, IMD3, e IMD4, optamos por recurrir a la accién del MPA para inhibir la actividad
IMPDH celular, por lo que se hizo necesario proceder, en primer lugar, a delecionar el gen
IMD2 en la cepa silvestre de levadura BY4742.

Una vez blogueado el flujo de nucleétidos a través de la ruta de novo y de
recuperacion de adenina procedimos a bloquear las rutas de recuperacion de xantina y
guanina. Para esto, y siguiendo la estrategia de delecion de la ORF completa, obtuvimos
diferentes modulos de delecion con los que construimos un total de seis cepas (Tabla 5).
Estas cepas portan la mutacion Aimd2 y las mutaciones de los genes HPT1, GUD1 y
XPTL1. Tres de las cepas portan las deleciones sencillas Ahptl; Agudl y Axptl; dos cepas
llevan combinaciones de dos mutaciones Axptl, Ahptl y Axptl, Agudl; y otra cepa porta
tres mutaciones 4hptl, Axptl, Agudl. La capacidad de todas estas cepas de utilizar las
rutas de recuperacion para sintetizar GMP, se manifiesta por su fenotipo de crecimiento o
no crecimiento en presencia de las bases xantina y guanina cuando la ruta de novo se
bloquea por la adicion al medio de MPA.

Los fenotipos de crecimiento de las cepas obtenidas se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Construccion de cepas de S. cerevisiae defectivas en los genes de las

rutas de recuperacién de guanina

Médulo de inactivacion Fenotipo de
Gen/es crecimiento en MPA
Inactivado/s emp'eadoicn g en ,Ia CHIED 4
transformacion* . .
guanina  xantina
Y-1181

IMD2 UP45-URA3-DOWN45 (4imd2) + +
XPT1 UP45-KanMX4-DOWN45 Y-1182 . :
IMD2 UP45-URA3-DOWN45 (4imd2, Axptl)
HPT1 UP45-HIS3-DOWN45 Y-1183 i N
IMD2 UP45-URA3-DOWN45 (4imd2, Ahptl)
XPT1 UP45-KanMX4-DOWN45 Y-1184
HPT1 UP45-HIS3-DOWN45 (4imd2, - -
IMD2 UP45-URA3-DOWN45 Axptl, Ahptl)
GUD1 UP45-LEU2-DOWN45 Y-1188 4 N
IMD2 UP45-URA3-DOWN45 (4imd2, Agud1)
GUD1 UP45-LEU2-DOWN45 Y-1189
XPT1 UP45-KanMX4-DOWN45 (4imd2, + -
IMD2 UP45-URA3-DOWN45 Agudl, Axptl)
GUD1 UP45-LEU2-DOWN45 Y-1190
XPT1 UP45-KanMX4-DOWN45 (4imd2, Agud1 ] ]
HPT1 UP45-HIS3-DOWN45 xotl ’ Ah tl),
IMD2 UP45-URA3-DOWN45 pLL, Anp

*La secuencia de los oligonucle6tidos para la obtencion de cada médulo se detalla en el
apartado IV de Materiales y Métodos. Los marcadores LEU2, URA3 e HIS3 se
obtuvieron de los plasmidos pJR1742, pESC-URA y pFA6a-His3MX6-pGAL1-GFP
respectivamente.
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Solo la inactivacion conjunta de los genes XPT1 y HPT1 elimina la capacidad de la
célula de sintetizar GMP a través de las rutas de recuperacion ya que las cepas que portan
la inactivacion de ambos genes, cepa Axptl, Ahptl y cepa Agudl, Axptl, Ahptl no crecen
ni con xantina ni con guanina (Figura 17). Las cepas que tienen inactivado s6lo uno de los
genes, cepas Axptl y Ahptl, o las cepas que tienen inactivados cualquiera de éstos en
combinacion con la mutacién Agudl pueden sintetizar GMP bien desde guanina, cepas
Axptl y Agudl, Axptl o desde xantina, cepas 4hptl y Agudl, Ahptl. Como era de esperar,
la inactivacion s6lo del gen GUD1 no modifica la capacidad de la célula de sintetizar
GMP, la cepa Agudl crece en presencia de xantina con igual eficiencia que lo hace en

presencia de guanina (Figura 17). _ _ o
Figura 17. Fenotipo de crecimiento de

A el e cepas defectivas en las rutas de recuperacion
Silvestre de las nucleobases xantina y guanina en S.
A2 cerevisiae. A) Efecto del MPA en la
inhibicion de la actividad IMPH celular en la

B s s cepa silvestre WT (IMD1, IMD2, IMD3 e

+ GGuanina + Xantina

IMD4) y en la cepa mutante Aimd2 (IMD1,
IMD2::URA3, IMD3, IMD4), ensayado
mediante un test de crecimiento en el que se
empled medio sintético suplementado (+) o
no (-) con MPA. B) Fenotipo de crecimiento
de las cepas defectivas en los genes
implicados en las rutas de recuperacion en
medio sintético mas MPA suplementado con
guanina (+ guanina) o suplementado con
xantina (+ xantina).

Al 2
Afisd 2 Axprl
Aimd2 Ahpil

Afmed 2 Ahpil Axpil
Aimd2 Apud] B
Almd2 Axpt] Agud! R
Afwrd2 Ahpil Axpil Agudl

Silvestre s

Cinco de estas cepas de levadura fueron empleadas para identificar las rutas de
recuperacion presentes en A. gossypii mediante la complementacion heteréloga con la
genoteca del hongo.

Los fragmentos gendmicos obtenidos de los clones de la cepa Axptl (que no puede
utilizar xantina para la sintesis de GMP) transformados con la genoteca contenian el gen
completo ABLO70C, homdlogo sinténico del gen XPT1 de S. cerevisiae.

También, al analizar los fragmentos gendmicos que complementaban la mutacion
Ahptl, obtuvimos el mismo resultado que el obtenido en los experimentos de
complementacion en la cepa Axptl. Los fragmentos gendmicos capaces de complementar
la mutacion Ahptl presentaban los mismos patrones de restriccion que los fragmentos
gendmicos que complementaban la mutacion Axptl. Este resultado sugeria, en principio,
gue la expresion del gen ABLO70C de A. gossypii en S. cerevisiae era responsable de la
fosforribosilacion tanto de xantina como de guanina. Sin embargo, no podiamos descartar
que la complementacion de la mutacion Ahptl fuese debida a una sobreexpresion del gen
ABLO70C, ya que en S. cerevisiae se ha descrito que la sobreexpresion del gen XPT1
rescata el fenotipo mutante Ahptl (Guestova et. al., 1999). Esta posibilidad fue descartada
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cuando realizamos la transformacién de la cepa Axptl, 4hptl con la genoteca gendmica
del hongo. Ya que el Unico gen que aislamos fue el gen ABLO70C de A. gossypii. Siendo,
por tanto, este gen el responsable de la complementacion de las mutaciones Ahptl y Axptl
de S. cerevisiae.

Finalmente, los experimentos de complementacién de la mutacion Agudl,
realizados con la finalidad de identificar algin gen de A. gossypii con la misma funcion
que realiza el gen GUDL1 de S. cerevisiae, resultaron infructuosos. La transformacion de la
cepa 4gudl, Ahptl, Axptl con la genoteca gendmica de A. gossypii y seleccién de los
transformantes en un medio con MPA y guanina siempre generaba clones transformantes
que invariablemente portaban fragmentos gendmicos pertenecientes al locus ABLO70C.

En resumen, los resultados obtenidos en los experimentos de complementacion
heteréloga y que se recogen en la Tabla 6, revelaron que A. gossypii carece de los genes
homologos a los genes GUD1 y AAH1 de S. cerevisiae. Y a diferencia de la levadura solo
un gen es responsable de la fosforribosilacion de las nucleobases hipoxantina, guanina y
xantina, gen ABLO70C homélogo sinténico del gen XPT1 de S. cerevisiae.

Tabla 6. Genes de A. gossypii implicados en la recuperacion de nucleobases de purina

identificados por complementacion heteréloga

Cepas de S. cerevisiae defectivas en las Genes de A. gossypii que rescatan el
rutas de recuperacion fenotipo silvestre

Aaptl AER325W (AgAPT1)
Aamd1 ABR204C (AgAMD1)
Axptl ABLO70C (AgXPT1)
Ahptl ABL070C (AgXPT1)
Aaahl No encontrado

Agudl No encontrado

1.2. ANALISIS FUNCIONAL

A fin de conocer la dinamica de las rutas de recuperacion de las nucleobases de
purina en A. gossypii y poder establecer en qué medida estas rutas contribuyen a la sintesis
de riboflavina en el hongo, procedimos a determinar la funcionalidad de cada uno de los
genes identificados en los experimentos de complementacion, comenzando con la
inactivacion génica.

1.2.1. Inactivacion de los genes AgAPT1, AgXPT1y AgAMD1

Al igual que en la levadura, la inactivacion genica en A. gossypii se realizo a partir
de un modulo de delecion, con el que se reemplaza el alelo silvestre mediante un proceso
de transformacion por recombinacion homologa por el alelo delecionado. Aunque este
proceso de recombinacion es similar en ambos organismos (Steiner et al., 1995), el
proceso de transformacion difiere en la permeabilizacion a la entrada del ADN y en la
obtencidn final de transformantes.
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A diferencia del caracter unicelular que presenta S. cerevisiae a lo largo de su ciclo
de vida, en A. gossypii el Unico estadio que puede considerarse tal es la fase de espora, un
solo nucleo por citoplasma, ya que el resto de estadios por los que pasa a lo largo de su
ciclo bioldgico lo hace en forma de micelio cenocitico. Esto implica que en cualquier
modificacion génica que se quiera realizar en el hongo, mediante transformacion, lleve
asociado el someter a los transformantes primarios a un proceso de esporulacion para,
después, seleccionar las esporas que contengan los ndcleos verdaderamente
transformados, ya que los clones obtenidos tras el proceso de transformacion son
heterocariontes, poseen nucleos transformados y nucleos sin transformar. Soélo las esporas
seleccionadas al germinar generaran cepas homocariontes, en las que todos los nucleos de
las hifas son iguales, ya que se han formado a partir de un Unico nucleo por divisiones
sucesivas.

Otra diferencia importante en el proceso de transformacion entre S. cerevisiae y A.
gossypii es la capacidad de recombinacion homdéloga. Mientras en la levadura es
suficiente la presencia de secuencias de 45 pb flanqueando al marcador de seleccién para
la integracion en el locus deseado del modulo de inactivacion, en el hongo aunque se ha
demostrado esa posibilidad (Wendland et al., 2000), no siempre es suficiente, requiriendo
en la mayoria de casos secuencias de mas de 100 pb para que se dé la recombinacion
homologa. Asi, partiendo de las particularidades de A. gossypii procedimos a la
inactivacion de los dos genes.

Para la construccion de estos modulos (Figura 18), el primer paso fue la
amplificacion de la ORF completa del gen a delecionar, junto con aproximadamente unas
400 pb anteriores al extremo 5’ y la misma cantidad posteriores al extremo 3’. En todos
los casos se emple6 como molde ADN gendmico de A. gossypii. Los oligonucledtidos
utilizados se muestran en la Figura 18 para cada construccion. El fragmento obtenido de la
PCR se cloné en el plasmido pGEM-T. Después de verificar mediante secuenciacion la
correcta secuencia del gen, se disefid y construyd un modulo de delecién en el que el
marcador G418® quedaba flanqueado por secuencias del gen a delecionar. La construccion
del modulo consistié en una digestion enzimatica que permite liberar una region interna
de la ORF, empleando en cada caso una o dos enzimas (dependiendo de los sitios de
corte). Cuando los sitios de corte no eran compatibles con los del marcador G418% se
procedié a un tratamiento con el fragmento “klenow” de la ADN polimerasa | de E. coli
con la que se obtienen extremos romos, en los cuales se ligé el fragmento 2112 pb
(también de extremos romos, cuando fue menester) en el que esta contenido el marcador
G418R, previamente liberado del plasmido JR1566 con la enzima Sall (corte Sall-Sall).
Una vez construido el modulo de delecidn procedimos a su liberacion del plasmido que lo
contiene mediante la digestion con las enzimas Spel y Sacll en la mayoria de los casos; y
posteriormente a la transformacion de esporas germinadas de A. gossypii. El analisis de
los clones transformantes, aislados por siembra de la mezcla de transformacién en placas
de medio rico suplementado con el aminoglucosido G418, se realiz6 mediante PCR
analiticas de micelio empleando oligonucleétidos internos y externos al modulo de
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delecion tanto en el extremo 5” como en el 3’. Este procedimiento nos permitio discernir
qué clones tienen el alelo silvestre reemplazado por el médulo de delecion. Tras la
obtencion de esporas de uno de estos transformantes primarios y su posterior analisis,
aislamos un clon homocarionte portador de la mutacion, que ha pasado a formar parte de
la coleccion de cepas del laboratorio, asignando un nombre segun el orden de
construccion.

Mediante este procedimiento realizamos la inactivacion de los genes candidatos de
A. gossypii responsables del reciclaje de las nucleobases de purina, genes AgXPTL1,;
AgAPT1 y AgAMDL en la cepa silvestre (A4). Denominandose en la coleccion de cepas de
A. gossypii del laboratorio como A166, A167 y A168 respectivamente.

Habiendo construido estas cepas procedimos con posterioridad a la construccion de
una nueva cepa defectiva en los genes AgXPT1 y AgAPTL. Para ello se procedi6 a la
transformacion de la cepa defectiva en el gen AgXPT1 con un médulo de delecion para la
interrupcion génica del gen AgAPT1, construido con el mismo procedimiento descrito
para las cepas simples, pero en este caso el marcador fue HYGR. Esta cepa se guard6 en la
coleccién bajo el nombre de A254.

A
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Figura 18. Modulos de delecion empleados para la inactivacion de los genes responsables de las rutas de
recuperacion en A. gossypii. A) Mddulo empleado para la inactivacion del gen AgXPT1. B) AgAPTL. C)
AgAMD1. D) AgAPT1 con marcador de resistencia a HYGR. En cada uno de ellos se indican las enzimas
empleadas para la construccién de cada mddulo, indicando el simbolo K* tratado con el fragmento
klenow la ADN polimerasa. Los oligonucleétidos se indican con una flecha y una letra que hace
referencia al nombre que se le dio a cada uno y cuya secuencia se recoge en Materiales y Métodos. En
segmentos de lineas discontinuas acotadas por puntas de flechas se hace referencia de las longitudes: de
las ORFs, del corte interno para la interrupcion del gen y de los fragmentos que flanquean la disrupcién

para permitir la recombinacién. # indica las secuencias del vector pGEM-T que flanquean al médulo de
delecion.
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Una vez obtenidas las cepas portadoras de las mutaciones en las PRTs de purinas
presentes en A. gossypii y la AMP desaminasa, procedimos, en primer lugar, a caracterizar
el fenotipo de crecimiento asociado a cada mutacion frente a los agentes genotoxicos 8-
azaguanina, 8-azaadenina y 8-azaxantina, andlogos de las nucleobases guanina, adenina y
xantina, respectivamente. En S. cerevisiae se ha descrito que los mutantes defectivos en la
actividad HGPRT codificada por el gen HPT1, son resistentes al analogo de guanina 8-
azaguanina (Guetsova 1997); los mutantes carentes de la actividad APRT, codificada por
el gen APT1 presentan resistencia al analogo de adenina 8-azaadenina (Woods et al.,
1984); los mutantes que no poseen actividad XPRT, codificada por el gen XPT1, son
resistentes al analogo de xantina 8-azaxantina (Guetsova et al., 1997 y Woods et al.,
1984).

El test de crecimiento, realizado con las cepas mutantes (Figura 19), revel6 que en
medio rico todas las cepas crecen con igual eficiencia a como lo hace la cepa silvestre. Por
el contrario, en presencia de los agentes genotoxicos el fenotipo de crecimiento varia con
cada cepa. En presencia de 8-azaadenina, sélo crece el mutante AgAaptl y en presencia de
de 8-azaguanina solo es capaz de crecer el mutante AgAxptI. Sin embargo, en presencia
de 8-azaxantina se observa crecimiento en todas las cepas, pero solo el mutante AgAxpt]
crece con igual eficiencia a como lo hace en ausencia de la droga, mientras que en el resto
de las cepas en presencia de 8-azaxantina muestran una capacidad de crecimiento
reducido, no alcanzando las colonias el tamafio que muestran las colonias en el medio sin
droga. La doble delecion de ambas PRTs tiene el fenotipo conjunto de ambas, presentando
resistencia tanto a 8-azaadenina como a 8-azaguanina. La deleciéon del gen AGQAMD1 se
comporta como el silvestre.

El fenotipo de crecimiento de las cepas silvestre; AgAaptl; Aghxptl; AgAaptl,
AgAxptl y AgAamdl en los medios con 8-azaadenina y 8-azaguanina, demuestra la
funcionalidad de los genes AGAPT1 y AgXPT1 en la cepa silvestre a la vez que permite
asignar la actividad celular APRT al gen AQAPT1 y la actividad GPRT al gen AgXPT1 en
concordancia con los resultados obtenidos en los experimentos de complementacion. El
fenotipo de crecimiento en presencia de 8-azaxantina no permite asignar una actividad
XPRT al gen AgXPT1, ya que todas las cepas que llevan este gen funcional, son capaces
de crecer en presencia de la droga, aunque este crecimiento difiere con respecto al
crecimiento que las cepas presentan en medio rico. Sin embargo, el fenotipo de
crecimiento de la cepa mutante 4gAxpt! en presencia de 8-azaxantina si sugiere pérdida
de la actividad XPRT, ya que las colonias alcanzan el mismo desarrollo tanto en presencia
como en ausencia de 8-azaxantina.
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MEDIO RICO 8-azaadenina Figura 19. Andlisis de la incorporacion de
nucleobases de purina. La capacidad de
metabolizar las nucleobases se analiz6 en la cepa
silvestres (WT) y en cepas defectivas en
diferentes genes de las rutas de recuperacion (1,
AgAamdl; 2, AgAaptl; 3, AgAxptl;, y 4,
AgAaptl, AgAxptl) mediante la adicion al medio
de cultivo de antimetabolitos analogos de las
Eazmantina 8-azaguanina nucleobases: 8-azaadenina analogo de adenina, 8-
azaxantina de xantina y 8-azaguanina de guanina.

1.2.2. Actividades enzimaticas

A fin de determinar, en algunos casos, y confirmar, en otros, las actividades
enzimaticas asociadas a las rutas de recuperacion de nucleobases de purina en A. gossypii,
procedimos a realizar ensayos enzimaticos in vitro, empleando extractos proteicos de la
cepa silvestre y de las cepas portadoras de las deleciones génicas, realizadas con
anterioridad.

Un total de ocho actividades enziméticas se ensayaron con cada uno de los
extractos, empleando diferentes sustratos de reaccion, nucleobases o nucleétidos, de
acuerdo a la actividad a ensayar (ver apartado 1X.2. de Materiales y Métodos). La
deteccion de los productos de reaccion, mediante resolucion de las mezclas de reaccion
por cromatografia en capa fina (Figura 20), permitié conocer las actividades asociadas a
cada uno de los extractos proteicos.

i PPi Figura 20. Andlisis de la actividad
\ / APRT por cromatografia en capa fina.

>  AMP En la parte superior se esquematiza la
reaccion ensayada. La posicion de la
base y el ribonucle6tido se indica en la
parte izquierda. Las mezclas de
reaccion que presentan son: C1y C2,
muestras control sin extracto celular,
1, con el sustrato empleado y 2, con el
producto esperado; WT y Agdaptl
reacciones con extractos celulares, WT

de la cepa silvestre y Agdaptl de la
cepa de delecion.

Adenina

Adenina

AMP

c1 e WT AgAapt]
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Los resultados obtenidos, Tabla 7, revelan que de las ocho actividades enzimaticas
ensayadas, A. gossypii solo posee cinco de ellas, adenina-PRT (APRT), hipoxantina-PRT
(HPRT), xantina-PRT (XPRT), guanina-PRT (GPRT) y AMP desaminasa, careciendo de
las actividades desaminasa de adenina y guanina asi como la actividad desaminasa del
nucleétido GMP.

Cepa APRT HPRT GPRT  XPRT ST CUEIITE G P
desaminasa desaminasa desaminasa desaminasa
APT1 XPT1 + + + + +
APTI, Axptl + = = = = = + 2
Aaptl, XPT1 + + + +
Aamdl + + + + o o o o

1.2.3. Modulacion de las actividades enzimaticas

Con el propdsito de conocer en qué medida podia contribuir cada una de las
nucleobases a la formacion de los nucle6tidos de purina en A. gossypii, procedimos a
determinar la cinética de las actividades, APRT, HPRT, XPRT y GPRT, asociadas tanto a
los extractos proteicos de la cepa silvestre como a los extractos de las tres cepas que
tienen inactivada alguna (cepa AgAaptly cepa AgAxptl) o todas las rutas (cepa AgAaptl,
AgAxptl) de recuperacion.

Siguiendo el mismo procedimiento que empleamos para los ensayos de actividad,
pero en este caso usando como sustrato nucleobases marcadas con el isétopo *C (ver
Apartado 1X.2.1), cuantificamos las diferentes actividades fosforribosiltransferasas
asociadas a los extractos proteicos obtenidos de cultivos liquidos en los que el crecimiento
activo habia cesado y habia comenzado la fase de produccién de riboflavina. La
resolucion de las mezclas de reaccion por cromatografia en capa fina de muestras
tomadas a diferentes tiempos y posterior cuantificacion de los nucleétidos formados nos
permitio conocer las curvas de avance para cada una de las reacciones (Figura 21).
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Figura 21. Cinética de formacion de los ribonucleétidos de purina en la cepa silvestre y las cepas
de delecién. La formacion de ribonucledtido en las reacciones ensayadas ( [**C]Adenina + PRPP
— [“C]JAMP + PPi; [**C]Hypoxhantine + PRPP — [“C]IMP + PPi; [**C]Xhantine + PRPP —
[*C]IXMP + PPi; [*C]Guanina + PRPP — [*C]GMP + PPi), empleando 25 pg de extractos
proteicos e idénticas concentraciones de sustrato (180 uM, actividad especifica 50 mCi/mmol ), se
monitorizé durante 30 minutos. A intervalos de 10 minutos se tomaron muestras, se pard la
reaccion y la mezcla se cromatografié en Etanol: H,O (70:30) hasta que el frente migré 5-8cm. La
placa se seco y se expuso a una pelicula radiografica. Tras localizar los ribonucle6tidos, la porcion
de la placa que los contenia se recort6 y la radiactividad contenida se cuantifico en un contador de
centelleo (Wallac LSC 1409).

En la cepa silvestre, las curvas revelan que las cuatro actividades
fosforribosiltransferasa contribuyen a la formacion de nucle6tidos de purina en el mismo
orden de magnitud (actividades especificas entre 12 y 2,3 mmoles de
nucledtido/miligramo de proteina y por minuto, Tabla 8), si bien, la cantidad de
nucledtido formado varia con las diferentes nucleobases. Los valores maximos se
alcanzan con las nucleobases adenina, guanina y hipoxantina (aproximandose 180 uM), y
los minimos con xantina (133 pM).

Tabla 8. Actividad Especifica (mmoles x mgprote.” x m™) de las rutas de recuperacion de

nucleobases de purinas

APRT HPRT XPRT GPRT
Silvestre 2+0,09 1,2+0,1 1,2+0,1 2,3+0,3
AgAaptl ND 1,5+0,2 1,5+0,3 2,5+0,4
AgAxptl 2,9+0,3 ND ND ND
AgAxpt]l Aghaptl ND ND ND ND

ND no detectada.
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Sin embargo, las curvas de avance obtenidas para las cepas de delecion, Agdaptl y
AgAaxptl, difieren de la cepa silvestre. La cinética revela un incremento en aquella o
aquellas actividades PRT que prevalecen en cada cepa (Figura 21). Asi pues, en la cepa
AgAxptl, que carece de las actividades HXGPRT, la actividad APRT est4 incrementada
entre 1,5 (10°) y 1,4 (20’) veces con respecto a la cepa silvestre. Del mismo modo, en la
cepa Agdaptl, sin actividad APRT, las actividades HXGPRT son mayores que las que
muestran la cepa silvestre, aunque, en este caso, la diferencia es menor, 1,09 para la
actividad GPRT y 1,25 para las actividades HPRT y GPRT.

Los ensayos de cinética enzimética realizados con las nucleobases marcadas con el
isotopo *C, también permitieron detectar actividad PRT inespecifica asociada a los
productos de los genes AgAPT1 y AgXPT1. En los ensayos hechos con las diferentes
nucleobases y extractos celulares de las cepas de delecion se observd la formacién del
ribonucledtido AMP en la cepa Agdaptl y GMP, IMP y XMP en la cepa Agdaptl (Figura
22). La no deteccion de ninguno de los ribonucleétidos en los ensayos realizados con los
extractos celulares de la cepa portadora de la doble delecion, cepa Agdaptl, AgAxptl;
indica que son los genes funcionales AgXPT1, en la cepa Agdaptl y AGAPTL1 en la cepa
AgAxptl son los responsables de la formacion de los ribonucleétidos formados. Por tanto,
de acuerdo a estos resultados podemos decir que A. gossypii, en ausencia de la enzima
AgAptlp, puede utilizar la proteina AgXptlp para formar el ribonucledtido AMP y
viceversa, si bien, la cantidad de ribonucle6tidos formado por estas actividades
inespecificas es de tres 6rdenes de magnitud inferior al que se obtiene con las actividades
especificas propias de cada enzima (enzima AgAptlp: actividad APRT 2 U, actividad
HPRT 1,1.10° U; actividad XPRT 1.10° U y actividad GPRT 2,2.10°U; enzima AgXpt1p:
actividad HPRT y XPRT 1,2 U, actividad GPRT 2,3 U y actividad APRT 1,9.10°U).

Figura 22. Deteccion en pelicula
radiogréfica de las actividades PRT. En

adenina guanina * la parte inferior de las placas se indican
las cepas a la que pertenecen los
extractos celulares empleados en cada

ensayo. En la parte izquierda se detalla la
- GMP ' ' S

posicion del sustrato y producto

correspondientes a: A) ensayo de la

Axptl axpt1 actividad APRT y B) ensayo de la
W 4t AP pgpy WT At Aaptl pqp ctividad GPRT.

1.2.4. Relacion funcional de las rutas de recuperacion y la ruta de novo

Esta descrito en la literatura que la pérdida de actividad de la enzima HGPRT en
humanos es la causa determinante del sindrome de Lesch-Nyhan (McKeran y Watts,
1976) y que en ausencia de esa actividad la sintesis de nucledtidos a traves de la ruta de
novo se ve favorecida (Torres y Puig, 2007). En concreto, la pérdida de actividad de la
enzima HGPRT se ha asociado con un incremento de la actividad PRPP amidotransferasa,
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una de las primeras actividades que se requiere en la ruta de sintesis de novo de
nucledtidos de purina (ver Figura 7). En base a estas observaciones, procedimos a estudiar
la posible correlacion funcional de las rutas de recuperacion y la ruta de novo en A.
gossypii, incorporando a nuestros estudios la cepa AgAade4 defectiva en la actividad
PRPP amidotransferasa y construida en trabajos realizados en el laboratorio con
anterioridad (Jiménez 2001; Jiménez et al., 2005).

Asi, empleando extractos celulares de las cepas silvestre; AgAaptl; AgAxptl,
AgAxptl, AgAaptl;, y AgAade4 realizamos un ensayo in vitro de actividad PRPP
amidotransferasa de acuerdo a la reaccion: [**C]Glutamina + PRPP — PRA+ PPi+
[**C]Glutamato. La resolucién por cromatografia en capa fina de los productos de
reaccion, obtenidos con los extractos celulares de cada una de las cepas (Figura 23) y
posterior cuantificacion, permiti6 conocer las actividades especificas PRPP
amidotransferasa asociadas a cada una de las muestras.

Tabla 9. Actividad Especifica (mmoles x mgprote.” x m™) PRPP amidotransferasa

Cepa Actividad especifica
AgAaded ND
Silvestre 0,3+0.09
AgAaptl 0,6+0.2
AgAxptl 0,9+0.1
AgAxpt] AgAaptl 0,15+0.08

ND no detectada.

Los resultados obtenidos revelan que, en A. gossypii, al igual que en humanos, la
inactivacion de las rutas de recuperacion de las nucleobases guanina e hipoxantina, cepa
AgAxptl, conlleva un incremento en la actividad PRPP amidotransferasa que se triplica
(0,9 U/mg) respecto a la actividad de la cepa silvestre (0,3 U/mg). También, la
inactivacion de la ruta de recuperacion de la nucleobase de adenina, cepa AgAaptl,
determina una mayor actividad PRPP amidotransferasa 0,6 U/mg, doble que la actividad
obtenida en la cepa silvestre. Sin embargo, la inactivacion de todas las rutas de
recuperacion, cepa AgAxptl, AgAaptl, afecta negativamente a la actividad PRPP
amidotransferasa, obteniendose la mitad de actividad (0,15 U/mg) que la que se obtiene en
la cepa silvestre (0,3 U/mg).

Adicionalmente, la comparacion de la actividad especifica PRPP amidotransferasa
de la ruta de novo con las actividades PRT de las rutas de recuperacion (Tabla 8) en la
cepa silvestre revelan que ambas vias, de novo y recuperacion, contribuyen de forma
desigual a la formacién de ribonucledtidos en la célula. Mientras que la actividad PRT de
las rutas de recuperacion en la cepa silvestre esta entre 2 y 2,4 U/mg de extracto celular la
actividad PRPP amidotransferasa es de 0,3 U/mg, si bien esta actividad se incrementa en
las cepas de delecion AgAxptl y AgAaptl.
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Figura 23. Efecto de la inactivacion de las rutas de recuperacion en la funcionalidad de la ruta de
novo. La actividad PRPP amidotransferasa responsable de la formacion del primer intermediario
de la ruta de sintesis de novo de nucleétidos de purina se valord en la cepa silvestre y en las cepas
defectivas en las rutas de recuperacion (cepas AgAxptl; AgAaptl, y AgAxptl, AgAaptl),
empleando 200 pg de extractos celulares y glutamina marcada con el isétopo “C (100 uM,
actividad especifica 50 mCi/mmol). Como control negativo se emplearon los extractos celulares de
la cepa AgAade4 defectiva en la actividad PRPP amidotransferasa. La identificacion de los
productos de cada una de las reacciones, indicada en la parte izquierda de la imagen, se realiz6 a
partir de la radiografia que se obtuvo después de exponer la placa cromatografica que contenia las
mezclas de reaccion resueltas (ver apartado 1X).

1.2.5. Recuperacion de la nucleobase no convencional AICA

AICA, 4-amino-5-imidazolecarboxamida, es una nucleobase de origen abidtico.
Aunque originalmente se considerd un intermediario de la sintesis de purinas (Stetten y
Fox, 1945; Shive et al., 1947), en la actualidad se sabe que es el ribonucleétido AICAR, y
no la nucleobase, el intermediario de la ruta de sintesis de novo (ver Figura 14). Sin
embargo, se ha demostrado que la biosintesis del AICAR a partir de AICA es posible por
dos mecanismos diferentes de acuerdo a las siguientes reacciones:

1. AICA+ ribosa 1-fosfato — AICA ribonucledsido — AICA ribonucleotido
(AICAR)

2. AICA+ PRPP — AICA ribonucleotido (AICAR)

Ambos mecanismos, caracterizados originalmente por el grupo de Buchanan (Korn
y Buchanan, 1952; Flaks et al., 1957), requieren diferentes actividades enzimaticas. En la
primera reaccion se necesitan dos actividades, la actividad nucleésido fosforilasa para
formar el ribonucleésido y la actividad quinasa para formar el ribonucleétido. En la
segunda reaccién sélo se requiere una actividad AICA-PRT, que en los organismos
estudiados esta actividad recae en la enzima adenina-PRT (Korn y Buchanan, 1952; Flaks
etal., 1957).
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Asi, a fin de determinar si A. gossypii puede biosintetizar nucleétidos de purina a
partir de AICA hicimos un ensayo de crecimiento con cepas que tienen bloqueada la ruta
de novo (cepas AgAade4 y AgAbasl); la ruta de recuperacion de adenina (cepa Aaptl); y
ambas rutas, de novo y de recuperacion de adenina, (cepa AgAade4, AgAhaptl). Como se
ha visto en el apartado anterior, en la cepa AgAade4 la ruta de novo esta bloqueada en la
primera etapa al ser defectiva en la actividad PRPP amidotransferasa. La cepa AgAbasl,
caracterizada en un trabajo realizado con anterioridad (Mateos et al., 2006), no expresa los
genes ADE de la ruta de novo por carecer del factor de transcripcién, AgBaslp, necesario
para la correcta expresion de dichos genes. La cepa AgAaded, AgAaptl; se obtuvo por
transformacion de la cepa AgAade4 con el mdédulo que porta la delecion del gen AQAPT1
y el marcador de seleccion que confiere resistencia a higromicina.

A diferencia de la cepa AgAade4, la cepa AgAbasI no puede crecer con ninguna de
las nucleobases, apoyando que no sélo la transcripcion de los genes ADE de la ruta de
novo sino también la del gen AQAMD1 de la ruta de recuperacion de adenina esta mediada
por AgBAS1.

El efecto negativo que la nucleobase adenina ejerce sobre el crecimiento de la cepa
silvestre de A. gossypii, y que no se observa en S. cerevisiae, puede explicarse por la
bajada en los niveles de transcripcion de los genes de la ruta de novo, pues se ha reportado
tanto en A. gossypii como en S. cerevisiae que la nucleobase adenina actla como
regulador negativo en la transcripcion de los genes de la ruta de novo (Daignan-Fornier,
1992; Denis et al., 1998; Giani et al., 1991; Manstala et al., 1984). Tambiéen la nucleobase
AICA afecta negativamente al crecimiento de A. gossypii, aunque en menor medida,
sugiriendo que AICA podria mimetizar, en parte, a la nucleobase adenina.

+adenina +AICA +hipoxantina

Silvestre
Aaded
Aade8, Aaprl

Aade8, Aaptd, Aaahd

Figura 24. Ensayos de recuperacién de la nucleobase AICA en mutantes defectivos en la sintesis
de nucledtidos de purina. Fenotipo de crecimiento de las cepas de S. cerevisiae (parte superior) y
de A. gossypii (parte inferior) en ausencia o0 en presencia (+) de cada nucleobase. La concentracién
en el medio minimo sintético de cada nucleobase fue siempre la misma (0.3 mM). De cada cepa
de S. cerevisiae se sembraron 5 pl de diluciones seriadas (DO: 1; 0,1;0,01;0,001) hechas a partir de
un cultivo fresco saturado. La siembra de A. gossypii se hizo por transferencia de micelio fresco de
colonias de las diferentes cepas crecidas en medio rico.
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También, los ensayos de crecimiento revelan que la capacidad del A. gossypii de
poder biosintetizar los nucleétidos de purina a partir de la nucleobase AICA es
dependiente de la funcionalidad del gen AgAPT1, ya que sélo la cepa AgAade4, y no el
doble mutante AgAade4, AgAaptl, puede crecer con AICA. Este resultado, de acuerdo a
los dos mecanismos propuestos para la formacion del ribonucle6tido (Korn y Buchanan,
1952; Flaks et al., 1957), sugeria que en A. gossypii la formacion del ribonucleotido
AICAR a partir de AICA seria por fosforribosilacion directa de la nucleobase y no a
través de la formacién del ribonucledsido intermediario. Para confirmar esto, procedimos
a realizar ensayos de actividad enzimatica AICA-PRT, empleando extractos celulares de
cada una de las cepas usadas en el experimento de crecimiento. Los resultados obtenidos
del analisis cromatografico de cada una de las mezclas de reaccion (apartado 1X), y que se
recogen en la Tabla 10, permitieron identificar ribonucleétido AICAR en las reacciones
que contenian los extractos celulares de la cepa silvestre, la cepa AgAade4 y la cepa
AgAbas1 pero no en la cepa AgAapatl ni en la cepa AgAade4, Aghaptl.

apla 10. A dad e a A A-PR

Cepa Actividad
Silvestre +
AgAade4 +
AgAbasl +
AgAaptl -
AgAaded Aghaptl -

+ Actividad presente, - Actividad ausente.

1.2.6. Localizacion subcelular de las enzimas implicadas en las rutas de recuperacion

Las proteinas ortlogas de AgXptlp y AgAptlp, en los organismos estudiados,
presentan una localizacion celular variable. En S. cerevisiae se localizan tanto en el
citoplasma como en el nucleo (Huh et al., 2003) y en Toxoplasma grondii, con dos
isoformas de la enzima HXGPRT, una es predominantemente citosolica y la otra esta
asociada a membrana (Chaudhary et al., 2005).

Con el fin de dilucidar la localizacion celular de las proteinas AgXptlp y AgAptlp
en A. gossypii y determinar si su localizacién varia con los estadios de desarrollo del
hongo, se construyeron las cepas recombinantes AgAPT1-GFP(S65T) y AgXPT1-
GFP(S65T) en las que la ORF de cada gen queda en fase con la ORF del gen de la
proteina verde GFP(S65T) (Wach et al., 1997). Para la construccion de estas cepas, se
parti6 de un mddulo de etiquetado en el que las secuencias ORF GFP(S65T), el
terminador SCADH1 y el marcador kanMX6 quedan flanqueados en su extremo 5’ por las
45 pb que preceden al codon de parada del gen a etiquetar (AgXPT1 o Ag XPT1) y en su
extremo 3’ por las 45 pb que siguen al codon de parada (Figura 25). Cada maodulo,
obtenido por PCR, empleando los oligonucleédtidos R1 y F2 y el plasmido pFA6a-
GFP(S65T)-kanMX6 como molde (Logtine et al., 1998), se introdujo por electroporacién
junto con el pldsmido que portaba el gen completo, pGEM-T-AgXPT1 o pGEM-T-
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AgAPT1, en células competentes de la cepa DY331 de E. coli (Yu et al., 2000). La
recombinacidn entre los extremos del modulo de etiquetado y el plasmido, mediado por el
sistema de recombinacion del profago A, genero el plasmido en el que cada gen quedd
etiquetado con la proteina GFP. La seleccion posterior de células resistentes a kanamicina
y ampicilina permitié recuperar el plasmido de interés. Después de verificar por
secuenciacion la secuencia correcta, el fragmento de ADN que contenia la versidn
recombinada de cada gen se liber6 del vector y se usG para transformar esporas
germinadas de la cepa silvestre. Las cepas recombinantes homocariontes A-223 (AgAPT1-
GFP(S65T)) y A-226 (AgXPT1-GFP(S65T)) se obtuvieron a partir de transformantes
primarios en los que se produjo el correcto reemplazamiento del locus silvestre por la
versién etiquetada. La expresion de las proteinas recombinantes permitié inferir la
localizacion subcelular de las proteinas AgAptlp y AgXptlp.

F2 R1

- e — — E. coli

T L { cossypii

Figura 25. Construccion del modulo de etiquetado del gen AGAPT1. Marcado con el epitopo GFP
en el extremo carboxilo terminal, junto con el marcador de seleccion G418% Cepa A226 de la
coleccion. EI médulo empleado para el gen AgXPT1 se construyd de manera similar (Cepa A223).

El analisis directo mediante microscopia de fluorescencia de muestras tomadas a
diferentes tiempos (8, 16, 24 y 36 horas) de cultivos liquidos iniciados a partir de esporas
permitié conocer los patrones de fluorescencia asociados a las proteinas AgAptl-
GFP(S65T)p y AgXptl- GFP(S65T)p. La distribucion de la fluorescencia en ambas
cepas, AGAPT1-GFP(S65T) y AgXPT1-GFP(S65T), fue idéntica para todas las muestras
analizadas, localizdndose de forma uniforme en el citosol y quedando excluida de las
vacuolas y los septos (Figura 26). Aunque, si bien, el patron de fluorescencia fue idéntico
en ambas cepas, siempre se detectd mayor intensidad en la cepa que expresa la proteina
AgXptl-GFP(S65T)p que en la cepa que expresa la proteina AgAptl-GFP(S65T)p,
sugiriendo mayor concentracion celular de la proteina responsable de la recuperacién de
las nucleobases hipoxantina, xantina y guanina que de la proteina implicada en la
recuperacion de la nucleobase adenina.
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Silvestre XPT1-GFP APTI1-GFP

X

DIC

GFP

Figura 26. Localizacion subcelular de las proteinas recombinantes AgXptl-GFPp y AgAptlp-
GFPp por microscopia de fluorescencia. Las micrografias corresponden a muestras tomadas a las
18 horas después de que se iniciase el cultivo. El analisis de cada una de las muestras se realizo
con el microscopio Nikon Eclipse 90i, (60x), empleando la microscopia diferencial de contraste de
interferencia (DIC) y el filtro GFP (Excitacion 460-500 nm.).

Si bien el patron de fluorescencia encontrado indicaba que ambas proteinas
AgXptlp y AgAptlp tenian una distribucion citosolica, quisimos determinar si ain en el
citosol podria haber una distribucion desigual entre las regiones de crecimiento activo y
aquellas en las que el crecimiento habia cesado. Para esto comparamos el patron de
florescencia GFP con el que se obtiene al tefiir el micelio con calcoflior, compuesto
fluorescente que se une a la quitina de la pared y marca aquellas zonas donde el
crecimiento es mas activo. El analisis al microscopio de fluorescencia de muestras
tomadas a diferentes tiempos de cultivos de las cepas que expresan la GFP, AgAPT1-
GFP(S65T) y AgXPT1-GFP(S65T), reveld que no existe correlacion entre las zonas de
crecimiento activo, marcado por la fluorescencia del calcoflior, con una variacion en la
fluorescencia asociada las proteinas AgXptlp y AgAptlp (Figura 27). La superposicion
de las imagenes obtenidas con el filtro de GFP y las imagenes obtenidas con el filtro de
calcofldor no revelan una colocalizacion de la fluorescencia.
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CALCOFLUOR SUPERPOSICION

Figura 27. Patrones de fluorescencia, GFP y calcofluér, asociados a las cepas que expresan las
proteinas recombinantes AgAptl-GFPp y AgXptl-GFPp. Micrografias obtenidas con el
microscopio Nikon Eclipse 90i, (60x) de muestras de cultivo (20 horas) tefiidas con calcofltior
(5ug/ml). Los filtros empleados fueron GFP (Ex. 460-500 nm) para la deteccion de la
fluorescencia asociada a la proteinas recombinantes y DAPI (Ex. 340-380 nm) para la
observacion de la union del calcoflior a las estructuras miceliales. Las imagenes corresponden a
un tiempo de exposicion de 500 mseg.

XPTI-GFP

APTI-GFP

1.2.7. Excrecion de derivados purinicos en cepas defectivas en las rutas de
recuperacion

Desde que se descubrié que en el hombre el sindrome de Lesch-Nyhan (Lesch y
Nyan 1964) es debido a la deficiencia en la actividad HGPRT (Seegmiller et al., 1967) y
que dicha deficiencia conduce a la acumulacion y excrecion de hipoxantina (McKeran y
Watts, 1976), se ha podido constatar que la falta de actividad de HGPRT en otros sistemas
estudiados no siempre conlleva la acumulacién de hipoxantina, sino que es posible la
acumulacion de otros derivados purinicos (de Groodt et al., 1971; Woods et al., 1983;
Guetsova et al., 1997).

A fin de conocer si la pérdida de las actividades APRT o/y HGPRT en A. gossypii
lleva asociada la acumulacion y excrecion de algin derivado purinico se procedié a
valorar la presencia de nucleobases, nucledsidos y nucle6tidos en cultivos de las cepas:
Agaptl; AgAxptl, y Agdaptl, Axptl. Para ello, se realizd un ensayo de alimentacion
cruzada empleando las cepas ScAade4 y ScAgualde S. cerevisiae, auxotroficas para
adenina y guanina, respectivamente. Ambas cepas tienen blogueada la ruta de sintesis de
novo, la cepa ScAade4 en el primer paso de la ruta, carece de la actividad PRPP
amidotransferasa, y la cepa ScAgual en el dltimo paso, en el que a partir del nucledtido
XMP se forma GMP (Figura 14).
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Antes de proceder al ensayo, analizamos mediante un test nutricional la capacidad
de diferentes derivados purinicos de rescatar el fenotipo silvestre en las cepas ScAade4 y
ScAgual de S. cerevisiae. Como se puede ver en la Figura 28, el test revela que la cepa
ScAade4 crece con igual eficiencia que la cepa silvestre con la nucleobase adenina, el
nucledsido inosina, y los nucleétidos AMP e IMP. No crece con el nucleétido ATP y
aungue en menor medida que la cepa silvestre también puede crecer con el nucledsido
adenosina. Por el contrario, la cepa ScAgual sélo crece bien con la nucleobase guanina y
presenta un ligero crecimiento con los nucle6tidos IMP y GMP. Los mismos resultados se
obtuvieron en el test nutricional hecho en paralelo con las cepas Ag4ade4 y Ag4gual de
A. gossypii, a excepcion de la cepa Agdade4 que a diferencia de S. cerevisiae puede
tambiéen crecer con el nucledtido AMP.

+adenina +adenosina

Silvestre
ScAaded

ScAgual

AgAgual (T)
Aghaded (D)

Silvestre
ScAaded

ScAgual

Silvestre
ScAaded

ScAgual

Agigual (I)
AgAaded (D)

Figura 28. Test nutricional en cepas de A. gossypii y S. cerevisiae bloqueadas en diferentes etapas
de la ruta de sintesis de novo de nucleétidos de purina. Las cepas empleadas de cada organismo
(Sc, S. cerevisiae y Ag, A. gossypii) se indican en la parte izquierda de la figura. Los derivados
purinicos usados en el test se indican en la parte superior de las imagenes y la cantidad afiadida al
medio de cultivo fue idéntica para todos ellos (0,3 mM). La posicion de las cepas Ag4gual y
Agdade4 en todas las placas fue izquierda (1) y derecha (D), respectivamente.
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Una vez determinados qué derivados purinicos pueden rescatar el crecimiento en
las cepas mutantes de S. cerevisiae, se procedid al ensayo de alimentacion cruzada. El
ensayo se realizé en placas con medio sin derivado purinico alguno en las que se extendio
un césped de celulas de la levadura y sobre el que se colocaron discos de papel de celofan
con el micelio de las cepas de A. gossypii en las que se queria determinar la posible
excrecion de derivados purinicos (Figura 29). Después de incubar las placas para permitir
el crecimiento de la levadura en condiciones éptimas de crecimiento de la levadura, el
ensayo revel6 que las tres cepas de A. gossypii, AgAaptl; AgAxptl;y AgAaptl, AgAXptl,
permiten el crecimiento de la cepa ScAdade4 de levadura mientras que la cepa silvestre y
la cepa Ag4amdl no lo hacen al no generar ningn halo de crecimiento en su contorno
(Figura 29, placa B y B’). Sin embrago, solo la cepa AgAxpt1 y la cepa que porta la doble
delecion, AgAaptl, AgAxptl, permiten el crecimiento de la cepa ScAgual (Figura 29,
placaCy C’).

ScWT ScAaded ScAgual

=

=

7

o AgAamdl AgAaptl
&,

=

-+

=

o

=

E i

= AgAxptl AgAxptl
+ Aaptl

Silvestre

Figura 29. Ensayo de alimentacion cruzada. Discos de micelio de las cepas silvestre, AgAaptl,;
AgAxptl; Aghamdl 'y Aghxptl, AgAaptl; de A. gossypii, se depositaron sobre un césped de células
de cepas de S. cerevisiae: placa A, cepa silvestre (SCWT); placa B, cepa ScAade4; y placa C, cepa
ScAgual. Las placas se incubaron durante 4dias a 28°C, se fotografiaron y se tifieron con azul de
metileno para resaltar el crecimiento de la levadura.

Asi, teniendo en cuenta los requerimientos nutricionales de las cepas ScAdaded y
ScAgual, los resultados obtenidos en el ensayo de alimentacion cruzada demuestran que
en A. gossypii tanto la pérdida de la actividad APRT (AgAaptl y AgAaptl, AgAxptl) como
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de la actividad HXGPRT (4gAxptl y cepa AgAaptl, AgAxptl) conduce a la excrecion de
derivados purinicos. Sin embargo, la pérdida de la actividad AMP desaminasa (AgAamd1)
no lleva asociado ningun fenotipo de excrecidn, comportandose igual que la cepa silvestre
(Figura 29, placa B, B’, C y C’). Aunque el ensayo no revela qué derivados purinicos
estan asociados a la pérdida de cada una de las actividades, si se puede inferir que la falta
de actividad APRT en A. gossypii conlleva la excrecion de, al menos, alguno de los
derivados que rescatan el fenotipo silvestre en la cepa ScAade4 de S. cerevisiae y que la
ausencia de la actividad HXGPRT conduce a la excrecion de alguno de los derivados que
permiten el crecimiento de la cepa ScAgual de levadura.

1.2.8. Efecto de las nucleobases de purina en el crecimiento

En el desarrollo del trabajo habiamos constatado que A. gossypii, al menos, la
presencia de nucleobase adenina en el medio de cultivo tiene un efecto negativo en el
crecimiento de la cepa silvestre, ya que el tamafio de las colonias del hongo se ve
reducido. Este efecto inhibitorio, asociado a la nucleobase adenina, tambien se ha
observado en cepas que tiene bloqueado algun paso de la ruta de sintesis de novo e incluso
en cepas que expresan versiones génicas modificadas de algunos de los genes de la ruta.

A fin de profundizar en qué medida la presencia de nucleobases afecta al
crecimiento del hongo procedimos, en un primer experimento, a determinar en presencia
de qué nucleobases el crecimiento del hongo se veia afectado. En el experimento
empleamos la cepa silvestre, las cepas defectivas en las rutas de recuperacion (4gAaptl,;
AgAxptl; y AgAXptl, AgAaptl)y cepas que tienen modificada la ruta de sintesis de novo y
son auxotroficas para adenina en mayor o menor grado, bien por carecer de alguna enzima
esencial, cepa AgAade4 (Jimenez et al., 2005), o bien por tener desregulada la ruta al
carecer del factor de transcripcion AgBaslp, cepa AgAbasl (Mateos et al., 2006), tenerlo
modificado, cepa AgAbirBASI (Mateos et al., 2006) o sobreexpresar una version
modificada del gen AgADE4, cepa AgGPDp-ADE4"" (Jiménez et al., 2005). El analisis
de las placas de cultivo (Figura 30), aunque no es concluyente porque al estar todas las
cepas en la misma placa el crecimiento de unas cepas interfiere con las cepas adyacente,
si demuestra, al menos, que la presencia de la nucleobase adenina determina un menor
desarrollo en las cepas que no son auxotroficas para adenina.
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SMM +adenina +guanina

Axptl
Aaptl

silvestre Abasl

AbirdBAS1 i GPD-ADE4wv,
1t silvestre wvy +xantina +hipoxantina +adenina +guanina

AbirdBAS1 Axprl
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Figura 30. Crecimiento de A. gossypii en presencia de las diferentes nucleobases. Las cepas
empleadas asi como su disposicion en las placas de cultivo se muestran en la parte izquierda de la
figura. EI medio de cultivo fue medio minimo sintético (SMM) suplementado con las nucleobases
gue se indican en concentraciones idénticas (0,3 mM). El in6culo de las cepas en todas las placas
se hizo a partir de micelio fresco de forma simultanea. Las placas se incubaron durante 7 dias,
tiempo al que corresponde las fotografias que se presentan.

Para una valoracién precisa del grado de inhibicion que las nucleobases tienen
sobre el crecimiento, procedimos de igual manera que en el experimento anterior pero en
este caso inoculando una Unica cepa en el centro de cada placa. Trascurrido el periodo de
incubacidn, el crecimiento de cada colonia se midié en ambos ejes de coordenadas a
intervalos de 2, 6 y 11 dias, hasta que el crecimiento ceso. La representacion grafica del
valor de la media de las dos medidas del tamafio que alcanza cada colonia (eje de
ordenadas y eje de abscisas) a lo largo del tiempo de cultivo nos permitié conocer y
comparar el efecto de las nucleobases de purina sobre el crecimiento (Figura 31).

Las curvas de crecimiento de colonias de las cepas ensayadas revelan que en
general todas las cepas modificadas reducen su crecimiento en el medio minimo sintético
en comparacion con cepa silvestre (Figura 31, SMM). Si exceptuamos las cepas que son
parcial (4gAbirBASI y AgGPDp-ADE4"") o totalmente auxotréficas para adenina
(AgAade4 y AgAbasl) vemos que la cepa que carece de todas las actividades PRT
(AgAapatl, AgAxptl) es en la que mas reduce su crecimiento, siendo el tamafio de sus
colonias un 17,5% inferior al tamafio que alcanzan las colonias de la cepa silvestre. Sin
embargo, la cepa con la actividad APRT (cepa AgAxptl) s6lo reduce su crecimiento un
6,25% Y la cepa con la actividad HXGPRT (cepa AgAapt1) lo hace en un 16,6%.

La presencia de las nucleobases en el medio afecta de forma diferente a cada una
de las cepas. Mientras que la nucleobase adenina reduce el crecimiento en un 25% en la
cepa silvestre, guanina lo hace en s6lo en un 6,5%, y cuando estan presentes en el medio
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ambas nucleobases la reduccion es de 16,6%. Por el contrario, en las cepas AgAaptl y
AgAxptl adenina y guanina tienen un efecto opuesto, adenina reduce mucho el
crecimiento de la cepa AgAaptl (42,8% respecto a la cepa silvestre) pero apenas tiene
efecto sobre el crecimiento de la cepa AgAxptl, y guanina reduce mucho el crecimiento de
la cepa AgAxptl (44,4% respecto a la cepa silvestre) y practicamente no afecta al
crecimiento de la cepa AgAaptl. Sin embrago, cuando las dos nucleobases estan presentes
en el medio el crecimiento de ambas cepas, AgAaptl y AgAXptl, es idéntico. La cepa que
porta la doble delecion, cepa 4gAaptl, AgAXptl, se comporta igual que las cepas con las
deleciones simples, viéndose su crecimiento afectado en presencia de adenina como
ocurre en la cepa AgAaptl y en presencia de guanina como 4gAxptl.

En cuanto a las cepas con modificaciones en la ruta de novo, vemos que adenina
rescata totalmente el crecimiento solo en la cepa la AgAade4, que llega a ser ligeramente
superior (5%) que el que presenta la cepa silvestre. Las cepas AgAbasi, Ag y AQGPDp-
ADE4"% nunca alcanzan valores de crecimiento de la cepa silvestre, siendo la cepa
AgGPDp-ADE4™" y la cepa AgAbasl las que presentas los valores mas bajos,
respectivamente.

SMM+adenina

silvestre silvestre

Aapil i Aapil

Axptl Axptl

Aaprl, Axprl Aaptl, Axprl

Aaded

Aaded

Crecimiento
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* ' 1ADE4 TADE4
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Figura 31. Efecto de las nucleobases en el crecimiento de A. gossypii. Las graficas se obtuvieron
representando los valores del tamafio que alcanzan las colonias en el tiempo de cada una de las
cepas ensayadas en el medio que se indica en la parte superior de la gréfica. El crecimiento se
determind en la cepa silvestre, las cepas defectivas en las rutas de recuperacion (AgAaptl,;
AgAxptl; AgAXptl, Aghaptl) y las cepas con modificaciones en la ruta de novo y que son total
(AgAaded) o parcialmente (AgGPDp-ADE4™Y, AgAbirBASI y AgAbasl) auxotréficas para
adenina. Para cada cepa se emple6 una placa. Todas las cepas se inocularon en el centro de la
placa a partir de micelio fresco. El tamafio de cada colonia (mm) se obtuvo del promedio de los
valores del didametro medido en el eje imaginario de abscisas y de ordenadas. La inoculacion,
incubacion y medicion se hizo simultaneamente con todas las cepas.
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En resumen, los resultados obtenidos demuestran: 1) qué las nucleobases adenina y
guanina tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento, siendo mayor el que ejerce
adenina (el crecimiento se reduce en un 25%) que el que ejerce guanina (6,5%), si bien la
inhibicion que ejerce adenina se corrige con la presencia de guanina; 2) qué la nucleobase
tiene mayor poder inhibitorio que su nucleotido, ya que las cepas que carecen de alguna o
todas las actividades PRT son las en las que mas reducen su crecimiento; y 3) las cepas
AgAbasl, AgAbirBASI son insensibles a la accion inhibitoria de las bases, ambas crecen
igual con adenina gue con adenina mas guanina, constatando la implicacion del factor de
transcripcion Baslp en mediar la respuesta celular a la presencia de nucleobases de purina
(Mateos et al., 2006).

1.2.9. Perfiles de transcripcion de los genes implicados en la biosintesis de nucleédtidos
de purina

1.2.9.1 Expresion diferencial en la fase trofica y fase de produccion

Habiendo observado, mediante el analisis de las actividades enzimaticas, como la
inactivacion de una de las rutas de recuperacion repercute en un incremento de la
actividad tanto de la ruta de recuperacién funcional como de la ruta de novo, decidimos
analizar si este incremento de actividad se correlacionaba con un incremento de la tasa de
transcripcion. Para ello analizamos a través de PCRs cuantitativas la respuesta
transcripcional de las cepas defectivas en las rutas de recuperacion AgAaptl; AgAxptl y
AgAaptl, Aghxptl, junto con la cepa silvestre y la cepa defectiva en la ruta de novo
AgAade4. Los genes analizados en este estudio fueron para la ruta de novo AgADE4,
AgIMD3 y AgGUAL, y para las rutas de recuperacion los genes AgAPT1 y AgXPTL1. El
micelio, del cual se extrajo el ARN, se recogio6 de cultivos liquidos en medio rico a las 24
y 48 horas. La metodologia empleada se detalla en el apartado VII.4 de Materiales y
Métodos.

Los resultados (Figura 32) difieren en las dos franjas temporales seleccionadas. A
las 24 horas del cultivo la cepa silvestre es la que presenta una mayor expresion de todos
los genes, con la salvedad del gen AgADE4, cuya tasa de transcripcion es mayor en la
cepa AgAxptl. Al contrario de lo que ocurre a las 24 horas, a las 48 observamos como la
cepa silvestre tiene reducida la expresion de sus genes por debajo de todas las demas
cepas, salvo la cepa que tiene interrumpida ambas rutas de recuperacion que siempre tiene
la transcripcion menor de todas las cepas estudiadas. La reduccion de la tasa de
transcripcion de los genes estudiados en la cepa silvestre a las 48 horas es
aproximadamente de un 80%, a excepcion del gen AgXPT1 donde esta reduccion es
menos drastica, reduciéndose un 25% con respecto a las 24 horas. Todas las cepas siguen
un patrén parecido, siendo el gen AgXPT1 el que menos ve reducida su expresiéon a
tiempos mayores. Asi pues, atendiendo a los genes implicados en las rutas de
recuperacion podemos indicar que mientras a 24 horas predominan los transcritos del gen
AgAPT1 con respecto a AgXPTL1 a las 48 horas sucede todo lo contrario, teniendo mayor
relevancia AgXPT1.
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Al comparar las diferentes cepas analizadas, en el tiempo de 48 horas podemos
indicar que la cepa AgAade4 es la que tiene una mayor tasa de transcripcion de los genes
implicados en las rutas de recuperacion, lo cual representa la necesidad de estas rutas para
la sintesis de nucledtidos purinicos que no es capaz de sintetizar a partir de la ruta de
novo. En el caso de AgAaptl tiene una expresion del gen AgXPT1 dos veces mayor
respecto a la de la cepa silvestre. De manera similar ocurre en la cepa AgAxptl, en la cual
la expresion del gen AGAPT1 se ve duplicada. En ambas cepas se aprecia un incremento
de la tasa de transcripcion de los genes implicados en la transformacion de nucledtidos de
adenina a los de guanina, genes AgIMD3 y AgGUAL. Lo cual, puede implicar un
incremento en la formacion de GTP y finalmente un aumento de la biosintesis de
riboflavina, en las cepas con interrupcién de uno de los genes responsables del reciclaje de
nucleobases de purinas.
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Figura 32. Perfil transcripcional de cepas defectivas en la biosintesis de nucledtidos de purina.
Representacion grafica de la respuesta transcripcional de los genes AGADE4, AgAPT1, AgXPT1,
AgIMD3 y AgGUAL, en las cepas de A. gossypii silvestre, Aaded; Aaptl; Axptly Aaptl, Axptl.
Tanto a 24 horas como 48 horas de cultivo en medio rico.
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1.2.9.2 Modulacion de la transcripcion por las nucleobases de purina

El efecto represor que tiene la adenina sobre los genes implicados en la ruta de de
novo de sintesis de nuclettidos de purina en A. gossypii ha sido analizado con
anterioridad (Jiménez et al., 2005; Mateos et al., 2006). Asi como, la represion del gen
ADE4 por la presencia extracelular de guanina (Jiménez et al.,, 2005). Quisimos
comprobar si la presencia de las bases no solamente reprime la sintesis de novo, sino
también la influencia que ejerce sobre los genes responsables de su utilizacion para la
formacion de nucledtidos. Como en los ensayos de crecimiento comprobamos que el
efecto més notable se da en medio minimo, éste fue el seleccionado para estos analisis.

Puesto que queriamos un conocimiento general del comportamiento de las rutas el
ensayo se realiz6 con la cepa silvestre. Los genes analizados fueron: AGADE4 de la ruta de
novo; AgAPT1 y AgXPT1 de las rutas de recuperacion; y los genes AQAMD1, AgIMD3 y
AgGUAL comunes a ambas rutas (Figura 33). Las medidas se tomaron a partir de cultivos
liquidos tras 48 horas de incubacion y siguiendo el protocolo detallado en el apartado
VII1.2. de Materiales y Métodos.
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Figura 33. Respuesta transcripcional de los genes AgAMD1, AgAPT1, AgXPT1, AgADE4,
AgIMD3 y AgGUAL, frente a fuentes extracelulares de purinas. En el grafico de la izquierda se
representa la respuesta de todos los genes del estudio. En el de la derecha se representan aquellos
genes que debido a las unidades no se observan detalladamente en el de la izquierda.

La adicién de adenina supone una reduccion de la transcripcién de los genes
empleados en el estudio salvo en el caso del gen AgXPT1 sobre el cual no ejerce ningun
efecto. Y el incremento al doble del gen AQAMDL1. Sorprende la reduccion de unas 200
veces el nimero de copias del transcrito del gen AQAPT1.

Cuando afladimos guanina al medio, el resultado es totalmente contrario a la
adicion de adenina, pues en este caso, se produce un incremento de la transcripcion de los
genes objeto de estudio. Siendo el gen AgXPT1 el mas afectado, percibiendo un
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incremento 20 veces mayor que en medio minimo. También destacamos el incremento de
6 veces la transcripcion del gen AGAPTL1. La excepcién de estos incrementos es el gen
AgADE4 cuya tasa de transcripcion se reduce a la mitad, efecto que se habia comprobado
en estudios anteriores (Jiménez et al., 2005).

sobre

La adicion de ambas bases al medio reduce el efecto represor que tiene la adenina
los genes analizados, en algunos casos como en el caso del gen AgGUAL no se llega

a recuperar el nivel de transcripcion existente en medio minimo. En el caso del gen
AgIMD3, el nivel de transcripcion aun siendo mayor que en medio minimo no llega al
nivel que se presenta con la presencia en solitario de la guanina. El caso contrario es el
experimentado por el gen AGAPT1 cuya expresion se incrementa 17 veces con respecto al
medio minimo. De modo similar se comporta el gen AGQAMDL.

En resumen, podemos indicar que la adenina ejerce un papel inhibitorio en la

transcripcion de los genes implicados en la sintesis de nucleotidos de purina, con la
salvedad de los genes AGQAMD1 y AgXPT1, los cuales se ven estimulados. Y la guanina
ejerce un efecto activador en la sintesis de estos nucle6tidos, salvo por la represion del gen
AgADE4 (Figura 34).
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1. POTENCIALES TRASPORTADORES DE NUCLEOBASES DE PURINA
EN A. GOSSYPII

Como se recoge en la introduccion (Pagina 15), los sistemas de transporte de
nucleobases de purina varian de unos organismos a otros, pudiéndose diferenciar tres
grande familias: la familia NAT (Nucleobase Ascorbate Transporter) o familia NCS2
(Nucleobase Cation Symporter 2) que incluye transportadores con diferente especificidad
en hongos (Diallinas et al., 1995) y bacterias (Karatza y Frillingos, 2005); la familia ENT
(Equilibrative Nucleoside Transporters) implicados tanto en el transporte de nucleobases
como de nucledsidos en mamiferos (Karatza y Frillingos, 2005; Rivas et al., 2008) y
protozoos (Baldwin et al., 2004; Burchmore et al., 2003; Liu et al., 2005); y la familia
PUP (Purine Uptake Permease) y UPS (Ureidin Permease) especifica de plantas
(Mansfield et al., 2009; Jelesko, 2012).

Dada la importancia de la presencia intracelular de las nucleobases de purina en A.
gossypii, no solo por ser sustratos para la sintesis de ribonucleotidos sino también por su
accion inhibitoria del crecimiento, procedimos a la busqueda de los transportadores que
podian mediar la entrada de nucleobases en el hongo.

I.1. IDENTIFICACION DE GENES POTENCIALMENTE IMPLICADOS EN EL
TRANSPORTE DE PURINAS

La disponibilidad y accesibilidad a través del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) y el EMBL (European Molecular Biology Laboratory) a
secuencias génicas y aminoacidicas de transportadores de purinas, ya estudiados y
caracterizados en diferentes organismos, nos permitié hacer busquedas de homologia de
secuencia en el genoma de A. gossypii. En la busqueda, empleando herramientas
informaticas tales como BLAST Nucleotide y BLAST Protein del NCBI, PSI-Search,
ClustalW2, Needle y LAlign del EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute),
identificamos tres genes, AgADL074W (AgFCY2), AgAFR622W, AgACR289W, con
homologia significativa a transportadores de nucleobases purinas, si bien el gen
AgADLO074W habia sido identificado ya con anterioridad (Figura 15).

La traduccion conceptual del gen AGADLO74W dio una proteina relacionada con
los transportadores de nucleobases de purina, Fcy2, Fcy21 y Fcy22, de S. cerevisiae (55-
59% de identidad y 70-74% de similitud). Dado que el mayor porcentaje de identidad y
similitud lo encontramos con la proteina ScFcy2, el gen AgADLO74W pasamos a
denominarlo AgFCY2. Aunque el gen ScFCY2 de S. cerevisiae es homologo a SCFCY21 y
ScFCY22, los mutantes Scfcy2 no son complementados ni por SCFCY21 ni por ScFCY22,
sugiriendo una funcionalidad diferente para cada uno de los productos génicos (Nelissen
et al., 1995; Wagner et al., 2001). SCFCY2 posee la firma tipica de los transportadores de
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la familia ENT (11 dominios transmembrana) vy, de hecho, la mutacién Scfcy2 se
complementa por la expresion de proteinas ENT1 y ENT2 de mamiferos (Yao, et al.,
2002).

La proteina del gen AgAFR622W presentd un 31% de identidad y un 48% de
similitud con el transportador especifico de la nucleobase hipoxantina de la enterobacteria
Klebsiella pneuminiae (de la Riva et al., 2008). Ademas, encontramos que la proteina
AgAFr622Wp esta relacionada con una amplia variedad de proteinas de la familia NAT.
A diferencia de los genes AgFCY2 y AgACR289C, el gen AgAFR622W no tiene gen
homologo en S. cerevisiae.

La proteina derivada del gen AgGACR289W dio homologia con transportadores de la
familia ENT que engloba los transportadores responsables tanto del transporte de
nucleobases como de nucledsidos en mamiferos y protozoos (Baldwin et al., 2004;
Burchmore et al., 2003). EI mayor porcentaje de identidad y similitud para la proteina del
gen AgACR289W (38% y 57%, respectivamente) la encontramos con el transportador de
nucledsidos SCFUN26 de S. cerevisiae que se encuentra en la membrana vacuolar (38% de
identidad y 55% (Vickers et al., 2000). Pero también presenta un alto porcentaje de
identidad y similitud con los transportadores bien caracterizados CfNtlp y CfNt2p del
protozoo Crithidia fasciculata (Liu et al., 2005). A partir de ahora denominaremos al gen
AgACR289W como AgFUN26 por presentar homologia de secuencia con al gen SCFUN26
de S. cerevisiae.

Una vez identificadas las ORFs que potencialmente podian tener una funcién en el
trasporte de nucleobases de purinas en A. gossypii procedimos a su clonacién y posterior
disrupcion génica para proceder a su caracterizacion funcional (Figura 35). Empleando
oligonucleotidos especificos para cada uno de los genes y ADN gendmico, amplificamos,
mediante PCR, los fragmentos gendmicos correspondientes, los clonamos en el vector
pPpGEM-T (Promega Biotech Ibérica), identificamos los fragmentos clonados por
secuenciacion y, finalmente, procediendo a la construccion de mdédulos de delecion y
posterior obtencion de las cepas que expresan las versiones delecionadas de cada uno de
los genes (Figura 35). Ademés, empleando el modulo de delecion del gen AgFCY2 que
lleva el marcador HYGR y por transformacion de las cepas que portan las deleciones
AgAacr289W y AgAfun26 obtuvimos los dobles deletantes AgAfcy2, AgAafr622W (A295)
y AgAafcy2, AgAfun26(A303).
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Figura 35. Modulos de delecion empleados para la inactivacion génica de los genes responsables
del transporte de nucleobases de purinas en A. gossypii. A) Modulo empleado para la inactivacion
del gen AgFCY2 con el marcador de resistencia a geneticina (Cepa construida A146). B) AgFCY2
con marcador de resistencia a HYG" (A294). C) AgAFR622W (A288). D) AgFUN26 (A271). En
cada uno de ellos se indican las enzimas empleadas para la construccion de cada moédulo,
indicando el simbolo K* que el sitio ha sido klenado. Los oligonucledtidos se indican con una
flecha y el nombre cuya secuencia se indica en Materiales y Métodos. En segmentos de lineas
discontinuas acotadas por puntas de flechas se hace referencia de las longitudes: de las ORFs, del
corte interno para la interrupcion del gen y de los fragmentos que flanquean la disrupcion para
permitir la recombinacion. # indica las secuencias del vector pGEM-T que flanquean al médulo de
delecion.

1.2 FUNCION DEL GEN AGFCY2 EN EL TRANSPORTE DE NUCLEOBASES
DE PURINA EN A. GOSSYPII Y EN S. CEREVISIAE

Uno de los fenotipos esperado para las cepas portadoras de la delecion de los
potenciales transportadores de nucleobases era la resistencia parcial o total a los analogos
8-azaguanina y 8-azaadenina, ya que estos compuestos mimetizan el comportamiento de
las nucleobases pero su incorporacién al material hereditario resulta letal. De hecho, esta
recogido en la literatura que la inactivacion del gen ScFCY2 en S. cerevisiae genera
resistencia no s6lo a 8-azaadenina y 8-azaguanina sino también a 5-fluorocitosina, 5-
fluorouracilo y a cisplatino (Guetsova et al., 1997; Escobar-Henriques y Daignan-Fornier,
2001; Huang et al., 2005). Sin embargo, cuando analizamos la capacidad de crecimiento
de la cepa mutante Afcy2 de A. gossypii, en presencia de los analogos de nucleobases (8-
azaadenina y 8-azaguanina) no encontramos diferencias significativas con la cepa
silvestre, ambas se comportan igual en presencia de los compuestos genotoxicos 8-
azaadenina y 8-azaguanina (Figura 36 A).
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Tampoco encontramos diferencias cuando comparamos el crecimiento de la cepa
silvestre y la cepa en la que combinamos el alelo de delecién AgAfcy2 con el alelo
AgAade4 que confiere auxotrofia para la nucleobase adenina y que, por tanto, requiere de
del aporte extracelular de adenina para crecer (Figura 36 B). Los dos resultados asociados
a la delecion del gen AgFCY2, no ganancia de la funcion de resistencia a los analogos de
base (8-azaadenia y 8-azaguania) y no efecto en la capacidad de transporte, al menos de la
base adenina, sugerian que la funcion del gen AgFCY2 de A. gossypii, diferian de la
funcién asociada al gen ScFCY2 de la levadura, si bien ambas proteinas AgFcy2p y
ScFcy2p conservan un alto porcentaje de similitud (74%).

A B
silvestre  Afcy2

silvestre  Aade4 Afey2

—Ade

Figura 36. Analisis de la capacidad de internalizar nucleobases purina los mutantes AgAfcy2. A)
Efecto en el crecimiento del andlogo de guanina, 8-azaguanina (8-azaG) y del analogo de adenina
8-azaadenina (8-azaA) en la cepa silvestre AgFCY2 y en la cepa portadora de la delecion, AgAfcy?2.
B) Test de crecimiento en medio minimo sintético en ausencia (- Ade) y presencia (+ Ade) de
adenina de la cepa silvestre AgFCY2, AgADEA4, la cepa auxotréfica para adenina Agade4, y la cepa
gue porta ambas mutaciones AgAfcy2, Agade4.

+ 8-azaG

+ 8-azaA

En un intento de validar los resultados obtenidos con la delecion del gen AgAfcy2 y
contrastarlos con los fenotipos de resistencia descritos para S. cerevisiae, (Guetsova et al.,
1997; Escobar-Henriques y Daignan-Fornier, 2001, entre otros) se procedié a analizar el
efecto que 8-azaadenina y 5-fluorocitosina tenia sobre el crecimiento en tres cepas de la
levadura, la cepa silvestre BY4741, la cepa que lleva la delecion completa de la ORF del
gen FCY2 (4fcy2) y la cepa que carece de la actividad APRT (Aaptl), cepas disponibles
en el laboratorio y procedentes de la coleccibn de deletantes (SGDP,
hlp://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deleEon_project/deleEons3.html).  El test
de crecimiento revel6 que las tres cepas, BY4741, Afcy2 y Aaptl crecen con igual
eficiencia tanto en ausencia como en presencia de 8-azaadenina (Figura 37 A). Sin
embargo, la presencia de 5-fluorocitosina inhibe el crecimiento de la cepa silvestre y de la
cepa Aaptl y sélo la cepa Afcy2 es capaz de crecer en presencia de la droga. Por el
contrario, el mismo ensayo nutricional, empleando el mismo medio de cultivo que el
usado con la levadura dio resultados diferentes en A. gossypii (Figura 37 B). Ni la cepa
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silvestre de A. gossypii ni la cepa Afcy2 crecen cuando 8-azaadenina esta presente en el
medio, en contraste con la cepa daptl que crece eficientemente con independencia de la
presencia o0 ausencia del analogo de adenina.

En cuanto al efecto que tiene el compuesto 5-fluorocitosina sobre el crecimiento de
A. gossypii y de S. cerevisiae, el test de crecimiento revela que es mas drastico en S.
cerevisiae que en A. gossypii. Mientras que en S. cerevisiae s6lo la cepa que no tiene
funcional el gen FCY2, cepa Afcy2, es totalmente refractaria a la presencia del analogo de
citosina, en A. gossypii tanto la cepa silvestre como la cepa AgAdaptl pueden crecer
aungue con menor eficiencia que lo hace la cepa AgAfcy2 (Figura 37 B).

A

+ 8-azaadenina + fluorocitosina

Afeyz
silvestre
B
Aaptl
Afey2

silvestre

|

Figura 37. Efecto de 8-azaadenina y 5-fluorocitosina en el crecimiento de cepas de S. cerevisiae y
A. gossypii. A) Crecimiento de la cepa silvestre, y de las cepas mutantes Afcy2 y Aapatl de S.
cerevisiae, empleando cuatro diluciones para cada cepa (DO: 1; 0,1; 0,01; 0,001). B) Crecimiento
de las cepas A. gossypii con genotipo equivalente al que tienen las cepas de levadura.

Por ultimo, para determinar si el gen AgFCY2 podia tener alguna funcion mas
relevante en el transporte de la nucleobase guanina del que ya habiamos determinado con
la nucleobase adenina procedimos a realizar un ensayo de crecimiento en presencia de
acido micofendlico (MPA). La adicion al medio de cultivo de MPA en A. gossypii genera
auxotrofia para guanina (Mateos et al., 2006), ya que la droga inhibe la formacién de
GMP desde IMP e impide el crecimiento celular pero en presencia de las nucleobases
guanina o xantina se restaura el crecimiento puesto que la célula puede sintetizar GMP
directamente por fosforribosilacion de las nucleobases. En S. cerevisiae tambien el MPA
genera auxotrofia para guanina pero sélo en cepas Sc4imd2 como ya se vio en los ensayos
de complementacion (Apartado 1.1.2.2.)

El ensayo de crecimiento realizado en paralelo con cepas de S. cerevisiae y A.
gossypii (Figura 38), reveld que la entrada de la nucleobase guanina a la célula no es
dependiente de la funcionalidad del gen FCY2 ni en la levadura ni en el hongo (Figura 38,



RESVILTADOS

medio MPA+G). La nucleobase guanina en S. cerevisiae rescata el crecimiento con igual
eficiencia tanto en la cepa Sc4imd2 con el transportador funcional Fcy2p como en la cepa
ScAimd2, ScAfcy2 que carece del transportador. Un comportamiento similar encontramos
en A .gossypii si comparamos el crecimiento en el medio con MPA y el medio que lleva
MPA maés guanina, ambas cepas silvestre AgFCY2 y mutante Afcy2 crecen con guanina,
incluso el mutante sin el transportador AgFcy2p crece mejor que la cepa silvestre, si bien
en ninguna de las cepas mutante Afcy?2 y silvestre AgFCY2 la nucleobase guanina es capaz
de rescatar totalmente el crecimiento debido a que la concentracion minima inhibitoria del
MPA en S. cerevisiae y A. gossypii varia en dos orden de magnitud como se demostro
experimentalmente después (5 ug/ml para S. cerevisiae en medio sélido frente a 0,05
pg/ml para A. gossypii).

+NMPA +MPA+G

+NMPA +MPA+ G
Afey2 (D)

Figura 38. Efecto de la inactivacion del gen FCY2 en la entrada de guanina al interior celular en
S. cerevisiae y en A. gossypii. A) Crecimiento de las cepas de S. cerevisiae que indicadas en el
margen izquierdo de la figura en medio sintético (SD) siny con acido micofendlico (+MPA). Los
medios con la nucleobase guanina se indican con + G. Para cada cepa se sembraron 5 pl de
diluciones seriadas (DO: 1; 0,1; 0,01; 0,001). La cepa ScAimd2, ScAfcy2 se construyd por
transformacion de la cepa Sc4imd2 (YY-1181) con el modulo de delecion Scfcy2::kanMX4 obtenido
por PCR de la cepa (Y-952). B) Crecimiento de las cepas de A. gossypii silvestre (1) y mutante
AgAfey2 (D), parte izquierda y derecha de la placa, respectivamente. Para el crecimiento del hongo
se emplearon los mismos medios que para levadura pero en vez de usar SD se usdé medio rico
(MA2). La concentracion de MPA y guanina empleada fue 10 pg/ml y 0,2 mg/ml,
respectivamente.
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11.3 CONTRIBUCION DE LOS GENES AGFCY2, AGAFR622W Y AGFUN26 AL
TRANSPORTE DE NUCLEOBASES.

Las cepas que portan las deleciones de los potenciales transportadores
AgAFR622W y AgFUN26, identificados por homologia de secuencia, en presencia de los
anélogos de nucleobases se comportan igual que los mutantes de delecion del gen
AgFCY2 (datos no mostrados). Puesto que el fenotipo de sensibilidad a los anélogos
podria deberse a que los tres potenciales transportadores contribuyesen parcialmente a la
entrada de las nucleobases y que ,por tanto, la falta de uno de ellos no fuese suficiente
para bloguear la entrada a la célula de las nucleobases procedimos a analizar el fenotipo
de crecimiento en medio minimo sintético tanto de las cepas que carecen de cada uno de
los transportadores como de las cepas que combinan la falta de AgFCY2 con los otros dos
(Figura 39).

+adenina

silvestre silvestre
Afey? Afey?
Afun26 Afun26
Aafrsddw Aafr6dlw
Afey2 Afunlé ~ Afey2 Afun2é

* o Afey2 Aafr6d 2w * o Afeyd Aafr6 22w

Crecimiento
mm
Crecimiento

+guanina

silvestre silvestre
Afey2 Afey2
Afun2é Afun2é
Aafrsddw Aafrf 22w
Afeyd Afunlé / Afeyd Afun2é

* o Afey2 Aafr622w g * - Afey2 Aafr6 22w

Crecimiento
Crecimiento

Figura 39. Efecto de la presencia de nucleobases sobre el crecimiento en cepas defectivas en el
transporte. En el eje de ordenadas se representa el crecimiento del micelio dado en milimetros y en
el de abscisas el tiempo al cual se realizaron las medidas dado en horas.

El resultado del crecimiento en medio minimo sintético en ausencia y en presencia
de las diferentes nucleobases (Figura 39), revela que la delecion de cualquiera de los
transportadores modifica la capacidad de crecimiento no sélo en presencia de las
nucleobases sino también cuando no hay nucleobases en el medio (Figura 39, SMM).

En ausencia de nucleobases la delecién de cualquiera de los transportadores
modifica la capacidad de crecimiento, reduciéndose el tamafio de las colonias entre un 28
y un 20% respecto a la cepa silvestre, a excepcion de la cepa AgAfcy2, AgAafr622w que
crece igual que la cepa silvestre. Este comportamiento sugiere que la falta de cualquiera
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de los genes AgFCY2, AgAFR622W y AgFUN26 altera la permeabilidad de la célula bien
a la entrada de algun requerimiento presente en el medio (sales, glucosa o al aminoacido
asparragina) o bien a la salida de algun metabolito cuya acumulacion en la célula pueda
ser perjudicial. Sin embargo, la alteracion de la permeabilidad que provoca la delecion del
gen AgAFR622W se contrarresta con la delecion del gen AgFCY2, sugiriendo una funcion
antagénica de ambos genes.

La reduccion de la tasa de crecimiento de los mutantes AgAfcy2, AgAafr622w 'y
AgAfun26 en presencia de cualquiera de las nucleobases adenina o guanina con respecto a
la tasa de crecimiento de la cepa silvestre en los mismos medios sugiere que las tres cepas
mutantes alcanzan mayor concentracion intracelular de las nucleobases, indicando que en
realidad los transportadores AgFCY2, AgAFR622W y AgFUN26 actuarian como bombas
de expulsion. Asi pues, la célula requeriria de los tres transportadores para mantener una
concentracion intracelular de nucleobases idonea. Esto se ve corroborado por el hecho de
de que tanto la presencia de adenina como de guanina inhibe el crecimiento de las tres
cepas que carecen de alguno de los transportadores, siendo menor el efecto de inhibicion
cuando faltan dos de ellos como sucede en las cepas AgAfcy2, AgAfun26 y AgAfcy?2,
AgAafr622w que incluso presentas tasas de crecimiento mayores que la cepa silvestre, al
menos, en presencia de adenina y de adenina mas guanina.

La funcién de bombas de expulsion sugerida de las tasas de crecimiento que
presentan las cepas que carecen de los diferentes transportadores fue confirmada mediante
ensayos de incorporacion de nucleobases marcadas con el is6topo **C. La cuantificacion
intracelular de las bases incorporadas por cada una de las cepas reveld que la ausencia de
cualquiera de los tres transportadores incrementa la concentracion intracelular de las bases
marcadas tanto de adenina como de guanina (Figura 40). Sin embargo, las cepas que
carecen del transportador 4gAFCY2 en combinacion con la carencia de AgFUN26 6
AgAAFR622W reducen la concentracion intracelular de ambas nucleobases, cayendo por
debajo de los niveles que tiene la cepa silvestre. Esta caida, en principio, asociada a la
falta de 4gAFCY2 sugiere que este transportador en realidad tendria la funcion de
mantener un equilibrio de las bases a ambos lados de la membrana plasmatica y que su
eliminaciéon conduciria a un desequilibrio facilitando la entrada cuando AgFun26p y
Agafr622wp son funcionales y reduciendo la entrada a la célula tanto si falta AgFun26p
como si falta Agafr622wp. La misma funcién podria atribuirse también a AgFun26p y
Agafr622wp, siendo, por tanto, necesaria la accion conjunta de los tres transportadores
para alcanzar los niveles de intracelulares de nucleobases que tiene la cepa silvestre.
Determinar si en A. gossypii la modulacion de la entrada de nucleobases a la célula esta
mediada solo por estos entres transportadores o requiere de transportadores adicionales
sera objeto de un nuevo trabajo experimental que aln no se ha iniciado.
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Figura 40. Incorporacion de nucleobases en cepas defectivas en los diferentes transportadores. La
incorporacion de 20 pM de **C-adenina y 20 uM de *C-guanina al interior celular (15 minutos a
28°C) en las diferentes cepas se midid a partir del micelio recogido de 0,5 ml de cultivo. EI micelio
se lavé varias veces, se liso por rotura mecanica. La concentracion intracelular de cada nucleobase
marcada se midi6 en un contador de centelle6 liquido, expresandose en cuentas por minuto (CPM).



Discusion

“iY que caiga hecho pedazos todo lo que en nuestras verdades — pueda caer
hecho pedazos! jHay muchas casas que construir todavia!” Friedrich
Nietzsche






DISCUSION

I. RELEVANCIA DE LA PRODUCCION DE RIBOFLAVINA

Los desérdenes alimenticios que en la actualidad se estan dando en mayor medida
(como es el caso por defecto de la anorexia o la bulimia y por exceso de la vigorexia y la
obesidad), el consumo de ciertos farmacos etc.; junto con el procesamiento de los
alimentos que contribuye a la reduccion del valor nutritivo de los mismos, han conducido
a la necesidad de aporte extra de vitaminas, tanto por complejos vitaminicos como en
alimentos enriquecidos y fortificados. Si a esto le anadimos los cambios acaecidos en el
modelo de explotaciones pecuarias, aumento de la estabulacidon y una alimentacion basada
en piensos procesados; obtenemos las causas del incremento de la demanda de la sintesis
de vitaminas. Una de estas vitaminas es la riboflavina, que ademés de las causas
anteriormente citadas se emplea como fdrmaco en el tratamiento de enfermedades como
en el caso del sindrome de Brown-Vialetto-Van Laere, y en el tratamiento quirurgico del
queratocono, viéndose su produccion quintuplicada en las tltimas tres décadas. La mejora
de los procesos industriales fermentativos ha contribuido a que a dia de hoy la produccion
biotecnologica represente un 90% del total y que la produccion por parte del hongo
filamentoso A. gossypii represente un 30% (Stahmann et al., 2000; Kato y Park, 2012).

El conocimiento de todos aquellos procesos celulares que de forma directa o
indirecta afecten a la sintesis de la vitamina es de gran interés industrial. En el transcurso
de vida de A. gossypii distinguimos dos fases claramente delimitadas, una fase tréfica en
la cual predomina el crecimiento frente a la produccion de riboflavina y una fase
productiva en la que predomina la produccion de la vitamina y se produce la senescencia
y lisis del micelio. Para la biosintesis de riboflavina se requiere el nucleotido GTP,
sustrato a partir del cual se inicia la sintesis y que en 4. gossypii limita la produccion
(Jiménez et al., 2005; Mateos et al., 2006; Jiménez et al., 2008). A nivel subcelular la
sintesis de GTP se puede desarrollar a través de la ruta de novo o a través de las
denominadas rutas de recuperacion, encargadas de reciclar los nucledtidos, nucledsidos y
nucleobases procedentes de la degradacion de macromoléculas tales como los acidos
nucleicos. Los trabajos realizados en A. gossypii para potenciar la ruta de sintesis de novo
de nucledtidos de purina, gen AgADE4, o por expresion constitutiva de todos los genes de
la ruta, al eliminar el dominio regulador del factor transcripcional AgBaslp, el cual inhibe
la transcripcion en respuesta a la presencia de adenina, han permitido incrementar flujo de
GTP hacia la produccion de riboflavina (Jiménez et al., 2005; Mateos et al., 2006).
Esperando un comportamiento similar de las rutas de recuperacion de purinas, y
empleando un enfoque de ingenieria metabolica iniciamos la identificacion y
caracterizacion de los genes involucrados en 4. gossypii, en el reciclaje de las nucleobases
de purina, las cuales en conexiéon con la ruta de novo, permiten la formacion de GTP,
sustrato en la biosintesis de riboflavina
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II. LAS RUTAS DE RECUPERACION DE NUCLEOBASES DE PURINA EN EL
GRUPO DE LOS HEMIASCOMICETOS

En contraste a la ruta biosintética de novo de los ribonucledtidos de purina,
altamente conservada y bien representada en los tres dominios de la vida, aunque la
organizacion de los genes que codifican las enzimas de la ruta y su regulacion varian (He
et al., 1990; Becerra y Lazcano, 1998), la capacidad de biosintetizar ribonucleétidos a
través de las rutas de recuperacion varia en los organismos estudiados, incluso en especies
dentro del mismo género (Chaundhary et al., 2004).

En el hongo hemiascomiceto A. gossypii hemos identificado y caracterizado los
genes y las actividades enzimaticas que posee este organismos para sintetizar
ribonucleodtidos a través de las rutas de recuperacion de nucleobases de purina. Partiendo
de los conocimientos que ya existian sobre el funcionamiento de las rutas de recuperacion
en la levadura S. cerevisiae buscamos por homologia de secuencia los genes del hongo
que pudiesen codificar las actividades enzimaticas necesarias para la formacion de
ribonucleotidos desde nucleobases.

La secuencia del genoma de A. gossypii (Dietrich et al., 2004) se ha conocido afios
mas tarde de que se hiciese publica la secuencia del genoma de S. cerevisiae (Goffeau et
al., 1996). A pesar de las diferencias bioldgicas (morfologia, crecimiento, reproduccion
sexual o contenido G+C), A. gossypii y S. cerevisiae, comparten el 95 % de los genes
que codifican proteinas y el 90% de esos genes mapean en posiciones sinténicas, es decir,
ocupan posiciones idénticas en los cromosomas en los que se localizan. Ambos
organismos pertenecen al grupo de hemiascomicetos o “complejo Saccharomyces”
(Fitzpatrick et al., 2006; Scannell et al., 2007). El grupo incluye organismos micélicos o
levaduriformes que se caracterizan por tener un ciclo de vida simplificado, no formar
ascocarpos y poseer genomas sinténicos.

En base a la relacion de sintenias, dentro de los organismos hemiascomicetos, se
diferencian dos grupos. El grupo post-WGD (post-whole-genome duplication) que deriva
de un ancestro en el que tuvo lugar, primero, duplicacion del genoma completo vy,
después, pérdida reciproca de los genes duplicados, poseyendo las especies que
pertenecen a este grupo un numero elevado de genes duplicados como S. cerevisiae, con
mas de 490 ORFs en las que atin pueden verse patrones de sintenia doble (Dietrich ef al.,
2004). El otro grupo, pre-WGD, al que pertenece A. gossypii, se caracteriza por no
presentar sintenia doble al haber divergido del ancestro antes de que tuviese lugar la
duplicacion genomica (Figura 44).
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Figura 44. Arbol filogenético de los ascomicetos. WGD, duplicaciéon del genoma completo. CTG,
variacion en el uso de codones que determinan serina en lugar de leucina. Adaptado de Fitzpatrick
et al., 2006.

La disponibilidad de secuencias gendmicas pertenecientes a los grupos de
hemiascomicetos (Byrne y Wolfe, 2005) nos permitio no s6lo buscar los genes de las rutas
de recuperacion en el genoma de A. gossypii sino que también lo hicimos en el genoma de
cinco organismos mas del grupo post-WGD (Vanderwaltozyma polispora, Naumovozyma
castelli, Kazachstania naganishii, Candida glabrata, Saccharomyces bayanus var.
Uvarum y S. cerevisiae) y de otros cinco organismos pertenecientes al grupo pre-WGD
este grupo (Zygosaccharomyces rouxii, Torulaspora delbrueckii, Kluiveromyces lactis,
Eremothecium cymbalariae, A. gossypii o Eremothecium gossypii y Lachancea
thermotolerans). Encontramos que de los 10 genes que buscamos, solo cinco estan
presentes en los 12 genomas analizados. Por un lado, los genes APTI, ADOI, AMDI,

75



76

DISCUSION

implicados en la reutilizacion de derivados adenilicos, adenina, adenosina y desaminacion
del AMP, respectivamente; y por otro lado los genes ISN/ y PNPI, implicadas de la
degradacion de derivados guanilicos, IMP a inosina, el gen ISN/, y guanosina e inosina a
sus respectivas nucleobases, gen PNP].

El gen XPTI responsable de la reutilizacion de xantina estd ausente en tres
miembros V. polispora, Z. rouxii y T. delbrueckii, que pertenecen tanto al grupo post-
WGD, el primero de ellos, como al grupo pre-WGD, Z. rouxii y T. delbrueckii.

Tres genes estan ausentes en el genoma de los representantes del género
Eremothecium, diferenciandolos de los restantes hemiascomicetos. Son los genes HPTI,
AAHI y GUDI responsables de la reutilizacion de hipoxantina y guanina, gen HPT1, y de
las desaminaciones de adenina, gen AAH1, y de guanina, gen GUD].

En la busqueda por complementacion de genes de 4. gossypii que complementasen
la actividad adenina desaminasa, codificada por el gen ScAAHI (Deeley, 1992), no
encontramos ninguna secuencia que complementara la mutacion ScAaahl, lo cual nos
confirma la ausencia de un gen ortdlogo en A. gossypii para la actividad adenina
desaminasa. Ademads, los ensayos de esta actividad realizados en el hongo fueron
infructuosos, no detectandose la conversion de adenina en hipoxantina. Los mismos
resultados obtuvimos para el gen ScGUDI, responsable de la actividad guanina
desaminasa (Saint-Marc y Daignan-Fornier, 2004). Asi, tanto los ensayos de
complementacion heterdloga en S. cerevisiae como los ensayos de actividad enzimatica,
corroboran tanto la ausencia de un gen ortélogo en 4. gossypii para los genes AAHI y
GUDI asi como la inexistencia de estas actividades en el hongo.

La ausencia en Eremothecium (E. cimbalaria y A. gossypii) del gen HPTI, nos
diferencia este taxdn no sélo de los otros hemiascomicetos, sino también de los animales y
plantas estudiados hasta el momento. El gen ortdlogo en todos ellos codifica una enzima
con actividad HGPRT, acepta como sustratos tanto hipoxantina como guanina, pero no
xantina (Nussbaum y Caskey, 1981; lkeda et al., 1986; Keebaugh et al., 2006; Liu et al.,
2007).

En A. gossypii, la actividad HGPRT esté asociada al gen AgXPT1, asumiendo este
gen las funciones que en los otros hemiascomicetos recaen en dos genes, el gen HPT1 y el
gen XPT1. De hecho, el gen AgXPT1] rescata el fenotipo silvestre en los mutantes ScAxpt/
y Scahptl. La enzima AgXptlp tiene la triple actividad HGXPRT, al ser capaz de
fosforribosilar las nucleobases hipoxantina, guanina y xantina, como se comprobd en los
ensayos enzimaticos realizados en 4. gossypii, si bien AgXptlp fosforribosila con mayor
eficiencia hipoxantina y guanina que xantina (actividad especifica HPRT, GPRT y XPTR,
2,2U; 2,3 Uy 1,2 U, respectivamente). También la enzima ScXptlp de S. cerevisiae, en
un pequefio ratio, es capaz de utilizar hipoxantina, aunque no guanina (Guetsova et al.,
1999). A pesar de que a nivel de secuencia la proteina AgXptlp de A. gossypii estd mas
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relacionada con los hemiascomicetos, funcionalmente es mas similar a la descrita para
algunos protozoos parasitos (Chaudhary et al., 2004; Downie et al., 2008).

Otra de las diferencias a nivel génico entre A. gossypii y el hemiascomiceto S.
cerevisiae es la presencia de una unica copia del gen que codifica la actividad IMP
deshidrogenasa (IMPDH) necesaria para la sintesis de GMP tanto desde la ruta de novo
como desde la ruta de recuperacion de la nucleobase adenina. S. cerevisiae es el tnico
miembro del grupo de hemiascomicetos que posee cuatro copias génicas para la actividad
IMPDH, genes ScIMD1 a ScIMD4, (Escobar-Henriques y Daignan-Fornier, 2001), si bien,
el gen ScIMD1I se comporta como un pseudogen, pues no se detecta expresion ni a nivel
de transcripcidon ni a nivel de actividad enzimatica (Hyle et al., 2003). De los otros tres
genes, ScIMD3 y ScIMD4 son similares a nivel funcional, contribuyendo en igual medida
a la actividad celular IMPDH (Hyle et al., 2003). El gen ScIMD?2 tiene propiedades
unicas, ya que es el gen responsable de conferir resistencia al 4cido micofenolico (MPA) y
aunque MPA determina la bajada drastica del pool celular de GTP (Allison y Eugui,
1993) el sistema inusual de regulacion transcripcional del gen permite generar suficiente
actividad IMPDH para neutralizar los efectos del MPA (Hyle et al., 2003). Varios
estudios sugieren que es la maquinaria de transcripcion del gen la que censa la bajada de
GTP, provocando un cambio en el sitio de inicio de la transcripcion y permitiendo asi la
sintesis de transcritos funcionales (Davis y Ares, 2006; Steinmetz et al., 2006). Mientras
que cuando hay GTP en la célula la transcripcion se inicia en otras posiciones, generando
ARNSs inestables no codificantes (CUTs, Cryptic Unstable Transcripts) (Steinmetz et al.,
2006; Kuehner y Brow, 2008). Asi, la ausencia de un ortélogo IMD?2 en A. gossypii junto
con la presencia una unica copia génica (AgIMD3) determina para este hongo y
posiblemente para el resto de los hemiascomicetos una hipersensibilidad a MPA como
puede verse en la figura 42. Ademas, la comparaciéon de los genomas de todos los
hemiascomicetos sugiere que /MD4 se generd tras el proceso de la duplicacion gendmica,
permaneciendo en la actualidad en el grupo post-WGD bien la copia ancestral IMD3 (V.
polispora) o bien la copia duplicada IMD4 (C. glabrata y N. Castelli), siendo exclusiva de
los organismos pre-WGD la copia IMD3 como sucede en A. gossypii (Byrne y Wolfe,
2005). Por tanto, las copias ScIMD1 y ScIMD?2 seria genes paralogos que habrian surgido
por duplicacion génica bien de /MD3 o bien de IMD4, habiéndose divergido después, uno
perdiendo su funcidn para dar lugar a la copia actual ScIMDI y el otro especializdndose
en la funcion sensora y de respuesta a las bajadas de GTP en la célula.

En relacion a la capacidad de A. gossypii de reutilizar derivados adenilicos,
mediante la actividad APRT y adenosina quinasa, no difiere de la descrita para otros
hemiascomicetos. Si bien, hay que destacar que tanto la proteina AgAptlp como la
proteina AgXptlp llevan asociado cierto grado de promiscuidad, ya que ambas enzimas
son capaces de usar nucleobases alternativas, AgAptlp es capaz de fosforribosilar
hipoxantina, xantina y guanina y AgXptl fosforribosila adenina (Ver Figura 22). Este
comportamiento puede ser un ejemplo mas de que las reacciones metabolicas son

77



78

DISCUSION

imprecisas y que las enzimas participantes no son totalmente especificas y los
intermediarios y productos finales pueden sufrir reacciones paralelas (Tawtik, 2010).

A. gossypii, y por extrapolacion el género Eremothecium, presenta un sistema de
recuperacion de purinas mucho mas simplificado que el resto de los hemiascomicetos, y
que otros eucariotas estudiados a excepcion de los protozoos apicomplejos. Siendo sélo
dos proteinas, AgAptlp y AgXptlp, las responsables del reciclaje de las nucleobases,
adenina en el primer caso, y guanina, hipoxantina y xantina el segundo (Figura 45).
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Figura 45. Las rutas de recuperacion de los nucleobases de purina en A. gossypii. Se representan
en azul los genes implicados en las rutas de recuperacion: AgAPTI, codifica la actividad APRT;
AgXPTI, actividad HGXPRT; A4g4DO1, quinasa de adenosina; AgISNI, nucleotidasa especifica de
IMP; AgPNP1, fosforilasa de nucleétidos de purina. En color marron se representan los genes de la
ruta de novo: AgADEI2, sintetasa de adenilsuccinato; AgADEI13, liasa de adenilsuccinato;
AgADKI, quinasa de AMP; AgAMDI, desaminasa de AMP; AgIMD3, deshidrogenasa IMP;
AgGUAI, sintetasa de GMP; AgGUKI, quinasa de GMP. En circulos los potenciales
transportadores Fcy.

Esta simplificacion de las rutas de recuperacion que ocurre en el género
Eremothecium puede deberse a la adaptacion a la vida fitoparasitaria obligada. Puesto que,
a diferencia de otros hemiascomicetos, de vida saprofita o pardsitos oportunistas, E.
cimbalaria y A. gossypii, hasta la fecha, s6lo se ha comunicado su aislamiento de plantas
infectadas (Batra, 1973). La adaptacion a la vida parasita suele conllevar una pérdida de
genes. La toma de sustancias de reserva del hospedador hace innecesaria la existencia de
un sistema de sintesis de las mismas en el parasito asi como de mecanismos de respuesta
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al ambiente (Pombert et al., 2012). Esto, en adicion a la falta de sistemas de infeccion
propios explicaria por qué 4. gossypii tiene uno de los genomas eucariotas mas pequeno.

A. gossypii posee el genoma maés pequeio de todos los organismos eucariotas de
vida libre conocidos hasta la actualidad. Con s6lo 9,2 millones de pares de bases, posee
4718 genes que codifican proteinas, 199 genes de ARNt, al menos 49 genes de ARN
nuclear de pequefio tamafio (ARNsn) y tiene 40 copias de genes ARNr. El genoma carece
de transposones y esta extremadamente compactado, con una distancia media entre
marcos abiertos de lectura de so6lo 341 pb, determinando un tamafio promedio de gen de
1,9 kb, claramente menor que el tamano promedio de otros hongos (2 kb E. cymbalariae
(Wendland y Walther 2011), 2,1 kb en S. cerevisiae (Goffeau et al., 1996), 2,5 kb en S.
pombe (Wood et al., 2002), y 3,7 kb en Neurospora crassa (Galagan et al., 2003).

Los ejemplares tipo de 4. gossypii se aislaron de citricos tropicales, asclepiadaceas
y principalmente en cépsulas de semillas de algodonero. La cepa parental de la cepa
silvestre empleada en nuestro laboratorio corresponde a un aislado de algodonero.
Atendiendo a este biotopo podemos referirnos a que un predominio de la nucleobase
xantina, pudo producir una preponderancia de la proteina AgXptlp, siendo, por tanto,
viable la pérdida del gen AgHPTI sin que hubiese disminucidon de la eficacia biologica,
permitiendo asi que la pérdida perdure hasta la actualidad. Posteriormente, la presencia de
una unica proteina combinada con oscilaciones temporales de disponibilidad de las tres
nucleobases habria favorecido cambios que permitiesen a la proteina adaptarse al empleo
de los tres sustratos, teniendo en cuenta que ya la enzima ScXptlp es capaz de emplear
hipoxantina. Al tener la capacidad de emplear la enzima AgXptl xantina, hipoxantina, y
guanina, la pérdida de la actividad guanina desaminasa, que convierte guanina en xantina
(gen GUDI) no tendria una mayor impronta. Incluso la pérdida de este gen pudo suponer
un incremento de la eficiencia biologica, al reducirse el gasto energético y de material
necesario para su expresion. Sin embargo, de este modo no se puede explicar la pérdida de
la actividad adenina desaminasa. Ya que si se dan mutaciones en el gen APT1, se pierde la
capacidad de reciclar la nucleobase adenina, aunque el parasito de la malaria (Plasmodium
falciparum) carece de esa capacidad y por el contrario posee un eficiente sistema para la
absorcidn e incorporacion al metabolismo del nucledsido adenosina (Downie ef al., 2008).
Como hemos visto en resultados (Figura 28), A. gossypii es capaz de usar todos los
derivados adenilicos para crecer. No es asi en S. cerevisiae que sOlo crece eficientemente
con adenina, por lo que la falta de la actividad adenina desaminasa en 4. gossypii pueda
estar compensado con la capacidad de poder emplear todos los derivados de la base, ya
sea el nucledsido o los nucleotidos.

Aunque se han encontrado diferencias entre los genes implicados en las rutas de
recuperacion de A. gossypii y el resto de los organismos hemiascomicetos, esas
diferencias no permiten explicaria el significado bioldgico de la sobreproduccion de
riboflavina por parte de 4. gossypii, ya que E. cymbalariae tiene un sistema similar y no
sobreproduce vitamina (Wendland y Walther, 2011). Si bien, el hecho de compartir los
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mismos genes no implicaria que el funcionamiento las rutas fuese el mismo. Cuando
atendemos a la ecologia de ambos organismos vemos que una de las mayores diferencias
es la capacidad de 4. gossypii de crecer por si mismo en el algodon cosa que no ocurre
con E. cymbalariae que siempre se ha aislado junto con otros organismos y no en solitario
(Batra, 1973).

La sobreproduccion de riboflavina en A. gossypii se ha relacionado con
mecanismos de detoxificacion y de defensa a radiaciones (Stahmann et al., 2001), pero
también podria servir para contrarrestar el efecto toxico del gosipol. Recientemente se ha
comunicado que las plantas producen mayores cantidades el gosipol cuando son atacadas
por insectos y se ven afectadas por infecciones fingicas (Arinbasarova et al., 2012). El
gosipol es un aldehido triterpenoide, con propiedades antifiingicas, bacteriostaticas e
insecticida que acttia alterando la cadena transportadora de electrones, y aumentando la
formacion de radicales libres (Zhang et al., 2011; Arinbasarova et al., 2012). Una mayor
concentracion de riboflavina protegeria a las células de los radicales libres generados por
el gosipol y también renovaria parte de los elementos de la cadena transportadora de
electrones danados, reduciendo, por tanto, los efectos nocivos del gosipol en el hongo.
Desde luego, seréd interesante valorar el comportamiento del hongo al gosipol tanto para
determinar el hipotético efecto del gosipol en la produccion de riboflavina asi como
profundizar en las capacidades antioxidantes de la riboflavina.

III. EL TRANSPORTE DE NUCLEOBASES EN A. GOSSSYPII FRENTE A S.
CEREVISIAE

Supone un riesgo para los hongos tanto la no asimilaciéon de las nucleobases de
purina como la toma descontrolada de las mismas que conlleva un incremento de la
concentracion intracelular que puede ser toxico o mutagénico para las células (Vlanti y
Dillianas, 2008). Para controlar el flujo bidireccional de las nucleobases entre espacio
extracelular y el intracelular existe una gran diversidad de transportadores, agrupados en
diferentes familias. Ademas, existen varios mecanismos para la regulacion de la expresion
de estos transportadores segin las condiciones nutricionales del organismo dependientes
del medio donde se desarrolla, asi como, por ejemplo, la concentracion de pequenas
cantidades de nucleobases en el medio supone un incremento de la expresion de los genes
cuyos productos son los responsables de mediar la entrada de las respectivas nucleobases;
por el contrario la presencia de concentraciones altas de las nucleobases conllevan la
endocitosis de los transportadores, reduciendo por tanto la entrada de la nucleobases en la
célula (Vlanti y Diallinas, 2008).

En este trabajo, debido a la implicacion que tienen las nucleobases en la sintesis de
GTP y consecuentemente en la produccion de riboflavina, se han buscado las permeasas
responsables del transporte. Se han identificado tres genes, dos de ellos con homodlogos en
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S. cerevisiae, genes AgFCY2, AgFUN26 y un gen sin homoélogo en la levadura, gen
AFR622W.

La proteina AgFcy2p pertenece a la familia de simportadores de Nucleobase
Cation 1 (NCS1/PRT), exclusivo de procariotas, hongos y plantas (Pantazopoulu y
Diallinas, 2007). Como sus homologos en otros organismos ScFcy2p de S. cerevisiae,
CaFcy2p de C. albicans y AnFcyBp A. nidullans, entre otros, es el principal transportador
de citosina, resultado que se infiere al delecionar el gen AgFCY2, obteniendo una cepa
resistente al andlogo toxico de la citosina, fluorocitosina. Si bien, a diferencia de estos
organismos, 4. gossypii demuestra una resistencia natural a fluorocitosina; las
concentraciones empleadas de 0,02 mg/ml reducen el crecimiento miceliar pero no lo
inhiben completamente. Con respecto al transporte de nucleobases estudios realizados en
el laboratorio mostraron que la ausencia Unica de este gen en principio no tiene efecto
destacado en el transporte de purinas en ambos organismos, puesto que cepas auxotroficas
para las nucleobases presentan crecimiento en presencia de las nucleobases teniendo
inactivada la permeasa Fcy2p. Un comportamiento similar observamos cuando
sometemos al hongo a la accion de analogos de las purinas como la 8-azaadenina y la 8-
azaguanina donde el crecimiento se ve inhibido tanto en presencia como en ausencia de
Fcy2p. Demostrando que Fcy2p no es la tnico transportador implicado en el transporte de
las nucleobases. Fenotipo similar, con respecto a la asimilacién de nucleobases de purinas,
presentan los otros dos transportadores identificados AgFun26p y AgAfr622wp,
pareciéndose por tanto al sistema de captacion de purinas de otros organismos como en el
caso de ser humano y de 4spergillus donde varios son los transportadores implicados en la
asimilacion de las nucleobases (Vlanti y Diallinas, 2008; Rose y Coe, 2008) y difiriendo
con lo caracterizado para S. cerevisiae para el cual se ha indicado que ScFcy2p es el
principal responsable del transporte de purinas (Weber ef al., 1990).

Los analisis realizados tanto sobre las cepas deletantes simples de estos genes
(AgFCY2, AgFUN26 y AgAFR622W) como las dobles deletantes, por crecimiento en
medio minimo en presencia y ausencia de nucleobases y la entrada de nucleobases
marcadas radiactivamente, sugieren que el comportamiento de estos transportadores es
similar entre ellos, y que intervienen tanto en la entrada como en la salida de las
nucleobases en las células. Esta bivalencia es similar a la que presentan los
transportadores equilibrativos de nucledsidos (familia ENT) distribuidos en eucariotas
pero ausente en procariotas, parte de estos transportadores intervienen en el transporte de
nucleobases de purina con diferente afinidad (Yao et al., 2002). Se han caracterizado que
la expresion del gen ENT2 humano en mutantes de S. cerevisiae defectivos en el gen
ScFCY?2 rescata el fenotipo de transporte de las nucleobases adenina, guanina, xantina e
hipoxantina (Endo et al., 2007).

El transportador AgFun26p es el miembro de la familia ENT presente en A.
gossypii, pero los datos obtenidos sugieren diferencias con respecto a su homologo en S.
cerevisiae. Mientras que la permeasa de S. cerevisiae esta descrita como que media el
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transporte de nucledsidos a través de las membranas intracelulares principalmente
(Vickers et al., 2000), nosotros observamos como la delecion conjunta de AgFUN26 y
AgFCY?2 reduce la entrada a la célula tanto de adenina como de guanina, por lo tanto, este
transportador AgFun26p interviene en la asimilacion de al menos las nucleobases de
purina adenina y guanina, y a su vez, sin excluir su presencia en el sistema
endomembranoso, debe estar presente en las membranas de la superficie celular; de
manera similar a como se comportan las permeasas Entlp y Ent2p en humanos (Yao et
al.,2002; Endo et al., 2007).

Todo ello sugiere que los transportadores identificados AgFcy2, AgFun26 y
Afr622wp median tanto el influjo como eflujo de purinas en las células. La ausencia de
uno de estos transportadores desregula el eflujo de purinas, reteniéndolas en el interior
celular y provocando reduccién en el crecimiento del micelio. La ausencia combinada de
dos de estos transportadores supone un descenso del influjo de nucleobases al interior
celular. No queda descartada la posibilidad de existencia de otros transportadores
involucrados. Siendo necesarios estudios posteriores que den luz a los resultados ya
obtenidos.

Durante el analisis del transporte en A. gossypii y su comparacion con S. cerevisiae
observamos que las cepas de S. cerevisiae empleadas en el laboratorio presentaban
resistencia a los analogos genotoxicos de las nucleobases 8-azaadenina y 8-azaguanina, en
contra de lo descrito en la bibliografia (Guetsova et al., 1997).

Esta resistencia parece ser inherente a la levadura, puesto que en el andlisis de
ejemplares aislados en diversas levaduras panaderas (procedentes del laboratorio de la Dra
M Tamame, Instituto de Biologia Funcional y Genémica (IBFG) CSIC/USAL
Salamanca), también la muestran.

Datos presentados en el Trabajo de Master de Soledad Vega 2012, junto con el
trabajo realizado actualmente sugieren que la resistencia de la levadura a 8-azaadenina se
debe a una baja actividad APRT, puesto que la sobreexpresion del gen ScAPRTIen S.
cerevisiae conlleva la pérdida de resistencia al genotédxico.
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“La frase mas excitante que se puede oir en ciencia, la que anuncia nuevos
descubrimientos, no es "jEureka!" (jLo encontré!) Sino 'Es extrafio...".”” Isaac
Asimov






CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el trabajo realizado nos permiten extraer las siguientes
conclusiones:

18.

23

33

4

5&

6a

7&

El genoma de A. gossypii contiene los genes AgAPT1, AGAMD1, AgXPT1, y
AgFCY2, y carece de los genes homdlogos a los genes AAH1, HPT1 y GUD1
presentes en el genoma de S. cerevisiae y otros especies de hemiascomicetos.

El gen AgAPT1 codifica la actividad adenina fosforribosiltransferasa en A.
gossypii.

El gen AgXPT1 es responsable de la actividad hipoxantina-xantina-guanina
fosforribosiltransferasa en A. gossypii.

La inactivacion del gen AgAPT1 conlleva la excrecion de derivados adenilicos que
permiten el crecimiento de cepas auxotrdficas para adenina de S. cerevisiae.

La cepa de A. gossypii que tiene inactivado el gen AgXPT1 excreta al medio
derivados guanilicos que permiten el crecimiento de una cepa de S. cerevisiae
auxotrofica para guanina.

La adiccidn de las nucleobases adenina y guanina ejerce un efecto negativo en el
crecimiento de A. gossypii. Teniendo mayor influencia la presencia de adenina; lo
cual se debe a la inhibicion que ejerce sobre la sintesis de nucle6tidos de purina.

Los genes AgFCY2, AFR622W y AgFUN26 de A. gossypii intervienen en el
transporte de nucleobases de purina pero sin tener especificidad.
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MATERIALES Yy METODOS

I. MATERIAL BIOLOGICO

I.1. CEPAS DE E. COLL.

En la Tabla 11 se recogen las distintas cepas empleadas.

Tabla 11: Cepas de E. coli

Cepa genotipo procedencia

DH5a SUpE44, .£lacU169 (F80lacZzM15), hsdR17, recAl, endAl, Hanahan,
gyrA96, thi-1, relAl 1983

DY331 W3110 D lacU169 srl :: Tn10 D recA gal490 | cI857 D (cro- Yu et al,
bioA) 2000.

1.2. CEPAS DE S. CEREVISIAE.

Las cepas de la levadura S. cerevisiae empleadas se describen en la Tabla 12.

aldla epas de ere dg

cepa genotipo procedencia

BY4742 MATa, his3-D1 leu2-D0 lys2-D0 ura3-D0 J. Boeke

Y14244 MATa his3-D1, leu2- DO, lys2- DO, ura3- DO, ade8::kanMX4 EUROSCARF

Y-824 MATa his3-D1, leu2- DO, lys2- DO, ura3- DO, ade8::kanMX4 aah1::ura3” Este trabajo

Y-825 MATa his3-D1, leu2- DO, lys2- DO, ura3- DO, ade8::kanMX4 apt1::his3" Este trabajo

Y-826 MATa his3-D1, leu2- DO, lys2- DO, ura3- DO, ade8::kanMX4 Este trabajo
aptl::his3"aahl::ura3"

Y-831 MATa his3-D1, leu2- DO, lys2- DO, ura3- DO, ade8::kanMX4 amd1::his3"  Este trabajo

Y-832 MATa his3-D1, leu2- DO, lys2- DO, ura3- DO, ade8::kanMX4 Este trabajo
amd1::his3"aah1::ura3”

Y-853 MATa his3-D1, leu2- DO, lys2- DO, ura3- DO, ade8::kanMX4 aptl::his3" Este trabajo
amd1::his3"

Y-952 MATa his3-D1, leu2- DO, lys2- DO, ura3- DO, fcy2::kanMX4 EUROSCARF

Y-1181  MATa, his3-D1 leu2-DO lys2-D0 ura3-DO0, imd2::ura3” Este trabajo

Y-1182  MATa, his3-D1 leu2-DO0 lys2-D0 ura3-D0, imd2::ura3” hptl::his3" Este trabajo

Y-1183  MATa, his3-D1 leu2-DO0 lys2-D0 ura3-DO0, imd2::ura3” xpt1::kanMX4 Este trabajo

Y-1184 MATa, his3-D1 leu2-DO lys2-DO ura3-DO, imd2::ura3” xptl::kanMX4 Este trabajo
hpt1::his3”

Y-1188 IV[I)ATa, his3-D1 leu2-D0 lys2-D0 ura3-D0, imd2::ura3™ gudl::leu2” Este trabajo

Y-1189  MATa, his3-D1 leu2-DO lys2-D0O ura3-DO, imd2::ura3” xptl::kanMX4 Este trabajo
gudl::leu2”

Y-1190 MATa, his3-D1 leu2-DO lys2-DO ura3-D0, imd2::ura3” xptl::kanMX4 Este trabajo
hpt1::his3+ gud1::leu2”

Y-1195 MAT a, gen2-101 gen3-101 his1-29 inol ura3-52, leu2::his6 (HIS4::lacZz Dra M.
ura3-52) gual::his6 Tamame

Y-1234  MATa, his3-D1 leu2-DO0 lys2-D0 ura3-D0, AFR622 Este trabajo

Y-1290  MATa his3-D1, leu2- DO, lys2- DO, ura3- DO, fcy2::kanMX4 imd2::ura3” Este trabajo
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1.3. CEPAS DE A. GOSSYPII.

procedencia.

Tabla 13: cepas de A. gossypii \

La Tabla 13 muestra las cepas de A. gossypii utilizadas con su genotipo y

Cepa genotipo equivalente en S. cerevisiae. procedencia

Ad silvestre ATCC 10895

A30 Aer250w::G418" Agual Gutiérrez, 2005

A3l agl334w::G418" Aade4 Jiménez et al., 2005

A55 agl334w::GPD-ADE4"*" GPD-ADE4"*" Jiménez et al., 2005

(V310Q, K333V, A417 W)

AT7 afr297w::G418" Abasl Mateos et al., 2006

A78 bird::G418" AbirdBAS1 Mateos et al., 2006

All17 afl202c::G418" Abas2 Mateos et al., 2006

Al44 afl202c::HYG" Abas? Este trabajo

Al46 adlo74w::G418" Afcy2 Este trabajo

A153 adlo74w::HYG" Afcy2 Aaded Este trabajo
agl334w::G418"

A166 abl070c::G418" Axptl Este trabajo

A167 aer325w::G418" Aaptl Este trabajo

A168 abr204w::G418" Aamd1 Este trabajo

A220 ABL070c-Ha-G418" XPT1-Ha Este trabajo

A223 ABL070c-GFP-G418" XPT1-GFP Este trabajo

A226 AER325w-GFP-G418" APT1-GFP Este trabajo

A227 AER325w-Ha-G418" APT1-Ha Este trabajo

A254 abl070c::G418% AxptlAaptl Este trabajo
aer325w::HYGR

A255 abl070c::G418" AxptlAaptl Este trabajo
aer325w::HYGR

A271 acr289w::G418" Afun26 Este trabajo

A288 afr622w::G418" permeasa de Urico? Este trabajo

A294 adlo74w::HYG" Afcy? Este trabajo

A295 adlo74w::HYG" Afcy2 permeasa de Urico? Este trabajo
afr622w::G418"

A302 adlo74w::HYG" Afcy2 Abasi Este trabajo
afr297w::G418"

A303 adlo74w::HYG" Afcy2 Afun26 Este trabajo
acr289w::G418%

A309 abl070c::HYG" Axptl Este trabajo

A310 abl070c::HYG" bird::G418"  Axpt1AbirdBAS1 Este trabajo

A311 abl070c::HYG" Axptl sobreexpresion ADE4 Este trabajo
agl334w::GAPp-
AGL344w"" "
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A312 aer325w::HYG" bird::G418" AaptlAbirdBAS1 Este trabajo

A313 aer325w::HYG" Aaptl sobreexpresion ADE4 Este trabajo
agl334w::GAPp-
AGL344w"" "

A331 aer325w::HYG" Aaptl Este trabajo

A339 GFP-AER325w Plasmido con GFP-APT1 Este trabajo
pZCAL+G418%

A352 aer325w::HYG" AER325w Plasmido pZCAL con APT1 Este trabajo
pZCAL+G418%

A372 agl334w::G418" AaptlAade4 Este trabajo
aer325w::HYGR

I1. MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE MICROORGANISMOS

Todos los organismos empleados y obtenidos a lo largo de este trabajo, cepas de E.
coli, S. cerevisiae y A. gossypii, se mantienen en los medios apropiados en 25% glicerol a
-80°C.

I.1. E. COLL

Las cepas de E. coli se cultivaron habitualmente a 37°C. Cuando se trataba de
cultivos liquidos la agitacion era a 250-300 r.p.m. EI medio de crecimiento empleado fue:

LB: 0.5% extracto de levadura, 1% bactotriptona y 1% NaCl. Cuando se empled como
medio de seleccion se afiadié ampicilina o higromicina a una concentracion de 0.1 mg/ml.

11.2. A. GOSSYPII.

Los cultivos de A. gossypii se realizaron a 28°C. Cuando se trataba de cultivos
liquidos la agitacion era a 250-300 r.p.m. Todos los medios empleados, que se detallan a
continuacion, se ajustaron a pH 6.8 con NaOH.

MAZ2: 2% Bactopeptona, 0.2% extracto de levadura, 0.06% mioinositol y 2% glucosa.
Este medio se utilizd6 como medio rico.

SPA: 0.3% Soytona (Soybean meal), 0.3% extracto de levadura, 0.3% extracto de malta,
2% cornstepliquor y 1% glucosa. Este medio se emple6 como medio de esporulacién.

SMM: 1% glucosa, 0.03% mio-inositol, tras autoclavar se afiadié 0.05% L-asparragina,
0.36 mM KH,PO,, 0.2 mM MgS0O,.7H,0, 0.85 mM NacCl, 0.18 mM CacCl,.2H,0, a partir
de soluciones esterilizadas por filtracion. Este medio se utilizO como medio minimo
sintético.

Todos los medios solidos contenian agar al 2%, excepto el medio de esporulacion
al que se le afiadi6 agar al 4%.
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11.3. S. CEREVISIAE.

El cultivo de S. cerevisiae se llevo a cabo a 28°C. Cuando los cultivos fueron
liquidos la agitacion fue de 200 r.p.m. Los medios utilizados se detallan a continuacion:

YPD: 2% bactopeptona, 1% extracto de levadura y 2% de glucosa. Este medio se emple6
como medio rico.

SD: 0.67% bacto-yeast nitrogen base w/o, 2% glucosa. Este medio se usé como medio
sintético minimo. Cuando fue necesario, este medio se complementd con los aminoacidos
leucina, lisina, histidina y uracilo, a una concentracion de 20 mg/l de cada uno de ellos,
y/lo nucleobases de purina. Para cada una de las nucleobases de purina (guanina,
hipoxantina, xantina, adenina) se prepard una solucion stock 100 mM en 0.1 N de NaOH.

El MPA se empled a una concentracion de 10 ug/ml.

Cuando fue necesario, a los diferentes medios de A. gossypii 0 S. cerevisiae se les
afiadio 250 ug/ml de geneticina e higromicina.

I11. VECTORES EMPLEADOS

Los vectores a partir de los cuales se construyeron los diferentes plasmidos del
trabajo son los que se detallan a continuacion:

pBluescript SK* (Stratagene): plasmido autorreplicativo de 2.9 kb funcional en bacteria
que contiene el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacion ColE1, y un
fragmento del operon lac de E. coli, el cual codifica la enzima B-galactosidasa. Dispone
de una secuencia de clonacion multiple, en la que hay 21 sitios de restriccion. Permitiendo
la seleccion de clones recombinantes por o-complementacion de cepas de E. coli
portadoras de la delecion lacZ M15. Este vector se empleo como vector de clonacién de
fragmentos de ADN.

pGEMT (Promega): vector de 3 kb empleado para clonar fragmentos de ADN
amplificados por PCR en la que se usan polimerasas que afiaden un deoxinucledtido de
adenina a los extremos 5’. Este vector presenta un deoxinucle6tido de timina sobresaliente
en el extremo 3' de cada cadena, permitiendo la clonacion de fragmentos con un residuo
de adenina en sus extremos 5’. Contiene el origen de replicacién del fago filamentoso f1,
los promotores de la ARN polimerasa de los fagos T7 y SP6 flanqueando a una regién de
clonacion multiple en la secuencia codificante de la enzima -galactosidasa.

pFA6a-kanMX6 (Longtine et al., 1998): Usado como molde en la PCR para la
construccion de los modulos de delecion que portan el marcador que codifica resistencia a
geneticina.
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pFA6a-His3MX6-pGAL1-GFP (Longtine et al., 1998): Se empleé como molde en la
construccion, por PCR, de modulos de inactivacion S. cerevisiae que portan el marcador
HIS3.

pPESC-URA (Stratagene): es un plasmido episomico de levadura, disefiado para analisis
de expresién y funcionalidad de genes eucariotas en S. cerevisiae. Se empled como molde
en la construccion, por PCR, de mddulos de inactivacion que portan el marcador URA3.

YEp352 (Hill et al., 1986): vector episomal lanzadera con los marcadores URA3 y
ampicilina. Se empleo en la construccion de la genoteca gendmica de A. gossypii.

Otros plasmidos construidos en el laboratorio y que se han utilizado a lo largo de
este trabajo han sido:

pJR1566: Deriva del vector pUC19 (Santos et al., 2005) y lleva el marcador dominante
G418R, como un fragmento Sall-Sall de 2.1 kb. Este plasmido se empleo para la obtencion
del marcador en la construccion de los médulos de interrupcion en A. gossypii.

pJR1742: Deriva del vector Bluescript SK* y lleva el marcador Hyg® que confiere
resistencia a higromicina. Se construyo por fusion del promotor y terminador del gen
LEU2 de A. gossypii a la secuencia codificante del gen de resistencia a higromicina de
Streptomyces hygroscopicus (Zalacain et al., 1986).

V. OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados por Biotmers
(Alemania) y la secuencia de los mismos se detalla en la siguiente tabla:

h 4: Oligo otido
nombre secuencia 5'-emeeee- >3'
AgABR124c-Al ccttctgactattgecgatgt

AgABR124c-A2 caagattatgtcatctgggcg

AgACR289-A1 ctagaaggtgggtgcatgac

AgACR289-A2 cacgttggtccataataacg

AgACR289-B1 ggacagatattgacgatgag

AgACR289-B2 cctcgtttcctacggaatcg

AgACR289-Xho A1  ccctcgagataaaatgcagtggatagec

AgACR289-Xho B1  ccctcgaggctggecgtegtatgtctttc

AgADE4F-RT-qPCR  attaacacggacagcgattct

AgADE4R-RT-qPCR  tcacgtatgttttggaagcg

AgAFR622-Al ctaaggatctgaaccatattac
AgAFR622A1-XhoR  ccctcgaggtgactaggctttactcta
AgAFR622-B1 cagtttgctgtctattaageg

AgAFR622B1-XhoF  ccctcgagctccgaccctteectectcac
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AgAMD1-Al ttcgctccgtggatacaacg

AgAMD1-A2 acatagggtgtccaaccttcg

AgAMD1-D tggttgaacattacgcaaaa

AgAMD1-F2 tatagatatgagacgctatctaccgaattggagttggttgaacattacgcaaaacggatccccgggttaattaa
AgAMDI1F-RT-qPCR tacaagatggggcaggtgg

AgAMD1-R1 ggtgcgactttcgttggcagaaattgcacgttctgtatgatgegtttgtaagtagaattcgagcetcgtttaaac
AgAMD1R-RT-gPCR ttggttggtcaccttcagaa

AgAMD1-Z tgcgtgtacaatccggcaga

AgAPT1(Sacll)-Y1 tccgegggceagtatcaatgettegctt

AgAPT1-A caaagtcctttagatagtgc

AgAPT1-Al gaagtagtgcggaacagctg

AgAPT1-A2 gctgatacagggcctcaaac

AgAPT1-B1 gcaacgtgaagacaggcegcc

AgAPT1-F1 gaacttacaacgataaatcaatcacctgctcgacttataatatcttagacccggatccccgggttaattaa
AgAPT1-F2 ctgcaggcegectgtcttcacgtigetgcagggecaggaggaagcetctiggaaaccggatccccgggttaatta

a

AgAPT1F-RT-gPCR

gaggcctttcctgagacaaa

AgAPT1GFP-Al

aaaagttcttctcctttactcatggtctaagatattataa

AgAPT1GFP-A2

gcatggatgaactatacaaatccatcaacgaatatgcaaa

AgAPT1GFP-N1

ttataatatcttagaccatgagtaaaggagaagaactttt

AgAPT1GFP-N2

tttgcatattcgttgatggatttgtatagttcatccatge

AgAPT1-R1 ccgtaaacgtgtagttccggcaacttagtaatgtaacaccgttcaagagagaattcgagcetcgtttaaac
AgAPT1R-RT-qPCR  tgcttaataaggtccccagcea

AgAPT1-Y2 aacgtgtagttccggcaactt

AgAPT1-Z cgcgtaaccgaactcctgec

AgAPT1-Z cgcgtaaacgaactcectgec

AgBAS2-R1 gCaaaacaaaggaaacaaaaagtgcaatgaacacataagacggaaaatgaattcgagetcgtttaaac

AgBAS2R-RT-qPCR

cgcagtctcatactgatccg

AgBAS2-RSPS

actagtttgtcgacgccegegtctegctttcaaate

AgBAS2-Z aggttcgttgcggttgeggt
AgFCY2-A agaactgcaattctccatac
AgFCY2-Al ctccagcegctatgecgacctte
AgFCY2-A2 gaatggaagaatatgcagcttg
AgIMDF-RT-gqPCR tttgtcgaggacgagaccct
AgIMDR-RT-gPCR atcgccagtctctgectgt

AgXPT1(Sacll)-Y1

tccgeggacccgcatcaaatatctgtc

AgXPT1-A cgagacccgcatcaaatatctg
AgXPT1-Al gaagtagtgcggaacagctg
AgXPT1-A2 gctgatacagggcectcaaac
AgXPT1-B gtagctggccaaattatggag
AgXPT1-C ccgtcttccaaacccaagtectc
AgXPT1-D catatctaataacattattatac
AgXPT1-E cgtccatcatggccactggce
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AgXPT1-F1

ctcctcttcgeacatcttegecttctttagtctcgagtcttaactacgttcaacacggatccecgggttaattaa

AgXPT1-F2

gcgatagacattgaagagcacactagattgtctattgaacagggcaacaatcggatccccgggttaattaa

AgXPT1F-RT-qPCR

caaattatggagcgtggtga

AgXPT1GFP-Al

aaaagttcttctcctttactcattgttgaacgtagttaag

AgXPT1GFP-A2

gcatggatgaactatacaaatcagcctccgataagatgta

AgXPT1GFP-N1

cttaactacgttcaacaatgagtaaaggagaagaactttt

AgXPT1GFP-N2

tacatcttatcggaggctgatttgtatagttcatccatge

AgXPT1-R1 cttccacatcgatataaatgaactatctacccaacatctagecgcatctgtcgaaggaattcgagctcgtttaaa
c

AgXPT1-R1-2 cttcgacagatgcgctagatgttgggtagatagttcatttatatcgatgtggaagaattcgagctcgtttaaac

AgXPT1R-RT-gPCR  tccacctcgtcgacaatca

AgXPT1-Y cgactttgtcgatgcactgg

AgXPT1-Y2 tcatcttcgacagatgcegcta

AgXPT1-Z agcgggaatttcggegcaaa

Down45 Del gacgtgaaatgagcacggggaaatgatcgccctaatcattactcctgaggegegecacttctaaa

ScFCY2

HygB ggaatcatccgaatcaatac

HygC aggaactggcgcagttcectct

KanB ctgcagcgaggagcecgtaat

KanB1 tgtacgggcgacagtcacat

KanC tgattttgatgacgagcgtaat

KanC2 cctcgacatcatctgeccagat

M13pUC-23 fwd

cgttttacaacgtcgtgactgggaaaa

M13pUC-23 rev

cctgtgtgaaattgttatccget

ScAAH1 DOWN

agactttcaacaaaaatattatacaatgtcttgcaaatggtactagtgcggtatttcacaccge

ScAAH1 UP taactaccattagaactaacaaaagaaaagaaaaaaaaaataatgctgagagtgcaccatacc
ScAAH1-A aggaaaagagcacaaggtttatttt

ScAAH1-D cttaacatacccgagctgaatttta

ScAPT1 DOWN ggcagaaaggaagcttgaatatgggtcaggacgtgaaacatatcagaattcgagcetcgtttaaac
ScAPT1 UP tgcctgcttcaaagaaatctatcgcaaatattcctactaatcatgeggatcccgggttaattaa
ScAPT1-A cagtgagttcaacaaaataatgtgc

ScAPT1-D attaagagaagttcaggaggcaaat

ScFCY2-A gaggcatttttctttgaaatgtaga

ScFCY2-B agaaaagaacgcaacaaatatcaac

ScFCY2-C ggtgtcatatatgctatcctggttc

ScFCY2-D tcttggcatttttgaagttitgtat

ScGUD1 DOWN

aatacttggaacaagatatagtagccctctaaacatatacaactagtgeggtatttcacaccgc

ScGUD1 DOWN-
LEU2

aatacttggaacaagatatagtagccctctaaacatatacaactaggccgtttctgacagagtaaaa

ScGUD1 UP tattgaatgaatatatgaattgggctgtcctttgaagaggatatgctgagagtgcaccatacc
ScGUD1 UP-LEU2 tattgaatgaatatatgaattgggctgtcctttgaagaggatatgctgtgggaatactcaggtateg
ScGUD1-A gttagacaccctttcagtcctaaca

ScGUD1-D gattcaggcttattcaaaaatgcta

ScHPT1 DOWN

tctgctgtatgattcaagttactgaaggatatgatatgtctatcagaattcgagetegtttaaac
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ScHPT1 UP tatattaccgttcgtgttcattatatccattacgttcccataatgeggatccccgggttaattaa
ScHPT1-A tatcatttccgcttatctgacttct
ScHPT1-D aatcagcagattccatcaaaagtag

ScIMD2 Down-45 cataacatcagtaatactgtattgatgatgccattttaacattcagttcggtatttcacaccge

ScIMD2 fwd-A2 ccgcegceatctetttttet

SciIMD2 UP-45 gtataaatagtgaagactttttccatttgatattiggtaaaaatttcgcgtagagtgcaccatacc
ScIMD2-A cgeegegceaggceacgeegege

SciIMD2-B ccccatcaattaaattgtagce

ScURA3 fwd-3 gtgtgtgggtttagatgacaag

ScURA3 rev-5 tcaagatatccacatgtgttt

Up45 Del ScFCY2 gcatataaaacatcctatcctctattataacgatttataagaatgeggatccccgggttaattaa

V. PREPARACION DE ACIDOS NUCLEICOS

V.1. OBTENCION DE ADN PLASMIDICO

Para la obtencion del ADN plasmidico en E. coli se siguié el método de lisis
alcalina (Sambrook y Russell, 2001) empleando los kits *Magic Wizard"(Promega) y
“GFX™ Micro Plasmid Prep” (Amersham Biosciences) de acuerdo a las especificaciones
dadas por los proveedores.

En la obtencién del ADN plasmidico de S. cerevisiae se empled el procedimiento que se
describe a continuacion. Se recogieron células directamente de la colonia en placa y se
resuspendieron en 300 ul de tampon A (100mM NaCl, 10mM Tris HCI pH 8.0, 1mM
EDTA, 0,1% SDS). Se afiadieron bolas de vidrio y se agitd vigorosamente en vortex hasta
la rotura de las células. Posteriormente se afiadieron 300 ul de fenol. La mezcla se agito y
se centrifugo en una microfuga. Se recogio la fase acuosa y se hizo una nueva extraccion
con fenol (1:1). Se afiadio un volumen igual al recogido de fase acuosa de una mezcla de
cloroformo: isoamilalcohol (24:1), se agito y se centrifugo. Se recogio la fase acuosa y el
ADN alli presente se precipitd por adicion de 1/10 de volumen de 3 M NaAcO pH 7y 2.5
volumenes de etanol 100%, posterior inversion de la mezcla e incubacion a -80°C durante
15 min. Tras una centrifugacion en microfuga durante 10 min., se retird el sobrenadante y
el precipitado se lavé con etanol 80%. Finalmente, el precipitado que contenia los acidos
nucleicos se seco y resuspendié en 50 ul de dH,0. La recuperacion del ADN plasmidico
se realizd por transformacion de células electrocompetentes de competentes de E. coli
(DH10B).

V.2. OBTENCION DE ADN GENOMICO DE A. GOSSYPII DE ALTO PESO
MOLECULAR.

El micelio, recogido por filtracion a partir de 100 ml de cultivo en fase de
crecimiento, se lavo dos veces con H,O destilada y se resuspendié en 10 ml de una
solucion de 1 M sorbitol, 20 mM EDTA y 10 mg de Zymolyase, (Zymolyase-20T
Seikagaku Kogyo). Se incubd a 37°C en agitacion suave hasta que la conversion de
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micelio a protoplastos fue de aproximadamente un 90% (30-60 minutos). Tras la adicion
hasta una concentracion final de: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 100 mM EDTA
y 0.5% SDS, la muestra fue incubada a 65°C durante 20 minutos. A continuacion, la
solucion se extrajo dos veces con fenol cloroformo y los acidos nucleicos fueron
precipitados por la adicion de 2.5 volimenes de etanol 100%. El precipitado se
resuspendio en 200-400 ul de H,O destilada y el ARN se elimind de la muestra por
tratamiento a 37°C con RNasa (50 mg). EI ADN presente en la solucion se precipitdé con
0.6 volimenes de isopropanol y 1 volumen de 0.3 M NaAcO pH 7. Finalmente, se lavd
dos veces con etanol 70%, se desecO y se resuspendié en 150-300 ul de H,O destilada
estéril.

V.3. OBTENCION DE ARN DE A. GOSSYPII.

Micelio recogido por filtracion de 100 ml de cultivo (aproximadamente 50 mg) fue
congelado con N, liquido y pulverizado con ayuda de un mortero. ElI polvo fue
resuspendido en 1 ml de Trizol. Después a la solucion se anadié 250 pl de cloroformo y
los acidos nucleicos fueron precipitados por la adicion de 2.5 volumenes de isopropanol.
El precipitado desecado se resuspendio en H,O destilada estéril tratada con DEPC.
Cuando fue necesario las muestras se trataron con 20 U de DNasa | exenta de RNasa
(Roche). EI ARN extraido fue cuantificado por absorbancia a 260 nm (Sambrook y
Russell, 2001)

V.4. OBTENCION DE UNA GENOTECA GENOMICA DE A. GOSSYPII EN UN
VECTOR FUNCIONAL EN S. CEREVISIAE.

Siguiendo procedimientos estandar (método proteinasa K-fenol, Sambrook y
Russel, 2001), se obtuvo ADN gendmico de alto peso molecular del hongo A. gossypii.
Tras estimar concentracion de enzima y tiempo de reaccion, el ADN gendémico fue
sometido a digestion parcial con la endonucleasa de restriccion Sau3A, para obtener
mayoritariamente fragmentos de 5 kb. La mezcla de reaccion fue resuelta por
electroforesis en un gel de agarosa, a partir del cual se aislo y purifico la fraccion de
fragmentos de ADN de interés. La fraccion purificada fue ligada al vector episémico
YEp352, funcional en S cerevisiae (Hill et. al., 1986), previamente digerido con la
restrictasa BamHI y posteriormente tratado con fosfatasa alcalina para evitar su
autoligacion. La transformacién de células electrocompetentes de E. coli, cepa DH10B
(Grant et. al. 1990), con la mezcla de ligacién y seleccion de transformantes en placa
generd un total de 32.000 clones transformantes. La obtencion y analisis por restriccion
del ADN plasmidico de 6 clones elegidos al azar revel6 que cada clon portaba un
fragmento de ADN gendmico diferente, cuyo tamafio oscilaba entre 5y 7 kb.

Aplicando la ecuacion N = In(1-P)/In(1-f) (Clarke y Carbon, 1976), donde: P, es la
probabilidad de encontrar cualquier fragmento de ADN gendmico; f, la fraccion de
genoma contenida en cada clon; y N, el nimero de clones que se requiere para ello,
calculamos que el numero de clones que deberian contener la genoteca tendria que ser de
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unos 8475 clones para que en dicha genoteca tuviese contenido todo el genoma de A.
gossypii (9.2 10° kb). Asi garantizabamos que en el 99% de los casos que buscasemos un
fragmento cualquiera de ADN tendriamos una probabilidad de éxito de 0,99. Dado que la
genoteca que habiamos obtenido estaba formada por unos 32.000 clones, podiamos
afirmar que la genoteca construida es bastante representativa, ya que cada fragmento
gendmico esta presente entre 3-4 veces.

VI. MANIPULACION DE MICROORGANISMOS

V1.1. OBTENCION DE ESPORAS DE A. GOSSYPII.

Micelio fresco de A. gossypii se sembraba en placas de medio de esporulacion (SPA) y se
incubaba a 28°C durante 3-6 dias. Todo el micelio de una placa de cultivo se recogia con
una espatula estéril y se transferia a un matraz al que se afiadia 4 ml de una solucion
acuosa, que contenia 1 mg/ml de Zymolyase (Zymolyase-20T Seikagaku Kogyo) para
lisar el micelio y liberar las esporas contenidas en las hifas. La muestra se incubaba en
agitacion (200 r.p.m) a 37°C durante 30 minutos. Las esporas en suspension se recogieron
por centrifugacion a 2000 g y se lavaron dos veces con Triton X-100 al 0.03%.
Finalmente se resuspendian en medio rico (MA2), a razén de 10° esporas/ml. La
suspension de esporas se guardaba a 4°C si iba a ser usada a tiempos cortos (la viabilidad
en esas condiciones es de un mes). Para tiempos de uso mas largos, la suspension de
esporas se guardaba en 25% de glicerol a -80°C. Toda la coleccion de cepas del
laboratorio, a excepcion de aquellas que son incapaces de esporular, estan en forma de
esporas.

V1.2. TRANSFORMACION DE ESPORAS DE A. GOSSYPII.

Medio rico liquido (100 ml) se inoculaba con 10° esporas e incubado a 28°C en agitacion
(250 r.p.m.), durante 12-13 horas. Las esporas germinadas se recogian por filtracién, se
lavaban con H,0 destilada y se resuspendian en 20 ml de 50 mM tampon fosfato potasico
pH 7.5, 25 mM DTT. Posteriormente se incubaban a 28°C en agitacién durante 30
minutos y se recogian por centrifugacion a 8000 g. Se lavaban dos veces con tampén frio
STM (270 mM sacarosa, 10 mM Tris-HCI pH 7.5 y 1 mM MgCl,) y se resuspendian en 1
ml de tampon STM. Para el proceso de transformacion se empleaban 125 pl de la
suspension de esporas, que se depositaban en una cubeta de electroporacion 0.4 cm® (Bio-
Rad), enfriada previamente en hielo. Tras afiadir el ADN (5-10 pg), la muestra se sometia
a un campo eléctrico (1500 V, 200 W y 25 mF) en un electroporador Gene-Pulser (Bio-
Rad). Inmediatamente, la mezcla se recogia de cada cubeta con 1 ml de medio de cultivo,
se centrifugaba durante 5 minutos a 8000 g, se retiraba el sobrenadante y las esporas se
resuspendian en un volumen final de 200 ul de medio rico MA2. Finalmente, la mezcla se
sembraba en placas (medio MA2) que se incubaban a 28°C durante 5-6 horas para
permitir la regeneracion de esporas. Transcurrido ese tiempo de incubacion, se afiadia una
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cobertera (5 ml) que consistia en una solucién acuosa de agarosa 0.4 %, previamente
fundida a 95°C y enfriada a 42°C, que contenia la droga empleada en la seleccion de
transformantes.

V1.3. TRANSFORMACION DE S. CEREVISIAE.

La transformacion de células de levadura se llevo a cabo por el método estandar de
acetato de litio descrito por Gietz et al. (1995).

V1.4. PRUEBAS DE ALIMENTACION CRUZADA.

Para las pruebas de alimentacion cruzada lo primero fue cortar discos de papel
celofan usando como molde un eppendorf. Estos discos envueltos en papel de filtro y
recubiertos por papel de aluminio se esterilizaron en una autoclave. Posteriormente los
discos se colocaron sobre una placa de MA2, se hidrataron con agua y se extendieron
sobre la placa con ayuda de pinzas estériles. Sobre ellos se sembré una porcién pequefia
de micelio fresco de las diferentes cepas de A. gossypii y se incubaron durante 48 horas.
Los discos con micelio se dispusieron sobre placas de SMM (con los requerimientos
necesarios para el crecimiento de la cepa silvestre S. cerevisiae) en las que previamente se
habia sembrado un césped de levadura con auxotrofia para guanina o adenina, mas la cepa
silvestre de control. Se incubaron durante 72-96 horas y se escanearon las placas
(Scanner Epson 2400). Para aumentar el contraste de la levadura, en la realizacién del
medio se afiadio 0,06% de azul de metileno.

VIl. MANIPULACION DE ADN
VIL.1. DIGESTION ENZIMATICA Y LIGACION.

Las diferentes enzimas de restriccion utilizadas a lo largo de este trabajo fueron
suministradas por las casas comerciales Roche Applied Science, Fermentas, Pharmacia,
Promega o New England Biolabs y empleadas de acuerdo a las especificaciones dadas por
los diferentes proveedores.

La ligacion entre moléculas de ADN con extremos compatibles se realizd mediante
el empleo de la enzima T4 ADN ligasa (Fermentas) y las moléculas de interés se
seleccionaron por transformacion de células competentes de E. coli, cepa D5a, con la
mezcla de ligacion. Las moléculas de ADN de extremos sobresalientes no compatibles
para su ligacion, se convirtieron a moléculas de extremos romos mediante tratamiento con
el fragmento klenow de la ADN polimerasa | de E. coli (Fermentas) de acuerdo a las
especificaciones dadas por el proveedor.

VIl.2. ELECTROFORESIS DE ADN.

La electroforesis de ADN se realiz6 en geles de agarosa de diferentes porcentajes,
que oscil6 entre el 0.4-2 % (p/v), dependiendo del tamafio de las muestras a resolver. La
electroforesis se desarrollo a voltaje constante (100V) en tampdn TBE (90 mM Tris-HClI,
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90 mM 4&cido borico y 2 mM EDTA) con bromuro de etidio (0.5 ug/ml). Las bandas se
observaron sobre un transiluminador de luz ultravioleta (acoplado a un sistema de
fotografia digital (Gel Doc 2000 Bio-Rad).

VI1.3. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN DE GELES DE AGAROSA.

El fragmento de interés, identificado bajo luz ultravioleta de onda larga (366 nm),
era recortado del gel de agarosa con un bisturi. Posteriormente, el ADN se purificaba con
el kit "GFX PCR ADN and Gel Band Purification Kit " (Amersham Biosciences)
siguiendo las especificaciones dadas por el proveedor.

VIl.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) Y PCRS
ANALITICAS.

Las amplificaciones de ADN se realizaron empleando diferentes polimerasas
dependiendo de las necesidades de cada caso. Para la amplificacion fidedigna de
fragmentos de méas de 5 kb se empled la enzima Expand Long Template PCR System
(Roche). Para fragmentos de menor tamafio se usé la enzima Expand High Fidelity PCR
System (Roche), Triplemaster® PCR system (Eppendorf) 6 Pwo ADN Polymerase
(Boehringer Mannheim). Las PCRs analiticas se realizaron con ADN Polymerase Biotools
(B&M. Labs. S.A. Madrid. Espafia). En todos los casos las reacciones se prepararon de
acuerdo a las especificaciones dadas por los proveedores.

El proceso de amplificacion se desarroll6 en tres etapas. Una etapa de
desnaturalizacion (5 minutos a 95°C), la etapa de amplificacion (30 ciclos) y finalmente la
etapa de extension (10 minutos). Cada ciclo de amplificacion incluia 1 minuto de
desnaturalizacién a 94°C, 1 minuto de anillamiento a temperatura variable dependiendo de
la temperatura media de fusion (Tm) de los oligonucledtidos, y empleando en la reaccion
un tiempo de extension de 1 minuto/kb de ADN a sintetizar. La temperatura de extensién
fue de 68°C para fragmentos superiores a 2.5 kb y de 72°C para fragmentos de menor
tamario.

En el caso de las PCRs analiticas, tanto para S. cerevisiae como para A. gossypii, se
requeria de una etapa previa de desnaturalizacién. En esta etapa se produce la lisis celular,
al someter una fraccion de colonia 0 una pequefia porcién de micelio, resuspendidd en
buffer de reaccion 1X, a una temperatura de 95°C durante 10 minutos. Las PCRs
analiticas se realizaron siempre con ADN Polymerase Biotools (B&M. Labs. S.A. Madrid.
Espafia).

VI11.5. SECUENCIACION DE ADN.

Todas las muestras fueron secuenciadas en el Servicio de Secuenciacion
Automética de la Universidad de Salamanca (Laboratorio 314, Edificio Departamental.
Salamanca. Espafia. e-mail: serv.sadn@usal.es). El proceso de secuenciacion, basado en el
método de Sanger (Sanger et al., 1977) se realizé usando un secuenciador automatico
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modelo ABI PRISM 377 (Applied Biosystems). Las reacciones se realizaron con el kit
“ABI PRISM® BigDye™ Primer v.30 Cycle Sequencing Ready Reaction with AmpliTaq®
ADN Ploymerase, FS” (Applied Biosystems).

VI1l. MANIPULACION DE ARN
VIIl.1. ELECTROFORESIS DE ARN.

Se realiz6 de acuerdo a Sambrook y Russell (2001) empleando geles de agarosa-
formaldehido.

VII1.2. SINTESIS DE ADN COPIA (ADNc) Y PCR CUANTITATIVA A TIEMPO
REAL (RT-PCR).

El ADN copia (ADNc) fue sintetizado a partir de 1pl de ARN libre de ADN
empleando el Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit de Roche. Utilizando como
cebador el Anchored-oligo(dT)18 primer. De acuerdo a las especificaciones del
proveedor.

Para la PCR cuantitativa a tiempo real se empleo FastStart SYBR Green Master de
Roche segun las especificaciones del proveedor. Las reacciones se realizaron en placas de
PCR de 96 pocillos en la plataforma LightCycler® 480 Real-Time PCR System. El modo
de analisis consistio en una prehincubacion a 95°C durante 10 minutos. Una amplificacién
de 45 ciclos que consistid en 95°C /10 segundos; 49°C/14 segundos y 72°C/14 segundos.
Una fusién de 95°C/5 segundos; 65°C/1 minuto y 97°C continua con adquisicion cada 5
segundos. Y un fase de enfriamiento a 40°C/10 segundos. Para realizar las rectas patrén se
uso como molde plasmidos que contenian cada uno de los genes a analizar a diferentes
concentraciones conocidas de ADN (de 10° a 10° copias). El analisis se realizd con el
software propio del equipo.

IX. MANIPULACION DE PROTEINAS

IX.1. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS

El micelio, procedente de cultivos liquidos, se recoge por filtracion y se resuspendia en
tampon de extraccion (50 mM Tris pH 8.5 mM MgCl,, 1 mM PMSF) a razén de 1/20 del
volumen de partida. La suspension de micelio se lisaba por presidn (1000 psi), usando el
sistema French® Pressure Mini-Cell. El lisado se centrifugaba a 10000 x g durante 15 min
a 4°C para eliminar los restos celulares. El sobrenadante o bien se empleaba
inmediatamente para realizar los ensayos enzimaticos pertinentes o se congelaba a -
30°C en 25% de glicerol (v/v) para posteriores analisis. La concentracion de proteina se
determind por espectrofotometria a 280 nm de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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Absorbancia a 280 X factor de dilucion _ C (;Lg)
2.8 - ul

IX. 2. ENSAYO DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.
Las actividades enzimaticas a ensayar fueron las siguientes:

Para el analisis de la actividad enzimatica se emplearon 500 pg de extractos
proteicos. Los cuales se incubaron a 37°C durante 30 minutos, con un buffer compuesto
por 20 mM Tris pH8.5, 10 mM MgCI, 10 mM de PRPP (salvo en las actividades adenina
y guanina desaminasa) y segun la actividad a medir se afiadieron las diferentes bases
(guanina, xantina, hipoxantina, adenina) a una concentracion de 10 mM, a partir de una
solucion stock 100 mM. En todos los casos el volumen final de la reaccion fue de 100 pl.

Las reacciones se pararon por adicion de acido formico a una concentracion final
0.33 M.

La presencia 0 ausencia de actividad se determind por cromatografia en placa fina
en placas PEI-celulosa con indicador fluorescente (excitacion 254 nm) (Schelicher &
Schuell, Sigma-Aldrich). La fase movil consistié en una mezcla de etanol y agua en
proporcién 70:30.

GPRT HPRT opi
. PRPP !
PRPP PPi \ /"
Guanina \ /; GMP Hipoxantina > IMP
XPRT APRT
PRPP PPi PRPP PPi
Xantina \ /: XMP Adening \ /~; AMP
(Guanina desaminasa Adenina desaminasa
H,0 NH, H,0 NH,
Guanina \ / * Xantina Adenina \ / » Hipoxantina

1X.2.1. Ensayo de actividades enzimaticas con bases radiactivas.

Para el analisis de las actividades enzimaticas las bases estaban marcadas con “C
[8-14C]-adenina, [8-14C]-hipoxantina, [8-14C]-xantina y [8-14C]-guanina (MoraveK
Biochemicals Inc., California, USA). Se siguieron los mismos principios que en las
anteriores pero se tuvieron que cambiar: la concentracion de PRPP fue de 360 mM, la de
las bases calientes fue de 180 mM y una concentracion de extractos proteicos de 25ug.
Todo ello en un volumen final de 20 pl.
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Las reacciones se pararon al adicionar 2,5% de SDS y 200mM de EDTA. Para las
cromatografias se emplearon las mismas placas y la misma fase movil.

La sefial radiactiva se detectd por exposicion del filtro a peliculas radiograficas
HiperfilmTM-MP (Amersham) a temperatura ambiente durante periodos de tiempo
variables, desde 4 horas hasta varios dias, o bien en Phosphorimager (Analizador de
imagenes BAS-1500 de Fujifilm y el programa MacBAS 2.1 e Image Gauge V4.0).

Las marcas radiactivas se recortaron y se analizaron en un contador de centelleo
Wallac 1409 (Perkin Elmer) empleando liquido de centelleo Optiphase "Hisafe"
(Wallace).

Con un ensayo similar se analiz6 la actividad PRPP amidotransferasa usando
glutamina marcada. Que permite cuantificar la actividad de la ruta de novo por la
conversion de glutamina a glutamatamo.

IX.3. ENSAYO DE ENTRADA DE BASES RADIACTIVAS A LA CELULA.

Se inocularon 5 ml de MA2 con 50ul de esporas y se incubaron durante 14 horas a
28°C. Se recogio 1 ml y se centrifugd desechando el sobrenadante. Se lavaron 5 veces con
SMM vy finalmente se resuspendieron las células en 1ml de SMM en tubos eppendorf de
rosca. Se afiadieron 2 ul de base caliente se recogieron a tiempo 0, 500 ul de la suspension
y se les anadio 500 pl de triton. El resto se incubaron durante 15 minutos a 37°C y se
afiadié la misma cantidad de triton. Se centrifugaron todos los viales y se recogieron por
un lado 800 pl de sobrenadante, el precipitado se lavo 5 veces con triton. Finalmente se
afiadié 1 ml de HCI a 0,5N para proceder a la lisis de las células que se completo con
someterlos a 100°C durante 1 hora y posterior enfriamiento en hielo. Tanto la fraccion de
sobrenadante como la celular se analizaron utilizando el contador de centelleo.

X. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE RIBOFLAVINA

La cuantificacion de la produccion de riboflavina en las diferentes cepas se realizo
a partir de cultivos liquidos en agitacion (200 r.p.m). Se inocularon 500 ml de medio rico,
MA2, con 2 ml de una preparacion fresca de esporas que contenia 10° esporas/ml. A
intervalos de tiempo 12, 24, 36, 48, 72, 96 y 120 horas se tomaron muestras del cultivo
que fueron de 25 ml para 12 h y de 10 ml para el resto de los tiempos. Cada una de las
muestras se dividio en dos partes, la mitad del cultivo se emple6 para valorar la cantidad
de micelio presente en el medio, y la otra mitad fue procesada para determinar la
produccion de riboflavina.

El micelio, presente en cada muestra, se recogio por filtracion, se lavé una vez con
H,0, se secd a 65°C durante 12 horas, y finalmente se pesé. La cantidad de micelio en
cada muestra se expresé como mg de peso seco por litro de cultivo.
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Para determinar la cantidad de riboflavina contenida en cada muestra, se prepararon 4
alicuotas de 500 pl, se les afiadié 0,5 volumenes de bolas vidrio 425-600 mm de diametro
(SIGMA) y se sometieron a agitacion en la FastPrep FP120 (BIO 101, Vista, California),
3 ciclos de 10 segundos. Tras una centrifugacion a 8000 g durante 15 minutos, se
eliminaron los restos miceliales, y el sobrenadante que contenia la riboflavina presente en
el medio mas la riboflavina liberada del micelio se empled para determinar la absorbancia
a 450 nm, longitud de onda a la cual la riboflavina presenta su maximo de absorcion. En
la medida de la absorbancia de cada alicuota se empleé el lector de placas Varioskan
Flash Multimode Reader (Thermo Scientific). El valor medio de la absorbancia para cada
una de las muestra se llevé a una recta patrén elaborada con concentraciones conocidas de
riboflavina y se determind la concentracion de riboflavina. La produccion de riboflavina
asociada a cada muestra se expresé en mg de riboflavina por g de peso seco de micelio.

X1. MICROSCOPIA

X1.1. DETECCION DE PROTEINAS POR FLUORESCENCIA DIRECTA.

La quimioluminiscencia es una propiedad, presente en algunas moléculas, que
consiste en la emisién de luz como resultado de la disipacion de la energia al pasar desde
un estado de excitacion hasta un estado basal. La GFP (Green Fluorescent Protein) es un
polipéptido de 238 aminoacidos, aislado de la medusa Aequorea victoria que posee la
capacidad de emitir luz verde cuando se estimula con luz ultravioleta. Esta capacidad de
emision de fluorescencia no depende de ningun sustrato o cofactor presente en las células
de este organismo, por lo que es capaz de emitir fluorescencia cuando se expresa
heter6logamente en células procariotas y eucariotas. Estas propiedades han hecho de la
GFP una excelente herramienta para analizar la expresion y localizacion de determinadas
proteinas in vivo (Chalfie 1994). Para ello sélo es necesario fusionar el gen de interés con
la secuencia de ADN que codifica dicha proteina y observar las células que portan esta
quimera bajo el microscopio de fluorescencia.

La fluorescencia de las proteinas resultantes de las fusiones fue analizada
directamente sobre células vivas (Niedenthal et al., 1996). Las observaciones fueron
realizadas con el Microscopio Nikon Eclipse 90i. Las imagenes fueron procesadas con los
programas MetaMorph® Premier Version 7.5.6.0 (Molecular Devices®) Photoshop
(Adobe).

X1.2. TINCION DE NUCLEOS.

El ADN nuclear fue visualizado en células vivas mediante tincion con Hoechst
33342 (Sigma), un colorante especifico de ADN nuclear. Las muestras de 1 ml de cultivo
fueron retiradas a tiempos determinados y el fluor6foro Hoechst 33342 fue afiadido a una
concentracion de 5 pg/ml. Después de un lavado con PBS5X las muestras fueron
inmediatamente observadas al microscopio.
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X1.3. TINCION CON CALCOFLUOR.

Se empled para observar la presencia de septos en el interior de las hifas. A I ml de
cultivo se afiadia 5 pl de una solucion 1mg/ml de calcofldor, La mezcla se incubaba
durante 5 minutos en oscuridad, se lavaba dos veces con PBS5X y se procedia a su
analisis por microscopia de fluorescencia.

XIl. SOPORTE INFORMATICO

El analisis de las secuencias de ADN se llevd a cabo con los diferentes programas:
EditSeq, MapDraw, MegAlign y SeqManll, suministrados por ADNSstar Inc (Madison,
WI). La busqueda de homologia de secuencias se realizd mediante los programas BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) y FASTA (FAST-ALL), y las bases de datos
GenBank y EMBL (European molecular biology laboratory). La comparacién de genomas
de diferentes hemiascomicetos se realizd mediante la herramienta electronica Yeast Gene
Order Browser (http://wolfe.gen.tcd.ie/ygob).

Las imagenes de geles de agarosa con muestras de ADN se tomaron con el equipo
de fotografia electronica Gel Doc 2000 (Bio Rad).

EL analisis de las PCR cuantitativas a tiempo real se realizo con el software de
LightCycler® 480 (Roche).

La adquisicion y analisis de imagenes de microscopio se realizé con el programa
MetaMorph® (Molecular Devices®).

La determinacion de la produccion de riboflavina se realizd con el programa
Skanlt® Software for Varioskan® Flash, version 2.4.3, (Thermo Scientific).

La redaccion y enmaquetado de esta memoria se ha hecho con el programa
Microsoft Word Vista (Microsoft Corporation). La configuracién de las distintas graficas
se llevo a cabo con el programa Microsoft Excel (Microsoft Corporation). En el analisis
de iméagenes y disefio de figuras se han empleado los programas Adobe Photoshop 7.0
(Adobe Systems Incorporated) y el programa Microsoft PowerPoint (Microsoft
Corporation). La redaccion de la bibliografia se hizo mediante el programa EndNote
(UMDNI-Robert Wood Johnson Library of the Health sciences, NJ, USA).
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