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I.VITAMINA B9: ÁCIDO FÓLICO

La vitamina B9, también conocida como ácido fólico, se trata en realidad de una serie de 

compuestos químicamente similares solubles en agua denominados folatos. El nombre de ácido fólico 

hace referencia a la forma sintética y estable de la vitamina, también llamada ácido pteroil glutamato 

(PteGlu). Sin embargo, a lo largo de la memoria se hará referencia indistintamente a “folatos” o “ácido 

fólico” para hablar de las formas naturales de esta vitamina, especificando aquellos casos en los que 

se haga alusión a su forma sintética.

En 1931 Lucy Wills evidenció una mejora de la anemia macrocítica tropical tras la administra-

ción en la dieta de extracto de levadura [1], aunque se desconocía el compuesto responsable de esta 

mejora. Esta anemia se caracteriza por un aumento en el tamaño de los glóbulos rojos y suele verse 

asociada con el embarazo, empeorándose los síntomas en aquellas personas afectadas por la mala-

ria. No fue hasta los años 40 cuando se purificó el ácido fólico a partir de hojas de espinaca [2] y se 

determinó su estructura [3], asignándole de ahí su nombre (del latín folium = hoja).

I.1.ESTRUCTURA

La estructura básica de los folatos consta de un anillo aromático de pteridina al que se une un 

ácido p-aminobenzóico mediante un puente metileno, unido este último a su vez por un enlace peptí-

dico a un residuo de ácido glutámico (Fig.1). Los distintos folatos se distinguen entre sí en: el grupo 

carbono que se une a las posiciones N5 y N10 del anillo de pteridina pudiendo ser un grupo metil, 

formil, metenil o metilen; el grado de oxidación del anillo de pteridina; y el número de ácidos glutámi-

cos que se unen entre sí mediante enlaces γ-glutamil.

Figura 1: Estructura química del tetrahidrofolato (THF).

Las distintas formas de folatos con actividad biológica presentes en la naturaleza son: 7,8-

dihidrofolato (DHF), tetrahidrofolato (THF), 5-metil-tetrahidrofolato (5-metil-THF), 5,10-metilen-tetrahi-

drofolato (5,10-metilen-THF), 5,10-metenil-tetrahidrofolato (5,10-metenil-THF) y 10-formil-tetrahidrofo-
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lato (10-formil-THF). A partir del DHF se sintetiza el resto de folatos mediante distintas reacciones de 

interconversión (Fig. 2).

Figura 2: Interconversión de folatos.

I.2.FUNCIÓN

Los folatos funcionan como coenzimas en reacciones de transferencia de grupos monocarbo-

no necesarias para la síntesis de ácidos nucleicos y el metabolismo de algunos aminoácidos como se 

detalla a continuación.

I.2.1.Síntesis de purinas y pirimidinas

El 10-formiltetrahidrofolato (10-formil-THF) está implicado en la formación del anillo de puri-

nas mientras que el 5,10-metilentetrahidrofolato (5,10-metilen-THF) participa en la metilación de 

deoxyuridilato monofosfato (dUMP) para formar timidilato monofosfato (dTMP).

La síntesis de novo de purinas se lleva a cabo mediante la adición de átomos, que constitui-

rán el anillo de purinas, a la ribosa-5-fosfato para dar lugar al IMP, a partir del cual se formarán el 

AMP y el GMP. Los átomos que constituyen el anillo de purinas provienen del ácido aspártico, la glu-

tamina, la glicina y el 10-formil-THF. En concreto, los grupos metilo donados por el 10-formil-THF 

constituyen las posiciones 2 y 8 del anillo (Fig. 3).  

THF

7,8-DHF

10-formil-THF

5,10-metilen-THF

5-metil-THF

5,10-metenil-THF
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Figura 3: A) Ruta de síntesis de novo de purinas. PRPP: fosforribosil pirofosfato;  PRA: fosforri-
bosilamina; GAR: glicinamida ribonucleótido; FGAR: formilglicinamida ribonucleótido; FGAM: 
formilglicinamidina ribonucleótido; AIR: aminoimidazol ribonucleótido; CAIR: carboxiaminoimi-
dazol ribonucleótido; SAICAR: succinilaminoimidazolcarboxamida ribonucleótido; AICAR: ami-
noimidazol carboxamida ribonucleótido; FAICAR: formaminoimidazolcarboxamida ribonucleóti-
do; IMP: inosina monofosfato. B) Reacción catalizada por la fosforribosilglicinamida transformi-
lasa en la que el 10-formil-THF cede un grupo metilo al GAR para dar THF y FGAR. C) Reac-
ción catalizada por la aminocarboxamida ribotida transformilasa en la que el 10-formil-THF ce-
de un grupo metilo al AICAR para dar THF y FAICAR.

Figura 4: Reacción enzimática de síntesis de dTMP a partir de dUMP mediada por la timidilato 
sintasa (TS). DHFR: dihidrofolato reductasa; SHMT: serina hidroximetil transferasa.
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En la síntesis de novo de pirimidinas, el ácido fólico interviene en la conversión de dUMP en 

dTMP en una reacción catalizada por la timidilato sintasa. El 5,10-metilen-THF dona un grupo metilo 

al dUMP dando lugar a dTMP y dihidrofolato (DHF). Esta es la única reacción enzimática que se da 

en la célula en la que se sintetiza DHF a partir de THF. El DHF es convertido en THF por la dihidrofo-

lato reductasa (DHFR) y, a continuación, nuevamente en 5,10-metilen-THF por acción de la serina 

hidroximetil transferasa (SHMT), de manera que puede ser reutilizado para la síntesis de dTMP (Fig. 4).

I.2.2.Síntesis de metionina

La metionina sintasa es la enzima que cataliza la reacción de transferencia de un grupo meti-

lo del 5-metil-THF a la homocisteína dando lugar a THF y metionina. En animales, esta enzima es 

dependiente de la vitamina B12 (cobalamina) la cual funciona como intermediario catalítico en la reac-

ción aceptando y donando un grupo metilo. La metionina sintasa requiere de S-adenosilmetionina 

(SAM) para activarse, la cual dona un grupo metilo a la cobalamina. La metionina sintasa unida a la 

metilcobalamina puede entonces unirse al 5-metil-THF y a la homocisteína cediendo en grupo metilo 

a esta última para generar metionina. A continuación el 5-metil-THF dona otro grupo metilo a la coba-

lamina metilándola de nuevo y generando a su vez THF (Fig. 5) [4, 5]. 

Figura 5:  Esquema de la reacción de síntesis de metionina a partir de homocisteína catalizada 
por la metionina sintasa (MS) dependiente de la vitamina B12.  SAM: S-adenosilmetionina; SAH: 
S-adenosilhomocisteína; X: aceptor de grupos metilo.

Esta reacción forma parte del denominado ciclo de SAM en el que se produce, consume y 

recicla S-adenosilmetionina, compuesto implicado en la metilación de histonas, ADN, ARN, proteínas, 

fosfolípidos y neurotransmisores [6]. La S-adenosilmetionina se forma a partir de metionina y ATP, en 

una reacción catalizada por la metionina adenosil transferasa. Mediante enzimas metiltransferasas el 

grupo metilo de SAM es empleado en reacciones de metilación, generándose S-adenosilhomocisteí-
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na. Este compuesto es hidrolizado a homocisteína y adenosina por la S-adenosil homocisteína hidro-

lasa. Esta reacción es reversible, aunque en condiciones normales predomina la reacción de hidróli-

sis. La homocisteína sintetizada puede dar lugar de nuevo a metionina o ser utilizada para la síntesis 

de cisteína mediante la ruta de transulfuración. 

I.2.3.Interconversión de serina y glicina

La serina es la mayor fuente de grupos monocarbono en la célula. La serina hidroximetil 

transferasa (SHMT) es la enzima que cataliza la reacción reversible de transferencia de un grupo me-

tilo de la serina al THF generando glicina, fuente también de grupos monocarbono en la célula, y 

5,10-metilen-THF (Fig. 6) [7].

Figura 6: Esquema de la reacción de interconversión de serina y glicina catalizada por la serina 
hidroximetil transferasa (SHMT). MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa.

A continuación, el 5,10-metilen-THF puede ser reducido a 5-metil-THF por la metilen-THF re-

ductasa e intervenir en la síntesis de metionina; o bien puede ser oxidado a 10-formil-THF por la 

C1-THF sintasa e intervenir en la biosíntesis de purinas. 

I.2.4.Catabolismo de la glicina

La glicina es transportada a la mitocondria donde es catabolizada mediante el sistema de rup-

tura de glicina (Glycine Cleavage System, GCS), donando un grupo monocarbono al THF y dando 

lugar a 5,10-metilen-THF y amonio. Este sistema está formado por cuatro proteínas de las cuales tres 

tienen actividad enzimática y la cuarta es una proteína portadora. Las enzimas se denominan: proteí-

na P o glicina deshidrogenasa (GLDC); proteína T o aminometil transferasa (AMT); y proteína L o 

dihidrolipoamida deshidrogenasa (DLD). La proteína portadora se denomina proteína H (GCSH) y a 

ésta se une covalentemente una molécula de ácido lipoico. En la primera reacción catalizada por la 

Serina Glicina

THF 5,10-metilen-THF

5-metil-THF

MTHFR
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Síntesis de purinas Síntesis de metionina
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proteína P la glicina es descarboxilada liberándose CO2. Se requiere de la proteína H a la que queda-

rá unida el resto de la glicina. En la siguiente reacción, catalizada por la proteína T, a partir de THF y 

de glicina descarboxilada se genera 5,10-metilen-THF, amonio y la proteína H unida a lipoato. En la 

última reacción, la proteína L oxida el lipoato unido a la proteína H [8] (Fig. 7). 

Figura 7: Representación esquemática de la reacción de ruptura de glicina (GCS). En círculos 
se representan las cuatro proteínas que forman parte del GCS: H, P, T y L. Lip: grupo lipoil.

El 5,10-metilen-THF generado por el sistema de ruptura de glicina puede ser degradado has-

ta formiato por la C1-tetrahidrofolato sintasa, para después ser transportado al citoplasma donde in-

tervendrá en la síntesis de purinas [9]. La C1-THF sintasa es una proteína multienzimática que se en-

cuentra tanto en el citoplasma como en la mitocondria y que posee tres actividades: 5,10-metilen-THF 

deshidrogenasa, 5,10-metenil-THF ciclohidrolasa y 10-formil-THF sintetasa [10] (Fig. 8). El 10-formil-

THF producido es utilizado en la formilación del metionil-ARNt (Met-ARNt) necesario para el inicio de 

la síntesis de proteínas en la mitocondria [11].

Figura 8: Representación esquemática de las reacciones enzimáticas llevadas a cabo por la 
C1-THF-sintasa. MTHFD: 5,10-metilen-THF deshidrogenasa; MTHFC: 5,10-metenil-THF 
ciclohidrolasa; FTHFS: 5-formil-THF sintetasa.
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I.3.TRANSPORTE DE FOLATOS AL INTERIOR CELULAR

Las enzimas dependientes de folatos tienen mayor afinidad por éstos en su forma poliglutá-

mica. Sin embargo los folatos sólo pueden atravesar la membrana celular en su forma monoglutámi-

ca. Así, para que tenga lugar la absorción intestinal de los folatos se tiene que hidrolizar previamente 

la cola de glutamatos mediante la acción de la pteroil-γ-glutamilhidrolasa, quedando un grupo gluta-

mato unido al p-aminobenzoato [12]. 

En mamíferos existen tres receptores y dos transportadores de folatos. Dos de los receptores 

de folatos, FRα y FRβ  (Folate Receptor), son proteínas unidas a la membrana celular por medio de la 

molécula de anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI). Estos receptores unen folatos con una alta afinidad 

y el transporte al interior celular tiene lugar por un proceso endocítico [13]. El tercer receptor, FRδ, es 

una proteína secretada. La localización tisular es específica para cada uno de los receptores. Los dos 

transportadores de folatos son: el transportador de folato reducido RFC (Reduced Folate Carrier) [14]; 

y el transportador de folato acoplado a protones PCFT (Proton-Coupled Folate Transporter) [15], am-

bos pertenecientes a la superfamilia de transportadores solubles. La actividad del RFC es máxima a 

un pH neutro y el transporte de folatos se realiza utilizando el gradiente de grupos fosfato mediante 

un sistema antiporte. Por otra parte, el pH óptimo del PCFT es ácido y el transporte de folatos al inte-

rior celular tiene lugar aprovechando el gradiente de protones mediante un sistema simporte [16]. 

Ambos tipos de transportadores están presentes en todos los tejidos. 

Una vez absorbidos los folatos monoglutámicos desde el intestino pasan al torrente sanguí-

neo donde se encuentran principalmente en la forma 5-metiltetrahidrofolato (5-metil-THF). En el inte-

rior celular, la cola de glutamatos es nuevamente añadida mediante la enzima folilpoli-γ-glutamato 

sintetasa, lo cual permite la retención de los folatos en el interior celular así como una mayor afinidad 

por estos cofactores de las enzimas implicadas en las reacciones de transferencia de grupos mono-

carbono.

En bacterias del phylum Firmicutes, que incluye a los géneros Lactobacillus, Streptococcus, 

Lactococcus y Enterococcus, se ha descrito un transportador de folatos [17] codificado por el gen folT 

[18]. Este transportador está asociado a un factor de acoplamiento a energía (ECF, de sus siglas en 

inglés) [19], siendo el transporte de folatos dependiente de ATP. Recientemente se ha dilucidado en 

Lactobacillus brevis la estructura cristalina de estos dos componentes [20].

I.4.COMPARTIMENTALIZACIÓN DE LOS FOLATOS

En las células eucariotas existe una compartimentalización tanto de los folatos como de las 

enzimas dependientes de éstos. Se encuentran principalmente presentes en el citoplasma y la mito-

condria y su distribución depende de las distintas funciones que se llevan a cabo en cada uno de es-

tos compartimentos. Las reacciones dependientes de folatos que se llevan a cabo en el citoplasma 

son la síntesis de purinas, de pirimidinas y la biogénesis de grupos metilo; mientras que en la mito-

condria se lleva a cabo la formilación del Met-ARNt y el catabolismo de la glicina. En ambos compar-
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timentos se lleva a cabo la interconversión de serina y glicina, y es a través de estos dos aminoácidos 

el mecanismo por el que tiene lugar la comunicación entre la mitocondria y el citoplasma [21].

El metabolismo de los folatos está regulado por un mecanismo en el que están implicados los 

niveles de serina y glicina en la célula. El 5,10-metilen-THF, que es el componente principal del meta-

bolismo de grupos monocarbono, se origina en el citoplasma a partir de la serina mediante la acción 

de la SHMT; mientras que en la mitocondria se forma a través del sistema de rotura de glicina y pue-

de ser catabolizado posteriormente hasta 10-formil-THF, para participar en la formilación del Met-

ARNt, o hasta formiato. En el citoplasma el 5,10-metilen-THF participa principalmente en la síntesis 

de metionina, en la formación de otras formas de folatos más oxidadas y en la síntesis de purinas y 

pirimidinas. Por otra parte, el formiato originado en la mitocondria suplementa el aporte de grupos 

monocarbono necesarios en la síntesis de purinas. Así, un descenso en los niveles citoplasmáticos de 

5,10-metilen-THF provoca un aumento en la transcripción de los genes implicados en el catabolismo 

de la glicina en la mitocondria como forma de cubrir la necesidad de grupos monocarbono en el cito-

plasma [22]. 

A continuación se representa de manera esquemática la interrelación de todas las reacciones 

enzimáticas en las que intervienen las distintas formas de folatos y su localización intracelular (Fig. 9).

Figura 9:  Representación esquemática de las distintas reacciones en las que están implicados 
los folatos, su interrelación y su compartimentalización.
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I.5.DEFICIENCIA DE ÁCIDO FÓLICO: CONSECUENCIAS

El ácido fólico es un componente esencial en la dieta ya que el ser humano carece de la ca-

pacidad para sintetizarlo. Esta vitamina está presente principalmente en vegetales de hoja verde os-

curo, cítricos, legumbres, cereales y vísceras de animales. La cantidad diaria recomendada es de 200 

μg, aunque en mujeres embarazadas se aconseja un consumo de entre 400 y 800 μg.

Su deficiencia se ha relacionado con diversos tipos de cáncer, enfermedades cardiovascula-

res, anemia, defectos en el tubo neural, siendo el más conocido de estos últimos la espina bífida, y 

enfermedades neurodegenerativas [23]. Las causas por las que una deficiencia en ácido fólico puede 

desencadenar en estos trastornos están en relación con la implicación de los folatos en la síntesis de 

nucleótidos y aminoácidos, aunque en algunos casos el mecanismo no está claro todavía.

I.5.1.Anemia megaloblástica

La anemia megaloblástica es un tipo de anemia macrocítica que se caracteriza por un mayor 

tamaño de los glóbulos rojos (determinado por el volumen corpuscular medio) debido a un defecto en 

la síntesis de ADN. Sus causas pueden ser una deficiencia de ácido fólico, de vitamina B12 o de am-

bas. El ácido fólico es necesario en el proceso de la eritropoyesis por su implicación en la síntesis de 

ADN. En su ausencia, durante la formación de los glóbulos rojos se prolonga la fase de división celu-

lar dando como resultado eritroblastos de mayor tamaño [24].

Las mujeres embarazadas tienen un mayor riesgo de sufrir deficiencia de ácido fólico y ane-

mia megaloblástica, riesgo que se ve aumentado en aquellas regiones, principalmente en África, don-

de la malaria es endémica. Esta enfermedad, transmitida por parásitos del género Plasmodium, pro-

voca hemolisis aumentando la necesidad de ácido fólico para la producción de glóbulos rojos [25].

Existe también una relación entre niveles elevados de homocisteína en sangre y anemia me-

galoblástica cuando existe una deficiencia en ácido fólico o vitamina B12. Esto es debido a la disfun-

ción en el metabolismo de la homocisteína al faltar alguno de los cofactores de la metionina sintasa. 

La presencia de altas concentraciones de homocisteína en sangre podría ser una causa de la hemoli-

sis observada en pacientes con anemia megaloblástica, ya que este compuesto es un tiol muy reacti-

vo que puede formar enlaces con los grupos sulfhidrilo (SH) de las proteínas afectando a la membra-

na plasmática de los glóbulos rojos [26].

I.5.2.Cáncer

Algunos tipos de cáncer que se han relacionado con una deficiencia de ácido fólico son el de 

colon [27], el de mama [28] y el de cérvix [29].

Una deficiencia en ácido fólico puede provocar un aumento de la relación dUMP/dTMP debi-

do a la incapacidad de la timidilato sintasa de realizar su acción ante la escasez de su cofactor 5,10-

metilen-THF, resultando en una incorporación masiva de uracilo en el ADN. La acción de la maquina-

ria de reparación celular puede entonces ser insuficiente y provocar roturas de doble cadena en el 
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ADN. Ambos fenómenos se han relacionado con un aumento de riesgo de cáncer y daños neuronales 

[30, 31]. 

Otro fenómeno relacionado con el desarrollo de diversos tipos de cáncer es la alteración en el 

grado de metilación del ADN, bien por hipermetilación de ciertos genes, y por tanto la reducción de su 

expresión, o por hipometilación de oncogenes, causando su sobreexpresión [32]. La S-adenosilme-

tionina (SAM) es un donador de grupos metilo implicado en la metilación del ADN, acción necesaria 

tanto para la regulación de la expresión génica como para el mantenimiento de la conformación cro-

mosómica. Una deficiencia en ácido fólico resulta en una reducción de los niveles de metionina, y por 

tanto de SAM, por la incapacidad de la metionina sintasa de realizar su acción en ausencia de 5-metil-

THF, lo que, a su vez, provoca una disminución del grado de metilación del ADN [30].

I.5.3.Enfermedades cardiovasculares

Como consecuencia de una deficiencia en ácido fólico se puede dar un aumento en los nive-

les de homocisteína en sangre por la incapacidad de la metionina sintasa para ejercer su acción. Este 

hecho se ha relacionado con diversas enfermedades cardiovasculares, como la cardiopatía isquémica 

[33], enfermedades cerebrovasculares [34], la enfermedad vascular periférica y la enfermedad de la 

arteria coronaria [35].

El daño vascular que se observa en las cardiopatías es debido a un estrés oxidativo inducido 

por niveles elevados de homocisteína, aunque el mecanismo por el cual se produce no está claro to-

davía. La homocisteína es un tiol que puede reaccionar consigo mismo o con otros tioles, como la 

cisteína y el glutatión, formándose enlaces disulfuro. En la oxidación de la homocisteína se producen 

especies reactivas de oxígeno que disminuyen la disponibilidad del óxido nítrico, el cual induce la va-

sodilatación. Esto puede deberse a la oxidación del óxido nítrico para dar peroxinitrito o a la inactiva-

ción de la óxido nítrico sintasa endotelial. También se ha observado que la homocisteína afecta a la 

función de dos enzimas antioxidantes presentes en el endotelio: la glutatión peroxidasa y la superoxi-

do dismutasa. Este estrés oxidativo también puede dar lugar a una peroxidación lipídica y a un proce-

so inflamatorio que da como resultado lesiones ateroescleróticas [36].

El aumento de homocisteína en sangre, y por tanto de un aumento en el riesgo de enferme-

dades cardiovasculares, puede ser debido a una deficiencia en acido fólico o a la presencia de una 

mutación en la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), concretamente en la citosina en la posi-

ción 677 que es sustituida por una timina (677 C→T-MTHFR). Esta enzima cataliza la reacción de 

síntesis de 5-metil-THF y metionina a partir de 5,10-metilen-THF y homocisteína. La presencia de es-

te polimorfismo se ha relacionado, por ejemplo, con la enfermedad de la arteria coronaria [37].

I.5.4.Defectos en el tubo neural

Uno de los defectos más conocidos en el desarrollo del tubo neural es la espina bífida. Esta 

malformación se caracteriza por el incorrecto cierre de los pliegues neurales espinales durante la for-

mación del tubo neural haciendo que posteriormente no se dé el correcto cierre de la columna verte-
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bral en esta zona, de manera que parte de la médula espinal queda sin protección [38]. La gravedad 

de esta malformación depende del grado en que queda expuesta la medula espinal. Otra malforma-

ción del tubo neural de mayor gravedad es la anencefalia que se caracteriza por un incorrecto cierre 

de los pliegues neurales craneales [38].

El mecanismo por el cual se dan defectos en el tubo neural (NTDs, de sus siglas en inglés) 

durante el desarrollo embrionario no está claro. Un aporte insuficiente de ácido fólico durante el em-

barazo se ha relacionado con un aumento en el riesgo de desarrollo de NTDs en el feto; y diversos 

estudios han demostrado que la suplementación con ácido fólico en mujeres embarazadas previene 

su desarrollo [39, 40]. El desarrollo del tubo neural tiene lugar entre la tercera y cuarta semana de 

gestación por lo que se recomienda en los embarazos planificados la suplementación con ácido fólico 

en los meses previos a la concepción. También se ha relacionado la hiperhomocisteinemia con un 

aumento en la incidencia de NTDs [41].

Sin embargo, se ha observado que su desarrollo tiene también un componente genético. La 

mutación 677 C→T-MTHFR es la más estudiada y se ha visto que ésta aumenta el riesgo de desarro-

llo de NTDs [42] y este riesgo disminuye mediante la administración de ácido fólico. Recientemente 

también se han asociado mutaciones en los genes pertenecientes al sistema de rotura de glicina 

(GCS) AMT y GLDC, que codifican la proteína T y la proteína P respectivamente, con un aumento en 

el riesgo de desarrollo de estas malformaciones [43]. La relación entre una disminución de la activi-

dad del sistema de rotura de glicina con los defectos en el tubo neural podría ser: la disminución de 

formiato disponible para la síntesis de purinas y pirimidinas necesarias para la rápida división celular 

que se da en el cierre de la columna [43]; y la reducción en la disponibilidad de metionina necesaria 

para la metilación del ADN [43, 44]. 

I.5.5.Alzheimer

Existe una relación entre el desarrollo de daños vasculares y el desarrollo de Alzheimer, en-

contrándose en ambos casos elevados niveles de homocisteína en sangre. Este aumento de homo-

cisteína en sangre en enfermos de Alzheimer puede venir determinado por una deficiencia de vitami-

na B12 o de ácido fólico, o bien por variaciones genéticas en la MTHFR [45]. También se ha asociado 

la deficiencia de estas dos vitaminas con una deficiente metilación necesaria para la síntesis de fosfo-

lípidos, mielina y neurotransmisores [46].

II.ÁCIDO FÓLICO SINTÉTICO

II.1.PRODUCCIÓN INDUSTRIAL

Existe un gran interés en la producción industrial de ácido fólico como suplemento por la difi-

cultad de alcanzar los niveles adecuados a través de la dieta y evitar así las consecuencias de su de-

ficiencia. En el año 1998 la FDA en Estados Unidos instó a la fortificación con ácido fólico sintético de 

los alimentos con contenido en cereales como una forma de prevenir defectos en el tubo neural du-
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rante el desarrollo embrionario [47]. La cantidad establecida fue de 140 μg por cada 100 g de cerea-

les, lo que supondría para la población un aporte extra de 100 μg de folatos al día. Actualmente as-

cienden a 58 los países que se han sumado a la fortificación obligatoria de alimentos con contenido 

en cereales para la prevención de NTDs [48].

También es necesaria la producción de ácido fólico, en concreto el 5-formiltetrahidrofolato 

clínicamente conocido como leucovorin, como suplemento para aquellas personas que reciben un 

tratamiento contra el cáncer con metotrexato. Esta forma de folato, descubierta en los años 40, es la 

forma más estable de la vitamina aunque no tiene una función conocida como donador de grupos 

monocarbono [49]. Existe controversia acerca de la formación de esta forma de folato. Por un lado se 

ha demostrado que se sintetiza a partir de 5,10-meteniltetrahidrofolato en una reacción de hidrólisis 

llevada a cabo por la SHMT en presencia de glicina [50], sin embargo otros estudios sugieren que se 

genera por hidrólisis química [51]. El 5-formil-THF puede ser convertido de nuevo en 5,10-metenil-

THF en una reacción irreversible catalizada por la meteniltetrahidrofolato sintetasa (MTHFS) [52] y a 

partir de éste dar lugar a la formación del resto de folatos. Por este motivo, el 5-formil-THF se usa 

como agente rescatador de la toxicidad provocada por el metotrexato que es un inhibidor competitivo 

de la dihidrofolato reductasa (DHFR). 

Actualmente no existen procesos fermentativos para la producción de ácido fólico en la indus-

tria, el cual se produce exclusivamente por síntesis química. Un primer método de producción quími-

ca, descrito por primera vez en los años 40, consiste en la condensación de tres compuestos: 2,4,5-

triamino-6-hidroxipirimidina, ácido p-aminobenzoilglutámico y 2,3-dibromopropanal [53]. Posteriores 

modificaciones de este método han permitido mejorar su rendimiento. La sustitución de 2,3-dibromo-

propanal, un dihalopropionaldehído, por trihaloacetonas, y el uso de sodio bisulfito como agente re-

ductor aumenta el rendimiento y la pureza del producto [54].

II.2.VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA FORTIFICACIÓN CON ÁCIDO FÓLICO SINTÉTICO

La forma sintética del ácido fólico es la forma oxidada de esta vitamina y por tanto más esta-

ble, pero no se sintetiza de manera biológica. De los folatos presentes en la naturaleza, los más esta-

bles son el 5-formil-THF y el 10-formil-THF; y el más abundante en los alimentos es el 5-metil-THF.   

La biodisponibilidad del ácido fólico en el tracto intestinal es superior a la de los folatos, aunque existe 

cierta controversia a la hora de determinar en qué proporción esto es así. Existen diversas causas 

que afectan a la disponibilidad de los folatos para su absorción intestinal, entre los que cabe citar: la 

necesidad de hidrolizar la cola de glutamatos y la presencia de ciertos alimentos que pueden afectar 

negativamente a la actividad de la pteroil-γ-glutamilhidrolasa [55]; la matriz alimentaria [56]; la estabi-

lidad de los folatos durante el proceso de elaboración de los alimentos y la digestión; y la presencia 

de determinados compuestos como el ácido ascórbico que aumentan su estabilidad [57].

A pesar de que el ser humano es capaz de metabolizar el ácido fólico sintético a las formas 

biológicamente activas mediante la DHFR, existe una gran controversia sobre si puede tener un efec-

to perjudicial para la salud. Se ha demostrado la importancia de un correcto aporte de esta vitamina y 
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cómo la fortificación de alimentos con la forma sintética puede prevenir el desarrollo de NTDs, enfer-

medades cardiovasculares o cáncer aunque se sabe poco sobre los posibles efectos adversos de la 

exposición continuada a la forma sintética de esta vitamina [58]. 

Por un lado, diversos estudios han demostrado la reducción en el riesgo de padecer ciertas 

patologías asociadas a la deficiencia de folatos mediante la fortificación de alimentos con ácido fólico 

sintético. Desde que en 1991 se demostrara la relación entre el aporte de ácido fólico y la disminución 

del riesgo de desarrollo de defectos en el tubo neural [59], y la obligación a partir de 1998 en Estados 

Unidos de fortificar con ácido fólico aquellos alimentos con contenido en cereales [47], han sido mu-

chos los estudios que se han realizado en diversos países demostrando este beneficio. Este efecto es 

aún mayor cuando el consumo de estos suplementos se inicia antes de la concepción, ya que el desa-

rrollo del tubo neural ocurre en las primeras semanas de gestación. También se ha asociado la fortifica-

ción de alimentos con ácido fólico con la disminución del riesgo de padecer cáncer colorrectal [60].

Por otro lado, a pesar de que muchos estudios han demostrado la reducción en el riesgo de 

desarrollar ciertos tipos de cáncer mediante la fortificación de alimentos o la ingesta de suplementos, 

el efecto contrario se observa ante la existencia previa de un tumor, potenciando en este caso su de-

sarrollo [61, 62]. Esto se puede deber a que, dado el rápido crecimiento de las células tumorales, un 

aumento de ácido fólico representa un beneficio para la síntesis de ADN y por tanto para la división 

celular [62]; aunque también se han observado alteraciones en la metilación de histonas que afectan 

a las células precancerosas [61].

Se ha observado que cuando se expone de manera continuada a esta forma sintética de la 

vitamina, existe un nivel de saturación a partir del cual se deja de metabolizar el ácido fólico sintético 

acumulándose en sangre [63, 64]. La DHFR es la enzima encargada de la reducción del ácido fólico a 

DHF y después a THF, para a continuación sintetizarse el resto de folatos. Esta enzima se expresa a 

niveles bajos en el hígado por lo que a concentraciones elevadas de ácido fólico sintético su actividad 

se ve saturada [65]. El umbral a partir del cual sucede esto ha sido estimado alrededor de los 200 μg 

de ácido fólico sintético [64, 66]. Teóricamente existiría una competencia entre el ácido fólico sintético 

y el DHF, procedente de los alimentos ingeridos, por la DHFR [58]. Ante una alta concentración de 

ácido fólico, la reducción de éste a DHF predominaría sobre la reducción de DHF a THF, causando 

una deficiencia en la célula de las formas de folatos biológicamente activas.

Otro efecto negativo de la fortificación de alimentos con altas concentraciones de ácido fólico 

sintético sería el enmascaramiento de una deficiencia de vitamina B12 y el empeoramiento de los sín-

tomas de ésta, al ser confundida muchas veces con una deficiencia de ácido fólico. La vitamina B12 

está estrechamente relacionada con el ácido fólico, ya que ambas son cofactores de la metionina sin-

tetasa, por lo que la deficiencia de cualquiera de estas dos vitaminas impediría la actividad de esta 

enzima. Este efecto es más acusado en aquellas personas de edad avanzada [46]. Algunos estudios 

han demostrado que en personas con un bajo aporte de vitamina B12, el aumento del consumo de 

ácido fólico resulta en anemia y en un impedimento cognitivo; mientras que en personas con un apor-

te adecuado de vitamina B12, el aumento en la ingesta de ácido fólico protege frente a este impedi-

mento cognitivo [67]. 
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Por tanto, la suplementación con ácido fólico resulta beneficiosa para la prevención de ciertas 

patologías, aunque es necesario un correcto aporte de ácido fólico y vitamina B12 dada la intercone-

xión entre ambas vitaminas. Sin embargo, la forma sintética del ácido fólico también presenta ciertos 

inconvenientes que podrían ser solventados mediante la sustitución de éste por las formas naturales 

de esta vitamina. Por ejemplo, así se evitaría el enmascaramiento de una deficiencia de vitamina B12, 

ya que con la administración de todas las formas de folatos, principalmente el 5-metil-THF, no existiría 

un umbral de saturación [68].

III.Ashbya gossypii

III.1.BIOLOGÍA

Ashbya gossypii fue descrito por primera vez en 1926 por Ashby y Nowell como el patógeno 

causante de la estigmatomicosis en la planta de algodón (Gossypium hirsutum) y también en cítricos 

en regiones subtropicales [69]. La propagación de las esporas se realiza a través de insectos hemíp-

teros. Posteriormente, en los años 40 fue descrita la capacidad de este organismo para producir 

grandes cantidades de riboflavina (vitamina B2) [70], la cual confiere una coloración amarillenta carac-

terística en este organismo. 

A. gossypii es un hongo hemiascomiceto incluido dentro la familia Saccharomycetaceae por 

la proximidad filogenética con Saccharomyces cerevisiae [71]. Posee el genoma más pequeño descri-

to en células eucariotas, con tan solo 9,2 Mb  distribuido en siete cromosomas, y el 90% de los genes 

de A. gossypii tiene su ortólogo en S. cerevisiae [72].

La reproducción sexual en A. gossypii es hasta el momento desconocida. El ciclo asexual de 

este organismo comienza con la germinación de una espora, la cual es uninucleada y haploide; tiene 

forma lanceolada y posee un filamento filiforme que permite la adhesión de las esporas entre sí den-

tro del saco esporífero. La espora germina mediante un crecimiento isotrópico para a continuación 

formarse una hifa lateral. Seguidamente comienza el crecimiento de una hifa lateral opuesta y una 

vez establecida la polaridad, las hifas comienzan a ramificarse formando el micelio juvenil. La fase de 

micelio maduro se caracteriza por una ramificación en forma dicótoma de las hifas en el extremo de 

éstas. Cuando hay escasez de nutrientes en el medio, en las zonas más viejas del micelio las hifas se 

separan por los septos formándose los sacos esporíferos que contendrán las esporas en un número 

variable entre 8 y 16. Finalmente, se da la autolisis de los sacos esporíferos liberando las esporas, 

comenzando de nuevo el ciclo. La síntesis de riboflavina se da a lo largo de todo el crecimiento del 

organismo para suplir las necesidades celulares de esta vitamina; sin embargo su producción va en 

aumento acumulándose en las vacuolas [73], pudiéndose observar una coloración amarillenta a partir 

de los 3-4 días de cultivo. La producción máxima se alcanza cuando se llega a la fase estacionaria 

del crecimiento, momento en el que la masa micelial es máxima, coincidiendo con el inicio de la espo-

rulación. La producción de riboflavina se ha descrito como un mecanismo para proteger las esporas 

de la luz ultravioleta [74]. 
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La ausencia de un ciclo sexual conocido, la inexistencia de plásmidos propios de este orga-

nismo y la ineficacia en la transformación con plásmidos de otros organismos, debido a su inestabili-

dad, impidió en un primer momento la utilización de técnicas moleculares para la manipulación gené-

tica de este hongo. Actualmente existen métodos eficaces para la manipulación genética de A. 

gossypii mediante integración en el genoma de ADN transformante por un mecanismo de recombina-

ción homóloga [75]. La eficacia de la transformación depende de la longitud de las regiones homólo-

gas a la región del genoma donde se quiere realizar la integración. Se ha demostrado que secuencias 

homólogas de 45 pares de bases en los extremos del fragmento de ADN que se quiere integrar es 

suficiente para que se dé la recombinación homóloga [76].

III.2.INTERÉS INDUSTRIAL

La riboflavina (vitamina B2) es una vitamina hidrosoluble de color amarillo-anaranjado, precur-

sor de los cofactores FMN (flavín mononucleótido) y FAD (flavín-adenín dinucleótido) implicados en 

reacciones redox. Esta vitamina se sintetiza a partir de GTP y ribulosa-5-fosfato a través de seis pa-

sos enzimáticos controlados por los genes RIB (RIB1-RIB5 y RIB7) [77]. El GTP se sintetiza bien por 

la ruta de síntesis de novo de purinas a partir de PRPP, o bien por la ruta de recuperación de purinas 

consumiendo PRPP.

Debido a la capacidad de sobreproducir riboflavina, A. gossypii tiene un gran interés indus-

trial, donde esta vitamina se emplea como aditivo y colorante para el consumo humano, y como su-

plemento en la alimentación animal. Aunque en un primer momento se utilizó el ascomicete 

Eremothecium ashbyii para la producción de esta vitamina, pronto fue sustituido por A. gossypii 

que mostraba una mayor estabilidad genética [78]. La mejora de cepas en este microorganismo 

ha permitido alcanzar niveles de producción de riboflavina de hasta 10-15 g/L [79]. Se ha observado 

que tanto la composición del medio como las condiciones de cultivo afectan a la producción de esta 

vitamina. La adición de determinados compuestos precursores de la riboflavina al medio, como ribitol 

o purinas [80], o el uso de aceites vegetales como fuente de carbono [81] provocan un aumento en la 

síntesis de riboflavina. Posteriormente, el desarrollo de técnicas para la manipulación genética en A. 

gossypii [75, 76] ha permitido la obtención de cepas con mayor producción de esta vitamina, princi-

palmente mediante la alteración de la ruta de síntesis de purinas [82-84], aunque también se han rea-

lizado modificaciones para la obtención de cepas capaces de excretar la riboflavina sintetizada al 

medio de cultivo [85].

En la actualidad A. gossypii es explotado en la industria por la empresa BASF. Junto a A. 

gossypii, otros microorganismos empleados en la industria para la producción de riboflavina son 

Bacillus subtilis y Candida famata. Actualmente se ha sustituido completamente la síntesis química 

por procesos fermentativos [86]. La producción anual de riboflavina por las empresas BASF, DSM y 

ADM es de unas 6000 toneladas [87].
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III.3.RUTA BIOSINTÉTICA DEL ÁCIDO FÓLICO

La ruta de síntesis de ácido fólico, muy conservada a lo largo de la evolución, está presente 

en microorganismos y plantas. Sin embargo, los animales no tienen esa capacidad, aunque sí poseen 

las enzimas encargas de la interconversión de los folatos partiendo de dihidrofolato. 

Su síntesis tiene como precursor común con la ruta de biosíntesis de riboflavina el GTP. En 

A. gossypii esta ruta consta de ocho reacciones en las que a partir de GTP se sintetiza tetrahidrofo-

lato. El GTP dará lugar al anillo de pteridina, al cual se añadirá un p-aminobenzoato, que proviene de la 

ruta de biosíntesis del corismato, y un glutamato mediante sendas reacciones de condensación (Fig. 10).

Figura 10: Esquema de la ruta de biosíntesis de ácido fólico desde GTP hasta tetrahidrofolato.
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En la primera etapa de la ruta, el GTP es convertido a dihidroneopterin trifosfato, reacción 

catalizada por la enzima GTP ciclohidrolasa I codificada por el gen FOL2. Este gen se encuentra en el 

cromosoma VII de A. gossypii y codifica una proteína de 243 aminoácidos.

A continuación tienen lugar dos reacciones de desfosforilación por fosfatasas inespecíficas 

que originan la dihidroneopterina. Las siguientes tres reacciones de la ruta son catalizadas por una 

enzima multifuncional codificada por el gen FOL1, que se localiza en el cromosoma VI. Esta proteína 

de 820 aminoácidos tiene tres actividades enzimáticas: dihidroneopterin aldolasa (DHNA), 

2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetildihidropteridina pirofosfoquinasa (HPPK) y dihidropteroato sintetasa 

(DHPS). La primera de estas actividades, DHNA, cataliza la reacción de escisión de un glicolaldehído 

de la dihidroneopterina para dar lugar a 2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetil-7,8-dihidropteridina; com-

puesto que a continuación es fosforilado por la actividad HPPK para formar 2-amino-4-hidro-6-hidro- 

ximetil-7,8-dihidropteridina difosfato. Por último, la actividad DHPS cataliza la reacción de condensación 

del compuesto generado en la anterior reacción con el p-aminobenzoato para dar 7,8.dihidropteroato. 

El p-aminobenzoato es sintetizado a partir de corismato en dos reacciones. La primera reac-

ción es catalizada por la aminodeoxicorismato sintasa, codificada por el gen ABZ1 [88], dando 4-ami-

no-4-deoxicorismato. A continuación, la enzima aminodeoxicorismato liasa, codificada por el gen 

ABZ2 [89], libera un piruvato para dar p-aminobenzoato.

La siguiente reacción de la ruta es catalizada por la dihidrofolato sintasa (DHFS), en una 

reacción de condensación de un grupo glutamato con el 7,8-dihidropteroato para dar 7,8-dihidrofolato. 

El gen que codifica esta enzima de 406 aminoácidos es FOL3 y está localizado en el cromosoma V.

Finalmente, el 7,8-dihidrofolato es reducido a tetrahidrofolato por acción de la dihidrofolato 

reductasa (DHFR), enzima de 211 aminoácidos codificada por el gen DFR1, sitiado en el cromosoma 

III de A. gossypii.
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OBJETIVOS





 Obtención de cepas de hongos sobreproductoras de ácido fólico para su posible apli-
cación industrial.

Para lograr este objetivo nos propusimos las siguientes estrategias:
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I.MATERIAL BIOLÓGICO

I.1.CEPAS DE Escherichia coli

Las cepas empleadas se detallan a continuación:

Cepa Genotipo Procedencia

DH5α supE44, ÆlacU169 (F80lacZÆM15), hsdR17, recA1, endA1, 

gyrA96, thi-1, relA1

Hanahan,1983

I.2.CEPA Lactobacillus casei sp. rhamnosus

La cepa de L. rhamnosus utilizada para el ensayo microbiológico del ácido fólico es la cepa 

ATTC® 7469TM [90].

I.3.CEPAS DE Ashbya gossypii

En la siguiente tabla se recogen las distintas cepas utilizadas en este trabajo, su genotipo y 

procedencia:
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II.MANTENIMIENTO Y PROPAGACIÓN DE MICROORGANISMOS

Todas las cepas empleadas de E. coli, L. rhamnosus y A. gossypii se mantienen en los me-

dios adecuados en 25% glicerol a -80ºC.

II.1.E. coli

Las cepas de E.coli se cultivaron habitualmente a 37ºC. Para los cultivos líquidos la agitación 

era a 250-300 r.p.m. La composición del medio de cultivo utilizado se detalla a continuación:

LB: 0.5% extracto de levadura, 1% bactotriptona, 1% NaCl. Cuando se empleó como medio 

de selección se añadió ampicilina (100 μg/ml), kanamicina (50 μg/ml), higromicina-B (100 μg/ml) o 

espectinomicina (100 μg/ml). El medio sólido contenía agar al 1.5%.

II.2.L. rhamnosus ATTC® 7469TM

La cepa de L. rhamnosus utilizada se cultivó habitualmente a 37ºC. Los medios comerciales 

empleados para su crecimiento y mantenimiento fueron los siguientes:

Lactobacilli Agar AOAC (DifcoTM): este medio se empleó para el mantenimiento de la cepa a 4ºC.

Folic Acid Casei Medium (DifcoTM): este medio carece de ácido fólico y se utilizó para la de-

terminación de ácido fólico. A este medio se le añadió ácido ascórbico al 0.05%.

II.3.A. gossypii

Las cepas de A. gossypii se cultivaron habitualmente a 28ºC. Todos los medios que se deta-

llan a continuación se ajustaron a pH 6.8. 

MA2: 2% bactopeptona, 0.2% extracto de levadura, 0.06% mioinositol, 2% glucosa. Este me-

dió se utilizó 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 utilizó como medio de esporulación.
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SMM: 1% glucosa, 0.03% mioinositol, 0.05% L-asparagina. Tras autoclavar se añadió 0.36 

mM KH2PO4, 0.2 mM MgSO4.7H2O, 0.85 mM NaCl, 0.18 mM CaCl2.2H2O de una solución esterilizada 

por filtración. Este medio se empleó como medio mínimo sintético.

Todos los medios sólidos contenían agar al 2% excepto el medio de esporulación que conte-

nía agar al 4%.

III.VECTORES Y OLIGONUCLEÓTIDOS EMPLEADOS

III.1.VECTORES

Los vectores a partir de los cuales se construyeron los distintos plásmidos de este trabajo se 

detallan a continuación:

pBluescript SK+ (Stratagene): plásmido autoreplicativo de 2.9 kb funcional en bacteria, que 

contiene el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicación ColE1, y un fragmento del operón 

lac de E. coli, que codifica la enzima β-galactosidasa. Contiene una secuencia de clonación múltiple, 

con 21 sitios de restricción, que permite la selección de clones recombinantes por α-complementación 

de cepas de E. coli portadoras de la deleción lacZ M15.

pGEM-Teasy  (Promega): Es un vector de 3 kb  empleado para la clonación de fragmentos de 

ADN que han sido amplificados por PCR con polimerasas que añaden un deoxinucleótido de adenina 

a los extremos 5ʼ. Este vector contiene un deoxinucleótido de timina en los extremos 3ʼ  de cada ca-

dena. Contiene el origen de replicación del fago filamentoso f1, el gen de resistencia a ampicilina, los 

promotores de la ARN polimerasa de los fagos T7 y SP6 flanqueando a una región de clonación múl-

tiple que se encuentra en la secuencia codificante de la enzima β-galactosidasa.

KanMX [91]: formado por la secuencia codificante del gen de resistencia a kanamicina del 

transposón bacteriano Tn903, bajo el control del promotor y terminador del gen TEF1 de A. gossypii. 

Este marcador confiere resistencia a G418 en A. gossypii y a kanamicina en bacterias, útil para la 

construcción de plásmidos en E. coli.

Otros plásmidos que se han construido en el laboratorio y que se han empleado en este tra-

bajo son:

pJR1742: Deriva del vector Bluescript SK+ y lleva el marcador HygR que confiere resistencia a 

higromicina. La secuencia codificante del gen de resistencia a higromicina de Streptomyces hygros-

copicus [92] se encuentra bajo el control del promotor y terminador del gen LEU2 de A. gossypii.

pJR2824: Contiene el marcador KanMX flanqueado por la secuencia loxP (loxP-KanMX-

loxP). El marcador KanMX está compuesto por la secuencia codificante del gen que confiere resis-

tencia a kanamicina del transposón bacteriano Tn903, bajo el control del promotor y terminador del 

gen TEF1 de A. gossypii. Las secuencias loxP están constituidas por dos secuencias repetidas e in-

vertidas de 8 pares de bases (ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT). Estas secuencias 

son reconocidas por la recombinasa Cre.
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pJR3014: deriva del plásmido pJR1742. Contiene el marcador HygR y el gen que codifica 

para la recombinasa Cre.

pJR3298: deriva del plásmido pJR2824. Contiene el marcador KanMX flanqueado por los 

sitios loxP y el promotor GPDp de A. gossypii.

pJR3388: contiene el módulo loxP-KanMX-loxP obtenido a partir del plásmido pJR2824 por 

amplificación por PCR empleando los oligonucleótidos oli-loxPK-F1 y oli-loxPKan-short-5.

III.2.OLIGONUCLEÓTIDOS

Los oligonucleótidos empleados en este trabajo fueron sintetizados por biomers.net (Ulm, 

Alemania) y sus secuencias se detallan en la la siguiente tabla:
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Las secuencias de nucleótidos subrayadas corresponden a las dianas de restricción que se 

han introducido en los oligonucleótidos para su introducción en el fragmento de ADN a amplificar me-

diante PCR. Las secuencias marcadas en negrita corresponden a los cuatro nucleótidos específicos 

introducidos en los oligonucleótidos que contienen una diana de restricción para BsaI y que es donde 

corta esta enzima.

IV.PREPARACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS

IV.1.OBTENCIÓN DE ADN PLASMÍDICO DE E. coli

El método empleado para la obtención de ADN plasmídico de E. coli fue el kit PureYieldTM 

Plasmid Miniprep System (Promega) de acuerdo a las especificaciones dadas por el proveedor.

IV.2.OBTENCIÓN DE ADN GENÓMICO DE A. gossypii

El micelio, recogido por filtración a partir de 100 ml de cultivo, se lavó con H2O destilada y se 

resuspendió en 15 ml de una solución 1 M sorbitol, 20 mM EDTA y 20 mg Zymoliase (Zymoliase-20T 

Seikagaku Kogyo). Se incubó a 37ºC hasta la formación de protoplastos a partir del micelio (30-60 

minutos). A continuación se añadieron 5 ml de una solución, hasta obtener una concentración final de: 

50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 100 mM EDTA y 0,5% SDS, y se incubó 20 minutos a 65ºC. La 

muestra se extrajo dos veces con fenol-cloroformo y los ácidos nucleicos se precipitaron por la adi-

ción de 2,5 volúmenes de etanol 100%. El precipitado se resuspendió en 150 μl de H2O destilada y 

tratado con RNasa (50 mg) a 37ºC para la eliminación del ARN de la muestra. Por último, el ADN se 

Materiales y Métodos

95



precipitó añadiendo un volumen de 0.3 M AcONa pH 7 y 0,6 volúmenes de isopropanol, se desecó y 

se resuspendió en 50-100 μl de H2O destilada.

IV.3.OBTENCIÓN DE ARN DE A. gossypii

El micelio recogido por filtración de 50 ml de cultivo fue congelado con N2 líquido y pulveriza-

do con un mortero. El polvo obtenido fue resuspendido en 1 ml de TRIzol® Reagent (Invitrogen) y tra-

tado según las especificaciones dadas por el proveedor. Cuando fue necesario, el ARN fue tratado 

con 20u de DNasa I libre de RNasas (Roche) y posteriormente vuelto a precipitar. El ARN se cuantifi-

có en un espectrofotómetro a 260 nm.

V.MANIPULACIÓN DE MICROORGANISMOS

V.1.TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS DE E. coli

Para la transformación de células competentes se mezclaron 100 μl de células con el ADN 

transformante (10 pg-25 ng) y se incubó en hielo 20 minutos. La mezcla de trasnformación se sometió 

a choque térmico a 42ºC durante 2 minutos seguido de 2 minutos en hielo. Se añadieron 500 μl de LB 

a la mezcla y se incubó entre 45-60 minutos a 37ºC. Finalmente, se recogió la mezcla de transforma-

ción por centrifugación a 8000 g durante 3 minutos y se sembró en el medio de selección adecuado.

V.2.OBTENCIÓN DE ESPORAS DE A. gossypii

Micelio fresco se sembraba en varias placas del medio de esporulación (SPA) y se incubaba a 

28ºC durante 3-6 días. Con una espátula estéril se recogía el micelio y se pasaba a un matraz al que 

se añadían 4 ml por placa de una solución acuosa que contenía 1 mg/ml de Zymoliase (Zymoliase-

20T Seikagazu Kogyo) para lisar el micelio y liberar las esporas contenidas en las hifas. La muestra 

se incubaba en agitación (250 r.p.m.) durante 30 minutos a 37ºC. Las esporas se recogieron por cen-

trifugación a 2000 g y se lavaron dos veces con Triton X-100 al 0.03%. Por último se resuspendían en 

medio rico (MA2) y se guardaban a 4ºC para su posterior uso.

V.3.TRANSFORMACIÓN DE ESPORAS DE A. gossypii

Medio rico líquido (100 ml) era inoculado con 106 esporas e incubado durante 12-13 horas a 

28ºC en agitación (250 r.p.m.). Las esporas germinadas eran recogidas por filtración, lavadas con 

H2O destilada y resuspendidas en 20 ml de una solución 50 mM tampón fosfato potásico pH 7.5, 25 

mM DTT. A continuación se incubaban a 28ºC en agitación (200 r.p.m.) durante 30 minutos y se reco-

gían por centrifugación a 8000 g. Se lavaban dos veces con tampón frío STM (270 mM sacarosa, 10 

mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM MgCl2) y se resuspendían en 1 ml del mismo tampón. Para el proceso de 

transformación se transferían 200 μl de la suspensión de esporas a una cubeta de electroporación 0.4 

cm3 (Bio-Rad) enfriada previamente en hielo. Tras añadir el ADN (5-10 μg), la muestra se sometía a 
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un campo eléctrico (1500 V, 200 W, 25 mF) en un electroporador Gene-Pulser (Bio-Rad). Inmediata-

mente la mezcla se recogía con 1 ml de medio rico (MA2), se transfería a un tubo de 1,5 ml y se cen-

trifugaba a 8000 g durante 5 minutos. El sobrenadante se eliminaba y las esporas se resuspendían en 

200 μl de medio rico. Finalmente, se sembraba en placas de medio sólido (MA2). Las placas se incu-

baban a 28ºC durante 5-6 horas para permitir la regeneración de las esporas. Transcurrido ese tiem-

po, se añadía la cobertera (5 ml) que consistía en una solución acuosa de agarosa 0.4% fundida que 

contenía el antibiótico de selección a la concentración adecuada.

V.4.OBTENCIÓN Y ANÁLISIS DE LOS TRANSFORMANTES DE A. gossypii

Los transformantes primarios, debido a su naturaleza heterocariótica, deben ser esporulados 

para la posterior selección de los transformantes homocarióticos portadores de la integración estable. 

Dichos transformantes se verificaron mediante la técnica de PCR.

VI.MANIPULACIÓN DEL ADN

VI.1.DIGESTIÓN ENZIMÁTICA Y LIGACIÓN

Las diferentes enzimas de restricción que se emplearon en este trabajo fueron suministradas 

por las casas comerciales Fermentas, Promega y New England Biolabs y se utilizaron de acuerdo a 

las especificaciones dadas por los diferentes proveedores.

La ligación entre fragmentos de ADN con extremos compatibles se realizó con la enzima T4 

ADN ligasa (Fermentas) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Las moléculas de interés se 

seleccionaron por transformación de células competentes de E. coli DH5α con la mezcla de ligación y 

su posterior selección en medio sólido con el antibiótico correspondiente.

VI.2.ELECTROFORESIS DE ADN

La electroforesis de ADN se realizó en geles de agarosa 0,8% (p/v) con bromuro de etidio. La 

electroforesis se desarrolló a voltaje constante (100 V) en tampón TBE (90 mM Tris-HCl, 90 mM ácido 

bórico, 2mM EDTA). Las bandas se observaron sobre un transiluminador de luz ultravioleta acoplado 

a un sistema de fotografía digital Gel Doc 2000 Bio-Rad.
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VI.3.PURIFICACIÓN DE UN FRAGMENTO DE ADN EN GEL DE AGAROSA

El fragmento de ADN de interés,visualizado bajo luz ultravioleta de onda larga (366 nm) con 

un transiluminador, era recortado de un gel de agarosa con un bisturí. A continuación el fragmento de 

ADN era purificado con el kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (Amersham Biosciences) 

siguiendo las especificaciones dadas por el proveedor.

VI.4.AMPLIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN POR LA REACCIÓN EN CADENA DE LA 
POLIMERASA (PCR)

Para la amplificación de fragmentos de ADN se emplearon diferentes polimerasas depen-

diendo de las necesidades de cada caso. Para la amplificación de fragmentos con una alta fidelidad 

se emplearon las polimerasas High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas), Expand High Fidelity (Roche) o 

Phusion® (Thermo Scientific). Para el resto de amplificaciones se utilizó la polimerasa GoTaq (Fermentas). 

En todos los casos las reacciones se prepararon según las especificaciones dadas por el proveedor.

El proceso de amplificación constaba de una primera etapa de desnaturalización (5 min a 

94ºC), seguida de una etapa de amplificación (30 ciclos) y finalmente de una etapa de extensión (10 

min a 72ºC). Cada ciclo de la etapa de amplificación incluía 1 min de desnaturalización a 94ºC, 40 s 

de anillamiento a la temperatura adecuada dependiendo de la temperatura media de fusión de los 

oligonucleótidos (Tm) y por último un tiempo de extensión a 72ºC durante 1 min/kb  de ADN a amplifi-

car. Cuando se utilizó la polimerasa Phusion® (Thermo Scientific) estas condiciones variaron. En este 

caso el proceso de amplificación constaba de una etapa de desnaturalización a 98ºC durante 1 min, 

seguida de una etapa de amplificación (35 ciclos), y una etapa de extensión a 72ºC durante 10 min. 

La etapa de amplificación incluía 10 s de desnaturalización a 98ºC, 30 s a una temperatura depen-

diente de la Tm de los oligonucleótidos y un tiempo de extensión a 72ºC durante 15 s/kb  de ADN a 

amplificar. Cuando el tamaño de los oligonucleótidos excedía las 20 pb, la temperatura de anillamien-

to era 3ºC superior a la Tm del oligonucleótido con menor temperatura de fusión.

VI.5.SECUENCIACIÓN DE ADN

Todas las muestras fueron secuenciadas en el Servicio de Secuenciación Automática de la 

Universidad de Salamanca (Laboratorio 314, Edificio Departamental. Salamanca, España. E-mail: 

serv.sadn@usal.es) mediante el método de Sanger en un secuenciador automático modelo ABI 

PRISM 377 (Applied Biosystems) y el kit “ABI PRISM® BigDyeTM Primer v.30 Cycle Sequencing 

Ready Reaction with AmpliTaq® DNA Polymerase, FS” (Applied Biosystems).

VI.6.SISTEMA DE CLONACIÓN INFUSION® (CLONTECH LABORATORIES, INC.)

El sistema InFusion® consiste en la clonación de uno o más fragmentos en un vector, pose-

yendo todos ellos al menos 15 pb  solapantes entre sí en sus extremos. La introducción de esas 15 pb 

en los extremos se puede realizar mediante amplificación por PCR de todos los fragmentos emplean-
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do oligonucleótidos que incluyan esas secuencias en sus extremos 5ʼ. La clonación se llevaba a cabo 

siguiendo las especificaciones del proveedor.

VI.7.SISTEMA DE CLONACIÓN GOLDEN GATE

El sistema Golden Gate [93] consiste en la unión de dos o más fragmentos, procedentes cada 

uno de ellos de un plásmido, y su clonación en un vector de destino. Cada fragmento de ADN tiene en 

cada uno de sus extremos una diana de restricción para BsaI. Esta enzima de restricción es de tipo II: 

corta fuera de la secuencia de reconocimiento GGTCTC dejando tras la digestión extremos cohesivos 

de cuatro nucleótidos. Esto permite en el diseño de los oligonucleótidos la introducción de dianas de 

restricción para BsaI junto a una secuencia determinada de cuatro nucleótidos, que será donde corte 

la enzima. Esa secuencia será complementaria a aquella secuencia de cuatro nucleótidos del frag-

mento al que se quiere unir, perdiéndose la diana de restricción tras la ligación.

Cada fragmento de ADN se amplificó mediante PCR con oligonucleótidos específicos inclu-

yendo una diana de restricción para BsaI en los extremos. Los oligonucleótidos se diseñaron inclu-

yendo secuencias de 4 nucleótidos específicos para cada uno de los fragmentos donde cortará la 

enzima dejando extremos cohesivos. Cada fragmento de ADN obtenido se clonó en un vector pGEM 

Teasy (Promega). El vector de destino utilizado era el pJR3652 que contiene dianas de restricción 

para SapI. Este plásmido se obtuvo mediante la amplificación por PCR del fragmento lacZ empleando 

los oligos C12B-fw y C12B-rv, que contienen en los extremos 5ʼ  dianas de restricción para SapI, y su 

ligación al vector pDGB\C12B  mediante el sistema de clonación In-Fusion® (Clontech Laboratories, 

Inc.). Este vector contiene el gen que confiere resistencia a espectinomicina como marcador de se-

lección.

En un tubo de 0,2 ml se añadían: 100 ng del vector de destino digerido previamente con SapI; 

cantidades equimolares de cada uno de los plásmidos que contienen los fragmentos de ADN a clonar; 

1X buffer NEB T4; 1X BSA, 1 μl BsaI (New England Biolabs® Inc.), 1 μl ligasa NEB  T4 2.000.000 u/ml 

(New England Biolabs® Inc.); y H2O hasta un volumen final de 15 μl.

La reacción se llevó a cabo en un termociclador con las siguientes condiciones: 35 ciclos 

(37ºC durante 3 min y 16ºC durante 4 min) seguido de un ciclo (50ºC durante 5 min y 80ºC durante 5 

min) [94].

Células DH5α se transformaban con 10 μl de la reacción y los transformantes se seleccionaban 

en medio sólido LB suplementado con espectinomicina (Sigma-Aldrich®) y kanamicina (ForMedium™).

VI.8.CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS

VI.8.1.
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VII.MANIPULACIÓN DEL ARN

VII.1.SÍNTESIS DE ADN COPIA (ADNc)

El ADN copia (ADNc) fue sintetizado a partir de 1 μg de ARN total libre de ADN en una reac-

ción de transcripción reversa empleando el kit “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit”  (Roche). 

La reacción se realizó utilizando el cebador oligo-dT (18 mer) contenido en el kit y siguiendo las espe-

cificaciones del proveedor.

VII.2.PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (RT-PCR)

Para la PCR cuantitativa a tiempo real se empleó 1 μl de ADNc sintetizado de cada una de 

las muestras a analizar y se amplificó en un termociclador LightCycler® 480 System (Roche) usando 

oligonucleótidos específicos de los genes diana a una concentración final 0.5 μM cada uno. Para la am-

plificación se utilizó el kit “LightCycler® 480 SYBR Green I Master” (Roche) de acuerdo a las especifica-

ciones dadas por el proveedor. La reacción se realizó en placas de PCR de 96 pocillos (LightCycler® 

480 Multiwell Plate 96, white (Roche)).

Las condiciones empleadas para la amplificación fueron las siguientes: activación de la ADN 

polimerasa durante 10 min a 95ºC, 45 ciclos (95ºC durante 10 s, Tm de los oligos durante 20 s, 72ºC 

durante 30 s), un ciclo (95ºC durante 5 s, Tm+10ºC durante 1 min, 97ºC) y por último una incubación 

a 40ºC durante 10 s.

La cuantificación de cada tránscrito se determinó de acuerdo al ciclo (Ct) en el que la señal 

de fluorescencia comienza a incrementar de manera exponencial, por encima de la señal de fluores-

cencia de fondo. Los niveles de ARNm de cada gen fueron normalizados frente al gen AgACT1 de la 

misma muestra mediante el método del incremento 2-ΔCt, donde ΔCt=Ctgen diana -CtAgACT1. Para realizar 

la cuantificación relativa de cada muestra frente a la muestra control, después de la normalización de 
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cada muestra, se utilizó el método 2–ΔΔCt, donde ΔΔCt = ΔCtmuestra problema –ΔCtmuestra control [95]. A partir 

de estos valores, se calculó la media y la desviación estándar.

Para la cuantificación absoluta 

! ! ! ! ! ! !  Se realizaron diluciones seriadas 

1:10 del plásmido en el rango de 102 a 107 copias/μl que se emplearon para la construcción de la cur-

va estándar. Para la determinación del número de copias del plásmido se empleó la siguiente fórmula 

[96], en la que la concentración del plásmido en gramos se determinó mediante la medición de la ab-

sorbancia de la muestra en un espectofotómetro a una longitud de onda de 280 nm: 

El número de copias del gen diana se determinó relacionando los valores Ct de cada muestra 

con la recta patrón y se normalizó frente al número de copias del gen AgACT1.

VIII.DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ÁCIDO FÓLICO

VIII.1.ENSAYO BIOLÓGICO PARA LA DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ÁCIDO FÓLICO

VIII.1.1.Obtención y tratamiento de extractos celulares y sobrenadantes

La cuantificación de ácido fólico en las diferentes cepas se realizó a partir de cultivos líquidos 

(100 ml) de MA2, suplementados con 20 mg/L de pABA, que fueron inoculados con 200 μl de un prei-

nóculo (5 ml de MA2 inoculados con 200 μl de esporas) que había sido incubado durante 48 horas. A 

intervalos de 24 horas se tomaron muestras de 10 ml de cultivo. Estas muestras se dividieron en dos, 

una de ellas para la determinación del micelio presente en el medio y la otra para la determinación de 

ácido fólico. 

Para la determinación del peso seco, el micelio presente en cada muestra fue recogido por 

filtración, lavado una vez con H2O destilada y secado a 65ºC, tras lo cual fue pesado.

Para la determinación de ácido fólico intracelular, la muestra de cultivo fue filtrada y lavada 

una vez con H2O destilada. El micelio se resupendió en 1 ml de una solución tampón 0.1 M fosfato 

potásico pH 6.1, ascorbato de sodio 2% (p/v), β-mercaptoetanol 0.1% (v/v). Se añadieron 0.1 volú-

menes de bolas de vidrio 425-600 mm de diámetro (Sigma) y se sometieron a agitación en una 

FastPrep  FP120 (BIO  101, Vista, California), 3 ciclos de 15 segundos. Se centrifugó a 8000 g y el so-

brenadante se pasó a otro tubo de 1.5 ml. Se tomaron 250 μl de cada muestra, se llevaron a un vo-

lumen final de 10 ml de solución 0.1M fosfato potásico pH 6.1 y se añadieron 2.5 mg de pancreatina 

Nº copias =
6,02×1023  copias/mol  ×  g ADN

pb ADN  ×  660 g/mol/pb
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de cerdo (Sigma) para hidrolizar la cola de poliglutamatos de los folatos. Las muestras se incubaron 

2-4 horas a 37ºC en la oscuridad. Pasado ese tiempo, las muestras se incubaron a 95ºC en un baño 

de H2O  destilada durante 30 min para liberar los folatos que pudieran estar unidos a proteínas. Las 

muestras fueron entonces filtradas usando un filtro de 0.2 μm.

Para la determinación de ácido fólico extracelular, se recogieron 500 μl de sobrenadante y la 

muestra se diluyó 1:1 en buffer a una concentración final 0.1 M fosfato potásico pH 6.1, ascorbato de 

sodio 2% (p/v), β-mercaptoetanol 0.1% (v/v). A continuación, las muestras se filtraron usando un filtro 

de 0.2 μm.

VIII.1.2.Análisis de las muestras

Para la preparación de la curva estándar, 50 mg de ácido fólico se disolvieron en 500 ml de 

NaOH 0,6 mM. El pH se ajustó entre 7 y 8 con HCl. 10 ml de esta solución se llevó a un volumen de 

500 ml. 1 ml de esta última solución se llevó a un volumen de 1 L, obteniendo así una concentración 

de 2 ng/ml de ácido fólico. Esta solución se esterilizó por filtración empleando un filtro 0.2 μm.

El ensayo para la determinación del ácido fólico se realizó en placas microtiter de 96 pocillos. 

Para la curva estándar, se añadieron 135 μl del medio Folic Acid Casei Medium a una concentración 

1X y 15 μl del stock de ácido fólico 2 ng/ml a un pocillo, y 75 μl del medio al resto de pocillos. Se hi-

cieron diluciones seriadas 1:2 a partir del primer pocillo. La curva se hizo por duplicado. Las concen-

traciones finales de ácido fólico fueron de 0,2, 0,1, 0,05, 0,025, 0,0125 y 0,00625 ng/ml. Para las 

muestras, se añadieron a un pocillo 135 μl del medio a concentración 1X y 15 μl de la muestra a ana-

lizar; al resto de pocillos se añadieron 75 μl de medio. Al igual que con los estándares, se hicieron 

diluciones seriadas 1:2 partiendo del primero pocillo. Las diluciones finales realizadas para los extrac-

tos fueron desde! ! , dependiendo de la muestra; y para los sobrenadantes, de! !

! , dependiendo de la muestra.

Una colonia de L. rhamnosus, crecida en medio sólido Lactobacilli Agar AOAC, fue resuspen-

dida en 1 ml de Folic Acid Casei Medium 1X. De esta solución, se realizó una dilución 1:100 en el 

mismo medio y se añadieron 75 μl de esta solución a cada pocillo. La placa microtiter se selló, y se 

incubó a 37ºC en la oscuridad durante 48 horas. Pasado este tiempo, el crecimiento de L. rhamnosus 

se midió por abosorbancia a 595 nm en un lector de placas (Varioskan Flash (Thermo Scientific)). La 

concentración de ácido fólico de cada muestra se determinó por extrapolación de la absorbancia a la 

recta patrón que se obtuvo con los estándares y la posterior corrección del factor de dilución.

Para la determinación de ácido fólico en los sobrenadantes se midió la concentración de esta 

vitamina presente en el medio rico MA2 (18,20 ± 6,20 μg/L) y esta cantidad se restó de las concentra-

ciones obtenidas de cada una de las muestras. 
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VIII.2.HPLC

Los análisis de las distintas formas de folatos se realizaron mediante la técnica HPLC en co-

laboración con el laboratorio del Dr. Gaspar Ros, Departamento de Tecnología de Alimentos, Nutrición 

y Bromatología de la Universidad de Murcia, llevados a cabo por el Dr. Rubén López Nicolás.

VIII.2.1.Obtención y tratamiento de extractos celulares

Los cultivos se realizaron de la misma forma explicada en el punto VIII.1., filtrando en esta oca-

sión 20 ml de cultivo para la determinación de folatos. El micelio se resuspendió en 5 ml de buffer Ches-

Hepes pH 7.85, se añadieron 0.1 volúmenes de bolas de vidrio 425-600 mm de diámetro (Sigma) y se 

sometieron a vortex. Se llevó a ebullición durante 10 min y a continuación se enfrió en hielo. Se ajustó el 

pH de las muestras a 4.9, se añadió 1 ml de conjugasa obtenida a partir de riñón de cerdo (20 mg de 

conjugasa/ml de ascorbato de sodio 1%, Sigma) y se incubó a 37ºC en un baño durante 3 horas. Las 

muestras se centrifugaron y el sobrenadante se filtró utilizando filtros de 0.45 μm de diámetro y se les 

añadió 10-15 μl de β-mercaptoetanol. Los folatos se purificaron empleando cartuchos de intercambio 

aniónico SAX. Previamente es necesario el equilibrado de los cartuchos. Para ello se lavaron con dos 

volúmenes de hexano, seguido de un volumen de metanol, un volumen de agua mili-Q y por último se 

hizo pasar un volumen de buffer fosfato 0.01 M , β-mercaptoetanol 0.1 % pH 7. A continuación se pa-

saron las muestras lentamente, seguido de un lavado con agua mili-Q. Por último los folatos se eluye-

ron en 2-2.5 ml de buffer de elución (acetato sódico 0.1 M, ácido ascórbico 1 %, NaCl 10 %, β-mer-

captoetanol 0.1 %).

VIII.2.2.Calibración de los estándares

Los patrones utilizados fueron obtenidos de Dr Schirckʼs Laboratories y fueron: ácido dihidro-

fólico, ácido tetrahidrofólico, ácido 5-metiltetrahidrofólico, ácido 5-formiltetrahidrofólico y ácido fólico.

Se prepararon soluciones stock a una concentración 100 μg/ml. Para ello se disolvió 10 mg 

del estándar en 10 ml de una solución sodio borato 5 mM, β-mercaptoetanol 0.4 %. A continuación se 

hizo una dilución 1:10 en ácido ascórbico 1 % y alicuotas de 1 ml se guardaron a -80ºC.

Se procedió al cálculo exacto de las concentraciones de los estándares. Un mililitro de la so-

lución stock se diluyó en 100 ml de un buffer fosfato 0.1 M, ácido ascórbico 0.1 %, pH 7 y se midió en 

un espectofotómetro a 290 nm. El cálculo de las concentraciones se realizó mediante las absorban-

cias y los coeficientes de extinción molar (l·mmol-1·cm-1) [97]: THF ε=29.1; 5-metil-THF ε=31.7; 5-

formil-THF ε=37.2; ácido fólico ε=27.6. 
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VIII.2.3.Análisis de las muestras

Para la determinación de las distintas formas de folatos se utilizó un sistema de HPLC-MS/MS 

formado por un sistema HPLC Agilent 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), equipado con 

una bomba capilar y autoinyector, acoplado a un espectrómetro de masas Agilent Ion Trap XCT Plus 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 

40 μl de cada muestra se inyectaron en una columna Supelco Discovery C18 (5 μm, 10 x  2,1 

mm) a una velocidad de flujo de 200 μl/min. La fase móvil A utilizada fue ácido fórmico 0,1% y la fase 

móvil B, acetonitrilo y ácido fórmico 0,1%. El tiempo de adquisición para cada muestra fue de 45 min, 

seguido de un período de 15 min para reequilibrar la columna antes de la inyección de la siguiente 

muestra. Se usó un programa de gradiente, comenzando con 10% de fase móvil B  y 90% de fase 

móvil A y manteniéndolo durante 5 min. A continuación, se aumentó la concentración de la fase móvil 

B  hasta 100% en 25 min, manteniendo durante 10 min, y volviendo a bajar a una concentración de 10 

% en 5 min. El detector de ultravioleta se ajustó a una longitud de onda de 290 nm y el detector de 

fluorescencia a una longitud de onda de excitación de 280 nm y una de emisión de 350 nm.

El espectrómetro de masas se operó en modo positivo con un voltaje de spray capilar de 

3500 V y una velocidad de barrido de 22000 (m/z)/min en un rango de 100 a 600 m/z. El objetivo 

Smart ICC se ajustó a 200.000 cuentas, mientras que el tiempo de acumulación máxima fue de 20 

mseg. La presión del gas nebulizador (He) se fijó a 30 psi, y el gas de secado se ajustó a un flujo de 8 

l/min a una temperatura de 350ºC. La relación masa-carga (m/z) de los iones precursores y de los 

iones producto, obtenidos de la fragmentación de los iones precursores seleccionados, de cada com-

puesto se muestra en la tabla:

Compuesto Ion precursor (m/z) Ion producto (m/z)

pABA 138,0 120,0

Ácido fólico 442,2 295,0

DHF 444,2 297,2

THF 446,2 299,0

5-metil-THF 460,2 313,1

5-formil-THF 474,2 327,2

IX.SOPORTE INFORMÁTICO

El análisis de las secuencias de ADN se realizó con los distintos programas: EditSeq, 

SeqMan II y MegAlign, suministrados por ADNstar (ADNstar Inc, Madison, WI). La búsqueda de se-

cuencias de genes de A. gossypii se realizó mediante la base de datos Ashbya Genome Database.
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Las imagenes de geles de agarosa con muestras de ADN se tomaron con el equipo de foto-

grafía electrónica Gel Doc 2000 (BioRad).

El análisis de los datos de PCR cuantitativa a tiempo real se realizó con el programa LightCycler® 

480 Software, versión 1.5 (Roche).

El análisis de los espectros de masas obtenidos por HPLC-MS/MS se realizó con el programa 

DataAnalysis para LC/MSD Trap versión 3.2 (Bruker Daltonik, GmbH, Germany).

La medición del crecimiento de L. rhamnosus para la determinación de la concentración de 

ácido fólico se realizó con el programa SkanIt® Software for Varioskan® Flash, versión 2.4.3 (Thermo 

Scientific).

La redacción de esta memoria se hizo con el programa Pages ʼ09 versión 4.1 (Apple Inc.). La 

configuración de las distintas gráficas se realizó con el programa Numbers ʼ09 ʰa(Apple Inc.). El análi-

sis de imágenes se realizó con el programa Adobe Photoshop  7.0 (Adobe Systems Incorporated) y el 

programa Keynote ʼ09 (Apple Inc.). La redacción de la bibliografía se hizo mediante el programa 

EndNote X4 (Thomson Reteurs).
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