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Introduccion

0.1 Mucorales

0.1.1 Taxonomia

Los hongos forman un linaje de organismos de aspectos muy diversos, como
setas, levaduras, royas, trufas, mohos y muchos otros menos conocidos (Alexopoulos et
al., 1996). Se han descrito mas de setenta mil especies y se estima que deben existir
1,5 millones (Hawksworth, 1991; Hawksworth et al., 1995). Constituyen uno de los
Reinos en que se clasifican los seres vivos.

Los Mucorales (Zycha et al.,1969; Walher et al., 20013) son un vasto conjunto de
hongos escasamente conocido en sus aspectos fundamentales y casi tan distante de
otros hongos filamentosos como de los animales y las plantas. Considerados
tradicionalmente un Orden dividido en 9 Familias (Zycha et al.,1969), constituyen sin
duda un taxon de nivel muy superior, que puede ser llamado Mucoromycota o
Mucoromycotina. La taxonomia de los hongos se encuentra en revision (Voigt et al.,
2013), pero parece razonable aceptar un phylum Zygomycota y un subphylum
Mucoromycotina (Hibbet et al., 2007). Aqui los llamaremos mucorales, sin mayuscula ni
cursiva, como nombre comdn bien asentado por su uso histoérico.

Se ha propuesto (Walther et al., 2013) un orden Mucorales, sensu stricto, que
comprende solo cuatro familias del orden tradicional: Mucoraceae, Thamnidiaceae,
Choanephoraceae y Syncephalastraceae, ahora divididas en 13 familias (Figura 1). Para
ello se han estudiado mas de 600 estirpes y se han comparado sus secuencias ITS
(secuencias del ADN para ARNr, transcritos, pero desechados) y LSU (secuencia de ADN

que codifica el ARNr de mayor tamafo).
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Reino Phylum Subphylum Orden Familia Especie

Phycomycetaceae— Phycomyces blakesleeanus
Kickxellomycotina Mycotyphaceae
' Cunninghamellaceae
Zvgomycota Entomophthoromycotina . Choanephoraceae— Blakeslea trispora
ygomy Mortierellales .
) ) Radiomycetaceae
Neocallimastigomycota| Mucoromycotina — Endogonales Backusellaceae
Blastocladiomycota Mucor circinelloides
| Mucorales— pMycoraceae
Glomeromycota Zoopagomycotina Sakseneaceae Rhizopus oryzae
Hongos Chytridiomycota Pilobolaceae
Syncephalastraceae
Ascomycota (Neurospora, Saccharomyces...) Lichtheimiaceae
L Dykarya Rhizopodaceae
Basidiomycota (Agaricus, Ustilago...) Umbelopsidaceae

Figura 1. Esquema taxonémico de los mucorales. En negrita se destacan los grupos bajando de nivel
taxonémico hasta llegar a las especies destacadas en esta tesis.

Este trabajo se ocupa de tres de los mucorales mas conocidos: Phycomyces
blakesleeanus, Blakeslea trisporay Mucor circinelloides, pertenecientes a las familias
Phycomycetaceaes, Choanephoraceae y Mucoraceae, respectivamente. Estos organismos
se llamaran simplemente Phycomyces, Blakeslea y Mucor, cuando no haya confusion.

El nombre del primero esta bien asentado, mientras que el género Mucor es tan
heterogéneo que sin duda requerira nuevos nombres en un futuro proximo y el género
Blakeslea probablemente debera integrarse en el género Choanephora, mas antiguo.

Disponemos de las secuencias genomicas completas de Rhizopus oryzae

(sinénimo de R. arrhizus) y Phycomyces blakesleeanus, publicadas por el Broad

Institute, y Mucor circinelloides, por el Joint Genome Institute.

0.1.2 Historia natural

Los mucorales son, en su mayoria, saprofitos, aunque algunas especies son
parasitos de animales, plantas y otros hongos. Phycomyces se encuentra en ambientes
humedos de todo el mundo, viviendo sobre materia en descomposicion. Se ha visto en
muy pocas ocasiones en la naturaleza, pero sus esporas se encuentran con frecuencia en
heces sélidas de mamiferos. Blakeslea se encuentra sobre todo en regiones tropicales
como parasito de hojas, pero no es un patégeno de plantas, sino un oportunista (Zycha

et al., 1969; Webster, 1993); se ha encontrado en las flores de Artocarpus integer, de la

14



familia Moraceae (Sakai et al., 2000), donde su papel podria ser el de atraer insectos,
con lo que seria el primer hongo conocido que participa en la polinizacién de plantas.
Mucor presenta una amplia distribucion geografica y se encuentra en suelos, sobre
materia organica en descomposicion y en otros ambientes, incluso como patoégeno de
humanos (Ribes et al., 2000).

Aunque los tres hongos difieren en sus preferencias ambientales y en sus
temperaturas optimas de crecimiento, pueden cultivarse en las mismas condiciones de
medio y temperatura en el laboratorio.

Los tres hongos se encuentran usualmente en forma vegetativa haploide. El ciclo
vegetativo comienza con la germinacion de esporas (mas propiamente
esporangiosporas). Las de Phycomyces (Cerda-Olmedo y Heisenberg, 1968) son
aproximadamente elipsoidales y multinucleadas, con 3,4 nucleos por espora de media
(Figura 2); en algunos medios que permiten el crecimiento micelial 6ptimo, germinan
diariamente un 2% de las esporas, pero el calentamiento a 48-50 °C y diferentes
agentes quimicos, como el acetato, producen la germinacion masiva e inmediata
(Robbins et al., 1942; Ribero y Cerda-Olmedo, 1994).

Las esporas de Blakeslea utilizadas en este trabajo (estirpes F921(-) y F986(+))
son multinucleadas (con 4,7 y 6,4 nlcleos por espora de media, respectivamente)
(Mehta et al., 2003). Tienen forma elipsoidal, son de color pardorrojizo, estan rayadas
longitudinalmente y presentan unas prolongaciones fibrilares en los extremos que
provocan la formacién de agregados. Se tratan con detergente para desenmaranarlas y
germinan sin activacion previa en los medios de cultivo usuales (Mehta et al., 2003).

Las esporas de la estirpe CBS277.49 (-) de Mucor son irregulares en forma,
tamano y nimero de nlcleos (de 1 a 16); las de la estirpe NRRL3631 (+) son de aspecto
uniforme, casi esféricas y uninucleadas (Li et al., 2011). En ambos casos germinan
espontaneamente en los medios de cultivo usuales.

A partir de las esporas germinadas se desarrollan hifas cilindricas no tabicadas
que se van ramificando para formar una masa, el micelio, tan grande como permitan los
nutrientes y las demas circunstancias. En cultivos en medio liquido agitado aparecen
masas miceliares esféricas, mientras que en medio sélido o liquido sin agitacion se
extienden superficialmente de forma radial (Figura 2) y desarrollan estructuras aéreas,
los esporangioforos, especializadas en la esporulacion. Mucor desarrolla también hifas

aéreas que le dan un aspecto algodonoso. Los esporangiéforos difieren mucho en forma
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Phycomyces Blakeslea Mucor Phycomyces Blakeslea Mucor

Figura 2. Comparacion de las esporas y los esporangioforos de Phycomyces, Blakesleay Mucor.

y tamano entre las distintas especies. Los de Phycomyces pueden ser, dependiendo de
las condiciones, micréforos (milimetros) o macréforos (varios centimetros). Los de
Mucor y Blakeslea son mucho menores (de 50 a 80 y de 20 a 45 pym, respectivamente).
Estas estructuras son fototropicas. En el extremo de los esporangioforos se generan los
esporangios, de forma esférica, que contienen las esporas del ciclo asexual (Figura 2).

Blakeslee en 1904 reconocio en las estirpes de los mucorales dos sexos que llamoé
(+) y (<), indistinguibles morfolégicamente y solo identificables por su reaccion mutua.
La proximidad de micelios de distinto sexo sobre medio sélido induce el comienzo del
ciclo sexual. Ambos sexos, antes de ponerse en contacto, difunden sefales quimicas
especificas (Burgeff, 1924); esta fue la primera demostracion de feromonas en la
naturaleza. Aln no se han identificado quimicamente, pero se sabe que son derivados
del B-caroteno, ya que los mutantes que no pueden sintetizarlo son incapaces de
estimular al sexo contrario (Sutter, 1975).

El primer cambio morfoldgico apreciable del ciclo sexual es el engrosamiento de
las puntas de las hifas, que se convierten en los cigoforos. Estos se entrelazan por
parejas para formar las cigosporas (Figura 3), que contienen citoplasma y nlcleos de
ambos sexos. Su tamano y forma es muy variable dependiendo de la especie, siendo
mucho mayores en Phycomyces que en Mucor o Blakeslea (Figura 4).

Las cigosporas de Phycomyces germinan tras un periodo de incubaciéon de 2 a 3
meses y forman directamente estructuras parecidas a los esporangioforos y los
esporangios del ciclo vegetativo, con la diferencia importante de que las cigosporas son

productos de recombinacion. Se ha desarrollado asi el analisis genético de Phycomyces.
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Cigoforos (silvestre x silvestre) Cigdforos (mutante x silvestre)

Figura 3. Desarrollo de la cigospora en Phycomyces. Cuando micelios de sexos opuestos se encuentran
sobre una superficie solida desarrollan hifas gruesas, llamadas cigéforos, en respuesta a un intercambio de
sefiales quimicas. Estas contactan y se desarrollan en el aire adoptando una disposicion en tenazas, en la
que cada mitad estd compuesta por la regién distal de un cigéforo, el progametangio. Una pared transversal
tabica los apices de cada progametangio, separando una célula llamada gametangio; la parte restante se
llama suspensor. La fusion de los gametangios origina una sola célula, la cigospora, que esta rodeada por
apéndices negros ramificados procedentes de los suspensores.
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Phycomyces Blakeslea Mucor

Figura 4. Comparacion del proceso de formacion de las cigosporas en Phycomyces, Blakeslea'y
Mucor.

En nuestro laboratorio no se ha conseguido la germinacion de las cigosporas de
Mucor ni de Blakeslea y, por tanto, no disponemos de analisis genético por
recombinacion en estos organismos.

Los mucorales y otros cigomicetos (Sutter, 1987), como los Mortierellales
(Schimek et al., 2003), comparten los mecanismos basicos del desarrollo sexual, lo que

da lugar a reacciones sexuales incompletas entre especies y géneros distintos.

0.1.3 Usos y aplicaciones de los mucorales

Phycomyces aparece por primera vez en la literatura a principios del siglo XIX en
Suecia (Agardh, 1817) con el nombre de Ulva nitens, porque se le tomo por un alga.
Este error desemboco, unos afios mas tarde, en el nombre actual, Phycomyces, que

etimologicamente significa “alga hongo” (Kunze, 1823). Durante casi un siglo solo se

18



conocia una especie, Phycomyces nitens; pero Burgeff en 1925, basandose en datos
morfologicos y genéticos, dividio a las estirpes conocidas hasta ese momento en dos
especies, P. nitens y P. blakesleeanus. Esta Ultima ha concentrado casi todas las
investigaciones de laboratorio, que empezaron hace mas de un siglo; describian su
crecimiento, su desarrollo y su respuesta a la luz (Carnoy, 1870; Sachs, 1879; Massart,
1888). Phycomyces ha estado en los laboratorios durante tantos anos gracias a su facil
manejo y al gran potencial que ha demostrado en distintos ambitos de estudio. Alfred
Blakeslee descubrio su reproduccion sexual y la de otros mucorales (Blakeslee, 1904;
1906).

Hans Burgeff desarrollo la genética de Phycomyces en los afos siguientes.
Phycomyces fue el primer organismo en el que se estudiaron mutantes espontaneos
(Burgeff, 1912; 1914; 1928) y el segundo en el que se indujeron mutaciones artificiales
(Dickson, 1932). Ya en sus publicaciones de principios de siglo, Blakeslee describid
presuntos heterocariontes (Blakeslee, 1906), pero el término lo acui6 Burgeff unos afnos
mas tarde (Burgeff, 1914). Trabajos en nuestro laboratorio (Mehta y Cerda-Olmedo,
2001) han demostrado que los fenotipos descritos por Blakeslee y Burgeff se debian a
diploides parciales y no a heterocariontes.

Para Phycomyces se desarrollaron los primeros medios quimicamente definidos,
lo que mostro que es auxotrofo para la tiamina, vitamina B1 (Burgeff, 1924; Schopfer,
1934); este es el primer caso descrito de avitaminosis no humana.

El interés por las investigaciones en Phycomyces se vio fuertemente impulsado
por Max Delbriick, uno de los fundadores de la Biologia Molecular, gracias a sus
esfuerzos por encontrar la base bioldgica de su comportamiento. Fue en el laboratorio
de Delbriick donde se aislaron los primeros mutantes sensoriales, lo que permitio
proponer una ruta de transduccion sensorial entre receptores y efectores (Bergman et
al., 1973).

En la actualidad existe una amplia literatura sobre Phycomyces, que incluye un
tratado (Cerda-Olmedo y Lipson, 1987), varias revisiones generales (Galland y Lipson,
1984; Corrochano y Cerda-Olmedo, 1992; Cerda-Olmedo, 2001; Cerda-Olmedo y
Corrochano, 2001) y mas de dos mil monografias primarias.

Blakeslea se describid por primera vez a principios del siglo XX (Thaxter 1914).
Los nuevos resultados moleculares parecen favorecer su incorporacion al género

Choanephora, como propusieron otros autores (Zycha et al., 1969; Webster, 1993).

19



Los estudios sobre la genética de Blakeslea se limitan a la descripcion de
mutantes de la actividad sexual (Khrabrova y Zhdanov, 1979) y de la produccion de
caroteno (Mehta y Cerda-Olmedo, 1995; Mehta et al., 2003). Se han identificado los
genes estructurales de la ruta de sintesis de B-caroteno (Rodriguez-Saiz et al., 2004) y
se ha estudiado su regulacion por la luz (Quiles-Rosillo et al., 2005). Cabe destacar su
importancia para la produccion industrial de B-caroteno (Ciegler, 1965).

Mucor fue descrito por primera vez por Van Tieghem en 1875 y esta presente en
los laboratorios desde hace mas de 35 anos. Es una herramienta ideal para el estudio de
diferentes procesos como el dimorfismo en hongos (crece como levadura en
anaerobiosis y como hongo filamentoso en presencia de oxigeno) (Orlowski, 1991), la
respuesta a la luz (Corrochano y Garre, 2010), la sintesis de lipidos (Wynn et al. 1997),
el silenciamiento génico (Nicolas et al., 2003) y el metabolismo secundario en hongos.

Aunque no ha sido posible el uso de la genética clasica, si se ha podido
desarrollar un sistema eficaz de transformacion génica (Van Heeswijk y Roncero, 1984)
que permite la integracion de vectores por recombinacion homéloga (Navarro et al.,
2001). Recientemente se han incorporado nuevas técnicas para integrar ADN exogeno,
como la electroporacion (Gutiérrez et al., 2011) y el uso de Agrobacterium tumefaciens
(Nyilasi et al., 2005). Estas técnicas, junto con el silenciamiento génico, convierten a
Mucor en una herramienta ideal para el estudio de distintos procesos biologicos de los

mucorales.

0.2 Terpenoides, carotenoides y apocarotenoides

0.2.1 Terpenoides

Los terpenoides forman un amplio grupo de metabolitos que incluye compuestos
muy heterogéneos. La estructura de los terpenoides consta o deriva de varias
repeticiones de una unidad fundamental de 5 carbonos, el isopreno (Cs). Los terpenos
son hidrocarburos, con solo carbono e hidrogeno; los terpenoides incluyen ademas
derivados con diversas modificaciones. Los terpenoides se clasifican segun el nimero
deunidades de isopreno que contengan. Cuando el nimero de unidades es bajo suelen

ser volatiles y pueden ser olorosos, como el mentol (C10) y otros componentes de los
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aromas vegetales y los perfumes industriales. Muchos tienen funciones en la
comunicacion entre organismos.

Los terpenoides pueden tener funciones estructurales, como los esteroles y los
carotenoides de las membranas. Otros actian como cofactores de enzimas y en
reacciones de oxidacion-reduccion, como la ubiquinona de las mitocondrias y otras
estructuras subcelulares. Los terpenoides también participan en la modificacion de
proteinas por adicion de grupos farnesilo y geranilgeranilo (Gelb et al., 2006). Algunos
terpenoides pueden llegar a ser moléculas gigantes, como el caucho; la investigacion de
la estructura del caucho llevo a los conceptos de macromolécula y polimerizacion
(Staudinger, 1920; Staudinger y Fritschi, 1992).

0.2.2 Carotenoides

Los carotenos son tetraterpenos (C4o) y sus derivados oxigenados se denominan
xantofilas, que junto con los carotenos conforman el grupo de los carotenoides.
Producen carotenoides las plantas, las algas, muchos hongos y muchas bacterias. Los
animales no los sintetizan, pero los toman en la dieta. Los carotenoides son los
principales colorantes de los seres vivos y forman parte de nuestra vida diaria: el
licopeno da color a los tomates, el B-caroteno a las raices de las zanahorias (Walter y
Strack, 2011), la astaxantina a salmdnidos y crustaceos y diversos carotenoides a frutos,
flores y animales (Schmidt et al., 2011) (Figura 5). Los carotenoides forman parte de los
pigmentos antena en la fotosintesis (Walter y Strack, 2011), captan la luz y protegen
contra el dano oxidativo; asociados a la clorofila contribuyen a la diversidad de tonos y
colores de los organismos fotosintéticos. Algunos carotenoides, como la zeaxantina
(Figura 5) y la luteina, participan en la visidén de los mamiferos (Abdel-Aal et al., 2013).
Los carotenoides tienen muchos usos en alimentacion humana y animal como
provitaminas, antioxidantes y colorantes; también tienen importantes aplicaciones en

farmacologia y cosmética (Lee y Schmidt-Dannert, 2002; Fraser y Bramley, 2004).
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Figura 5. Ejemplos de carotenoides en la naturaleza. En la primera columna se muestran tres ejemplos de
carotenos presentes en mucorales y en la segunda tres xantofilas.

Los fragmentos de los carotenoides y sus derivados se denominan
apocarotenoides. Muchos son volatiles y confieren, por ejemplo, aroma a las rosas,
sabores al azafran y a los tomates y buqué al vino. También pueden tener funciones
fisioldgicas: el retinal (Cz0) es indispensable en los fotorreceptores de los vertebrados
(Walter y Strack, 2010).

0.2.2.1 Carotenoides de mucorales

En esta tesis trabajaremos con el B-caroteno (Figura 5) y los apocarotenoides
derivados de su ruptura. Al B-caroteno se debe la coloracion amarillenta de Phycomyces
y Mucor y la algo mas anaranjada de Blakeslea, particularmente notoria en micelios y
esporangioforos jovenes y en zonas de interaccion sexual. En Phycomyces no se han
podido generar mutantes que no contengan, al menos, pequenas cantidades de
carotenos; esto parece indicar un papel esencial de los carotenos para la vida del
organismo. El B-caroteno es esencial para ciertas funciones, como la fotomorfogénesis
(Corrochano y Cerda-Olmedo, 1990). Los trisporoides (C1s) son apocarotenoides de los

mucorales derivados de la ruptura del B-caroteno y estan implicados en su sexualidad.
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Phycomyces (Cerda-Olmedo, 1987, 2001), Blakeslea (Mehta y Cerda-Olmedo,
1995; Mehta et al., 2003) y Mucor (Iturriaga et al., 2001; Iturriaga et al., 2005; Papp et
al., 2006) se han usado en las investigaciones sobre la produccion de B-caroteno y su
regulacion, que tienen repercusiones industriales. El mercado de carotenoides
purificados prefiere la produccion biologica a la sintesis quimica. Blakeslea es el mas
atractivo de los tres para producir B-caroteno por varias razones: su carotenogénesis
sexual es mas potente, la temperatura éptima de crecimiento es mas alta y crece mejor
y mas deprisa en liquidos aireados y agitados. La mayor produccion de B-caroteno en
Phycomyces se obtiene en cultivos superficiales, mas complicados de mantener

industrialmente.

0.2.2.2 Sintesis de carotenoides

Los carotenoides, como los demas terpenoides, derivan de unidades de 5
carbonos, el pirofosfato de isopentenilo (IPP) y su isomero el pirofosfato de dimetilalilo
(DMAPP). Existen dos vias diferentes para sintetizarlos: una via dependiente del
mevalonato, que parte de acetil-CoA (Goodwin y Lijinsky, 1951; Yokoyama et al., 1960;
McGarvey y Croteau, 1995), utilizada por los eucariontes no fotosintéticos, como los
hongos, y una via independiente de mevalonato (Rohmer et al., 1993), que tiene
1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato como intermediario, en muchas plantas y bacterias
(Rohmer, 1999; Lange et al., 2000; Eisenreich et al., 2001; Rodriguez-Concepcion y
Boronat, 2002). Una primera molécula de IPP se isomeriza para generar el DMAPP. La
transferasa de prenilo media la adicion sucesiva de tres moléculas de IPP al DAMPP. La
primera adicion genera el pirofosfato de geranilo (C1o) y la siguiente el pirofosfato de
farnesilo (C15), que participa en la farnesilacion de proteinas y es el precursor de los
esteroles. Una Ultima adicion genera el pirofosfato de geranilgeranilo, GGPP (Cxo),
precursor de muchos terpenoides, como los carotenos, la ubiquinona y los dolicoles.

La union de dos moléculas de GGPP por la sintasa de fitoeno forma una molécula
de fitoeno (C40). El fitoeno sufre cuatro deshidrogenaciones, mediadas por la
deshidrogenasa de fitoeno, para dar lugar a la molécula de licopeno (C4). La ciclasa de

licopeno cicla los extremos para generar el B-caroteno (C4o) (Figura 6).
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0.2.2.3 Sintesis en Phycomyces

La biosintesis de B-caroteno en Phycomyces depende de dos genes estructurales
que codifican para tres proteinas que actUan formando un agregado enzimatico
(De la Guardia et al., 1971; Aragon et al., 1976): el gen carB para la deshidrogenasa de
fitoeno (Eslava y Cerda-Olmedo, 1974; Ruiz-Hidalgo et al., 1997) y el gen bifuncional
carRA para la ciclasa de licopeno y la sintasa de fitoeno (Torres-Martinez et al., 1980).
Ambos genes se encuentran ligados en los genomas de Phycomyces (Roncero y
Cerda-Olmedo, 1982; Arrach et al., 2001), Mucor (Velayos et al., 2000b) y Blakeslea
(Rodriguez-Saiz et al., 2004). En Phycomyces y Blakeslea toda la sintesis del B-caroteno
desde acetato ocurre en compartimentos especializados, independientes de los de otros

terpenoides, como los esteroles y la ubiquinona (Kuzyna y Cerda-Olmedo, 2007).
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Figura 6. Ruta de sintesis del B—caroteno en Phycomyces. A partir de dos moléculas de GGPP se genera
el fitoeno. Cuatro deshidrogenaciones (circulos) y dos ciclaciones lo convierten en B—caroteno. CarA, sintasa
de fitoeno; CarB, deshidrogenasa de fitoeno y CarR, ciclasa de licopeno. Las lineas punteadas relacionan
cada gen con su proteina y estas con la reaccion que catalizan.
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0.2.3 Apocarotenoides

Los apocarotenoides derivan o pueden derivar de fragmentos de carotenoides. La
ruptura del esqueleto carbonado puede ocurrir por fotoquimica o por reacciones
quimicas inespecificas o enzimaticas. Se conoce una familia de oxigenasas especificas
para ciertos dobles enlaces de la cadena de polieno que describiremos en el Capitulo 1.
La diversidad estructural de los apocarotenoides (Figuras 10 y 11) depende del
carotenoide del que procedan, del corte que los produzca y de las modificaciones que
sufran (Walter y Strack, 2011). Algunos apocarotenoides pueden tener una ruta de
sintesis alternativa: el acido abscisico es una hormona de plantas que deriva del
B-caroteno, pero Botrytis cinerea posee una ruta de sintesis directa por ciclacion y
oxidacion del difosfato de farnesilo (Inomata et al., 2004).

Los apocarotenoides pueden ser metabolitos esenciales para la vida de los
organismos o para ciertas funciones o intermediarios en la ecologia de las especies. Es
posible que algunas funciones atribuidas a los carotenos en Phycomyces se deba a los
apocarotenoides que derivan de ellos. Asi, los mutantes de Phycomyces que carecen de
B-caroteno no pueden reproducirse sexualmente, pero no se debe a la ausencia de
B-caroteno sino a la ausencia de apocarotenoides, que son esenciales en este proceso
en Phycomyces y otros mucorales (Tagua et al., 2012).

Hay mutantes de Phycomyces incapaces de cortar el B-caroteno para producir
apocarotenoides (Tagua et al., 2012). Estos mutantes se han convertido en una
herramienta esencial para distinguir entre las funciones del B-caroteno y las de los

apocarotenoides.

0.2.3.1 Apocarotenoides de mucorales

El &cido trisporico C (Cis) fue el primer apocarotenoide identificado en
mucorales y se aislé de cultivos mixtos de Blakeslea (Caglioti et al., 1966). Se han
identificado otros acidos trisporicos en cultivos mixtos de varios mucorales; se ha
establecido una clasificacion en cinco series segin la oxidacion de la cadena lateral y la
posicion de los sustituyentes en el anillo (Figura 7): acido trisporico A, B (Cainelli et al.,
1987), C (Caglioti et al., 1966), Dy E (Sutter et al., 1989). Esta clasificacion se puede

hacer extensible a otros apocarotenoides.
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Figura 7. Acidos trispéricos.

Los acidos trisporicos pertenecen a una familia de apocarotenoides de 18
carbonos denominada trisporoides. Se ha demostrado que los trisporoides proceden de
la fragmentacion del B-caroteno (Austin et al., 1969; 1970). La produccion de acidos
trispdricos ocurre solo en cultivos mixtos (Werkman y van den Ende, 1973), pero se han
aislado muchos trisporoides en cultivos aislados y mixtos de varios mucorales que

podrian ser precursores de ellos (Tabla 2 y Figura 21, capitulo 2).

0.2.3.2 Sintesis de apocarotenoides de mucorales

Desde hace mas de cuarenta anos se han propuesto diferentes rutas metabdlicas
para los apocarotenoides. Estas difieren tanto en la ruptura del B-caroteno como en la
modificacion de los trisporoides. La primera propuesta (Sutter, 1987) implicaba la
ruptura del B-caroteno via retinal, que perderia dos carbonos para generar los
trisporoides (Figura 8 A). En esta propuesta se requeria la cooperacion de ambos sexos
para generar los acidos trisporicos. Compartirian los primeros pasos (Austin et al., 1969,
1970; Werkman y van den Ende, 1974) y los siguientes serian especificos de cada sexo
(Sutter et al, 1973; Nieuwenhuis y van den Ende, 1975) hasta generar los acidos
trisporicos (Werkman, 1976).

Los infructuosos esfuerzos por confirmar la presencia de algun retinoide (Cz0) en
Phycomyces llevaron a proponer a los trisporoides como productos directos de la ruptura
del B-caroteno (Figura 8B). Ademas se identificaron compuestos Ci5 (Tabla 2 y Figura
22, Capitulo 2), con la misma estructura que los trisporoides pero con la cadena lateral
mas corta, que se nombraron apotrisporoides porque se supusieron derivados de los
trisporoides (Sutter y Whitaker, 1981; Sutter y Zawodny, 1984). Esta nueva ruta
implicaba la existencia de dos nuevos apocarotenoides lineales: un C4, procedente del
corte del B-caroteno (C40) en dos trisporoides (C1s), y un C3, procedente del corte de los

trisporoides para generar los apotrisporoides.
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Las propuestas de ruptura del B-caroteno para generar los trisporoides, una
directa y otra via retinal (Figura 8Ay B), se han asumido hasta hace poco
(Schachtschabel et al., 2005; Schachtschabel y Boland, 2007), a pesar de que nunca se
ha identificado ningln apocarotenoide lineal Cz, C3 0 C4, implicados en ellas.

La bUsqueda en nuestro laboratorio de fragmentos que confirmaran alguna de las
vias de ruptura del caroteno llevé al descubrimiento en Phycomyces de una nueva
familia de apocarotenoides lineales de 7 carbonos (C7), denominados metilhexanoides.
Estos derivarian facilmente de la ruptura asimétrica del B-caroteno. El hallazgo de los
C7 llevé a replantear las rutas anteriores y a proponer una nueva via, que implicaria dos
cortes asimétricos y tres familias de compuestos C1s, C15 'y C7, los trisporoides, los
ciclofarnesoides y los metilhexanoides, respectivamente (Polaino et al., 2010) (Figura
8C).
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Figura 8. Propuestas de rutas biosintéticas de los trisporoides en mucorales. A, Werkman y van den
Ende, 1974; B, Sutter y Whitaker, 1981; Sutter y Zawodny, 1984; C, Polaino et al., 2010; D, Medina et al.,
2011.
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El corte del B-caroteno podria ser mediado por oxigenasas como las que cortan
carotenoides en otros organismos (Kloer y Schulz, 2006; Walter y Strack, 2011). Otros
trabajos realizados en nuestro laboratorio identificaron las oxigenasas
responsables de los cortes propuestos del B-caroteno, denominadas CarS y AcaA.
CarsS realiza un primer corte para generar un Css y un Czs y, posteriormente,
AcaA corta el Csen Cig y C7 (Medina et al., 2011) (Figura 8D).

0.2.4 Regulacion de la sintesis de carotenos en mucorales

Phycomyces ha sido el objeto de las mas activas investigaciones sobre la
regulacion de la sintesis de caroteno (Bejarano et al. 1988; Govind y Cerda-Olmedo
1986; Mehta y Cerda-Olmedo 2001; Mehta et al. 1997; Murillo y Cerda- Olmedo 1976),
extendidas parcialmente a Blakeslea (Mehta y Cerda-Olmedo 1995; Mehta et al. 2003) y
a Mucor (Velayos et al., 2000a; Lorca-Pascual et al., 2004; Navarro et al., 2001). Las
industrias se han ocupado mucho de Blakeslea, con humerosas patentes sobre
aspectos practicos.

La cantidad de caroteno que podemos encontrar en el micelio de Phycomyces
esta sometida a diversos factores fisioldgicos y ambientales: las mutaciones en genes
estructurales y reguladores, la interaccion sexual, la luz azul y numerosos agentes
quimicos externos de distinta naturaleza (Cerda-Olmedo, 2001) (Figura 9).

Las técnicas para la obtencion de mutantes de Phycomyces permitieron la
identificacion y caracterizacion genética de dos genes estructurales, carRAy carB, y
cinco genes reguladores, carC, carD, carl, carFy carS. El gen carRA, ademas de ser
responsable de la sintesis de dos proteinas estructurales, tiene una funcion reguladora
(Torres-Martinez et al., 1980; Murillo et al., 1981) y el gen carC codifica, ademas, para
una sintasa del GGPP (Tagua, 2012). Los mutantes superamarillos acumulan grandes
cantidades de B-caroteno y estan afectados en los genes reguladores carS (Murillo y
Cerda-Olmedo, 1976), carD (Salgado et al., 1989) o carF (Mehta et al., 1997). La
combinacion de algunas de estas mutaciones tiene un efecto sinérgico y llega a
aumentar hasta doscientas veces la produccion de caroteno con respecto a las estirpes
silvestres (Murillo et al., 1982; Cerda-Olmedo, 1986, 2001). Los mutantes carC
(Revuelta y Eslava, 1983) presentan menor cantidad de caroteno que el silvestre. Los

mutantes carl y carA, afectados en el dominio A del gen carRA, presentan una leve
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disminucion de la cantidad de caroteno y son insensibles a los agentes quimicos
carotenogénicos (Roncero y Cerda-Olmedo, 1982).

La luz azul incrementa la produccién de caroteno en algunos mucorales. Los
genes carBy carRA de Phycomyces y sus homdlogos en Mucor inducen su expresion en
presencia de luz azul, lo que aumenta la produccion de B-caroteno (Arrach et al., 2001;
Ruiz-Hidalgo et al., 1997; Velayos et al., 2000a). Este incremento se produce en
Phycomyces tanto por luz azul continua como en pulsos (Bejarano et al. 1991). La
produccion de B-caroteno en Blakeslea no responde a la luz continua, observandose
incluso una ligera disminucion (Sutter 1970), pero muestra un leve incremento tras la
iluminacion de micelios que crecen en oscuridad (Quiles-Rosillo et al. 2005).

La interaccion entre micelios de sexo opuesto produce un aumento de la sintesis
de B-caroteno (carotenogénesis sexual) en Phycomyces, Blakeslea y otros mucorales
(Blakeslee, 1904; Barnett et al., 1956; Govind y Cerda-Olmedo, 1986). Este efecto esta
mediado por apocarotenoides que provienen de la ruptura del B-caroteno (Govind y
Cerda-Olmedo, 1986). En Phycomyces la interaccion sexual aumenta hasta 5 veces la
cantidad de B-caroteno (Ciegler, 1965; Metha et al., 2003; Yuldasheva et al., 1972).
Este aumento es sinérgico con mutaciones superproductoras.

Diferentes agentes quimicos afectan a la produccion de B-caroteno en los
mucorales, pero esta regulacion no es igual en las distintas especies. Muchos agentes
que aumentan la sintesis de B-caroteno en Phycomyces no lo hacen en Blakeslea o
Mucor y viceversa. El ftalato de dimetilo y otros compuestos fenolicos incrementan la
produccion de B-caroteno en Phycomyces pero no en Blakeslea. El retinol (Eslava et al.,
1974), la B-ionona (Mackinney et al., 1952; 1956; Reyes et al., 1964) y otros
compuestos que contienen un anillo B (Govind y Cerda-Olmedo, 1986) incrementan el
contenido de B-caroteno en ambos hongos.

Estas observaciones y otras (Salgado y Cerda-Olmedo, 1992) apoyan la regulacion
de la sintesis de B-caroteno por realimentacion. La sefal inhibitoria se propuso como un
complejo formado por el B-caroteno con la proteina CarS (Bejarano et al.,1988). La
funcion de la proteina CarS se regula por los productos CarC y CarD (Salgado et al.,
1989) (Figura 9). El retinol, las iononas y sus analogos compiten con el B-caroteno y
previenen la inhibicion (Bejarano et al., 1988). Se propuso también que el complejo
actua sobre CarA en presencia de la proteina Carl porque se encuentran mutantes en el
dominio A del gen carRA y en el gen carl insensibles a la inhibicion por realimentacion
(Roncero y Cerda-Olmedo, 1982; Arrach et al., 2001).
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Figura 9. Biosintesis de B—caroteno y su regulacién en Phycomyces. Modificada de Almeida y
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(+, estimulacion, y —, inhibicion).

Posteriormente se identificd el gen carS, se analizaron varias estirpes mutantes
en dicho gen (Tagua et al., 2012) y se comprobd la actividad oxigenasa de la proteina
CarS (Medina et al., 2011). Estos resultados debilitaron la hipétesis del complejo
CarS-B-caroteno, porque la actividad oxigenasa de CarS destruiria el B-caroteno
asociado a ella. Ademas, los mutantes carS que producian una proteina sin actividad
enzimatica mostraban un mayor contenido de B-caroteno que el silvestre (Tagua et al.,
2012). Por ello se propuso que uno de los productos directos del corte del B-caroteno
por CarS, el B-apo-12’-carotenal (Czs), sea el inhibidor de la sintesis de B-caroteno en
Phycomyces (Medina, 2013). En esta nueva propuesta el retinol, las iononas y sus

analogos compiten con el Cs para evitar su efecto inhibitorio (Figura 9).
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0.2.5 Otros apocarotenoides en la naturaleza

Los apocarotenoides de plantas tienen funciones muy diversas: pigmentos,
aromas, fragancias, moléculas reguladoras y compuestos con funciones desconocidas
(Giuliano et al., 2003; Walter et al., 2007; Ohmiya, 2009).

La bixina (Cy4) deriva de la parte central del licopeno después de la ruptura de
los dobles enlaces 5,6 y 5°,6’ (Figura 10). Se obtiene de las semillas de Bixa orellana
(achiote) y es un importante colorante alimentario. Escherichia coli produce bixina
cuando se le transfieren los genes responsables de la biosintesis (Bouvier et al., 2003a).

En los estigmas de Crocus sativus (azafran) la zeaxantina (C40) se rompe por los
dobles enlaces 7,8 y 7°,8’. Esto produce crocetina (Cy), que le confiere el color
caracteristico, y dos moléculas Cio que se unen cada una a un azicar para generar
picrocrocina (Figura 10), que al calentarse libera safranal, responsable del aroma
(Bouvier et al., 2003b; Rubio et al., 2008; Moraga et al., 2009; Ahrazem et al., 2010).

La ruptura de los dobles enlaces 9,10y 9°,10’ de carotenoides biciclicos de
plantas produce un apocarotenoide lineal Cy4y dos ciclicos Cy3 (Figura 10). Los derivados
dicarboxilicos del Cy44, como la micorradicina (Klingner et al., 1995), se acumulan en
raices (Fester et al., 2002), principalmente en las colonizadas por hongos micorricicos.
En otros casos ni la modificacion del fragmento Cy4 ni sus derivados se conocen. Los
derivados de los fragmentos del Cy5 se encuentran frecuentemente en flores, frutos y
raices colonizadas (Bouvier et al., 2005; Auldridge et al., 2006; Strack y Fester, 2006);
estos apocarotenoides Ci3 proporcionan la fragancia a las rosas (Eugster y Marki-Ficher,
1991; Huang et al., 2009), el aroma al tomate (Simkin et al., 2004) y el buqué al vino
(Mendes-Pinto, 2009), entre otros. Algunos de estos apocarotenoides Cq3 se glicosilan,
con lo que se vuelven menos volatiles (Maicas y Mateo, 2005).

El apocarotenoide de plantas mejor estudiado es el acido abscisico. Es una
hormona vegetal implicada en procesos de desarrollo, el control del crecimiento y la
respuesta a estrés (Finkelstein et al., 2002). Se produce a partir de la ruptura de
isomeros 9-cis y 11-cis de carotenoides ciclicos (Schwartz et al., 2003). La ruptura del
doble enlace 11,12 produce santocina (Cys), precursor del acido abscisico, y un
compuesto Cys (Figura 10). Los isomeros de la neoxantina (C40) parecen ser los
substratos para la sintesis de acido abscisico en Arabidopsis thaliana en condiciones de
estrés (North et al., 2007). El metabolismo del acido abscisico se ha estudiado sobre

todo en Zea mays (maiz) (Nambara y Marion-Poll, 2005).
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de apocarotenoides; NSC, oxigenasa de B—caroteno y apocarotenoides; CCD, oxigenasa de
carotenoides; CarX, oxigenasa de —caroteno; CarT, oxigenasa de toruleno; y CMO, monooxigenasa
de carotenoides. Los circulos sefialan los sitios de corte. Modificada de Walter y Strack (2011).
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Las estrigolactonas son apocarotenoides Cig que actian como hormonas de
plantas, regulando la inhibicion de las ramificaciones. Se producen por la ruptura
sucesiva del B-caroteno (Figura 10). La primera ruptura ocurre en un enlace doble 9,
10’ y produce B-apo-10’-carotenal (C,7) y B-ionona (C43). La segunda ruptura ocurre en
los enlaces 13,14 del C,; y produce un compuesto C,g, precursor de las estrigolactonas
(Schwartz et al., 2004).

Los retinoides (Cz0) derivan de la ruptura del B-caroteno en el doble enlace
15,15’ (Figura 11), que produce dos moléculas de retinal. Esta familia de
apocarotenoides tiene funciones en muchos organismos (Walter y Strack, 2011). En
insectos y mamiferos, incluyendo humanos, los retinoides, como la vitamina Ay el acido
retinoico, tienen funciones en la vision del color, el desarrollo (von Lintig y Vogt, 2010;
Zhong et al.,2012) y la plasticidad cerebral (Shearer et al., 2012).

En hongos, como el ascomiceto Fusarium fujikuroi, el retinal actla,
presumiblemente, como el cromo6foro de proteinas fungicas (Prado-Cabrero et al.,
2007b); en el basidiomiceto Ustilago maydis también se produce retinal (Estrada et al.,
2009) (Figura 11).
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Capitulo 1

Corte del B-caroteno en mucorales

1.1 Introduccion

1.1.1 Oxigenasas que cortan carotenos

Las enzimas que cortan carotenoides pertenecen a una familia de oxigenasas de
la cadena de polieno con ejemplos conocidos en todos los grupos taxondémicos (Ryle y
Hausinger 2002). También hay lipoxigenasas y peroxidasas capaces de cortar
carotenoides, pero no esta claro su papel bioldgico. Las oxigenasas comparten el
empleo del ion ferroso, cuatro residuos de histidina involucrados en la union del hierro y
el oxigeno, varios residuos de glutamato o aspartato y una estructura secundaria rica en
laminas B alrededor del centro activo. La estructura tridimensional parece haberse
conservado mas que la secuencia (Figura 12).

La primera oxigenasa que se identificé (Schwartz et al., 1997) fue NCED1, que
corta 9-cis-violaxantina (un 9-cis-epoxicarotenoide) para producir el acido abscisico en
Z. mays (Figura 10). Las demas se identificaron por el parecido de sus secuencias. En
animales, BCO-I (von Lintig y Vogt, 2000; Wyss et al., 2000; Redmond et al., 2001) y
BCO-II (Kiefer et al., 2001) cortan el B-caroteno para producir retinal y B-ionona,
respectivamente (Figura 11). También se han encontrado oxigenasas capaces de romper
el licopeno (LCD), produciendo bixina (Bouvier et al., 2003b), y la zeaxantina (ZCD),
generando crocetina (Bouvier et al., 2003a) (Figura 10). Algunas oxigenasas bacterianas
rompen enlaces dobles de substratos diferentes a los carotenoides (Kamoda et al.,

2003), como el lignoestilbeno, bifenol de la lignina.
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Figura 12. Estructura tridimensional de tres oxigenasas de carotenoides. ACO, una oxigenasa de
apocarotenoides de Synechocystis sp. (Kloer et al., 2005), RPE65, una isomerasa del retinol de Bos
taurus (Kiser et al., 2009), y VP14, una oxigenasa de epoxicarotenoides de Zea mays (Messing et al.,
2010). Se observa una cavidad determinada por laminas 3 dispuestas alrededor del atomo de Fe2*y los
aminoacidos indispensables, en la que se introduce el substrato hasta llegar al centro activo. La amplitud y
la profundidad de la cavidad restringen substratos y sitios de corte; unos lazos de amino&cidos completan
la estructura y una superficie lipofilica le permite asociarse a membranas.
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Otras enzimas de la familia no cortan a los carotenos, pero tienen actividades isomerasa
o hidrolasa; por ejemplo, RPE65 (Redmond et al., 1998) convierte el trans-retinol en
11-cis-retinal en el epitelio pigmentado de la retina.

Se conocen muchas reacciones catalizadas por las oxigenasas de carotenoides
(Figuras 10y 11), pero se discuten sus mecanismos (Kloer y Schulz, 2006). El doble
enlace C=C se rompe a los correspondientes aldehidos o cetonas usando oxigeno como
oxidante e ion ferroso como cofactor, pero se desconoce si la reaccion sigue un
mecanismo de monooxigenasa (Leuenberger et al., 2001), que incorpora un oxigeno del
H20 y otro del Oz, o de dioxigenasa (Schmidt et al., 2006), en que ambos proceden de
los oxigenos del 0z2. A menudo las oxigenasas de plantas son llamadas dioxigenasas y las
de animales monooxigenasas (von Lintig, 2010; Walter y Strack, 2011).

Las reacciones in vitro se llevan a cabo en presencia de FeZ* en exceso (von
Lintig y Vogt, 2000) o con un agente como ascorbato (Schwartz et al., 1997), ditiotreitol
(Ershov et al., 1993) y tris(2-carboxietil)fosfina que lo mantenga reducido (Lindqvist y
Anderson, 2002, Kloer y Schulz, 2006).

1.1.1.1 Oxigenasas de Phycomyces

En el genoma de Phycomyces se han identificado cinco secuencias que codifican
para posibles oxigenasas y se ha demostrado que dos de ellas cortan el B-caroteno
generando fragmentos de 18, 15y 7 carbonos (Figura 8). Una de estas oxigenasas es el
producto del gen cars§, identificado anteriormente porque sus mutantes son
superproductores de B-caroteno e incapaces de cruzar con individuos de sexo opuesto
(Murillo y Cerda-Olmedo, 1976). Se ha localizado carS en el genoma de Phycomyces por
cruzamientos y se ha demostrado su funcion porque los mutantes carS no cortan el
B-caroteno (Tagua et al., 2012).

La proteina CarS corta el doble enlace 11’,12’ del B-caroteno in vivo (expresion
heterologa en Escherichia coli) e in vitro y genera B-apo-12’-carotenal (Cz5). Otra de
las secuencias para posibles genes de oxigenasas, ahora llamada gen acaA, codifica una
proteina que corta el B-apo-12’-carotenal (Czs) in vitro y produce B-apo-13-carotenona

(C48). AcaA sola no funciona in vivo, pero la expresion conjunta de AcaA
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y CarS produce el compuesto Cig a partir de B-caroteno (Medina et al., 2011). En estos

analisis no se encontraron los compuestos de 15 y 7 carbonos que deben resultar del

corte del B-caroteno y del Czs5, respectivamente.

1.1.1.2 Comparacion de oxigenasas de varios organismos

Es instructiva la comparacion, presentada como cladograma en la Figura 13, de
53 secuencias de oxigenasas o parecidas de organismos muy distantes en la evolucion.
42 de las secuencias son oxigenasas de organismos muy distintos y las otras 11 son

secuencias de Phycomyces, Mucor y Rhizopus parecidas a las anteriores pero con

funcion desconocida.
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Figura 13. Cladograma de oxigenasas que cortan carotenoides. En negrita, genes de Mucor investigados
en este trabajo. LCD, oxigenasa de licopeno; BCO y CarX, oxigenasas de 3—caroteno; CCD, oxigenasa de
carotenoides; NCED, oxigenasa de 9-cis epoxicarotenoides; Cao2 y CarT, oxigenasas de toruleno; ACO,
oxigenasa de apocarotenoides; Cao1, oxigenasa de estilbenos; LSD, oxigenasa de lignoestilbenos; y RPE65,
proteina de 65 kDa del epitelio pigmentario de la retina. Otras proteinas de mucorales se indican segun los

proteomas respectivos. Modificado de Medina et al., 2011.
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Una rama entera se compone de proteinas de hongos. Dentro de esta se agrupan
las catorce secuencias de mucorales, la mayoria de funciéon desconocida, y oxigenasas
de toruleno de los ascomicetos Fusarium fujikuroi y Neurospora crassa (Prado-Cabrero
et al., 2007a; Saelices et al., 2007); otras enzimas de estos ascomicetos se encontraron
en un grupo muy distante.

En la rama de las proteinas de vertebrados se distinguieron dos grupos: las
oxigenasas que cortan B-caroteno a retinal y las proteinas del epitelio pigmentario de la
retina (RPE65), que actlan como isomerasas. En esta rama también se localizé una
oxigenasa de raton (BCO2) (Kiefer et al., 2001), que corta B-caroteno asimétricamente.

Casi todas las proteinas de plantas formaron una tercera rama. Fuera de estas
tres ramas principales se encontraron proteinas con diferentes funciones, la mayoria de

bacterias, pero también de Arabidopsis y ascomicetos.

1.1.2 Apocarotenoides de 7 carbonos: los metilhexanoides

Los metilhexanoides (Figura 14) son la prueba de que el B-caroteno se corta para
producir tres familias de apocarotenoides de 18, 15y 7 atomos de carbono. Los
metilhexanoides solo se han identificado en Phycomyces productores de B-caroteno
(Polaino et al., 2010) y su identificacion en cultivos es suficiente para asegurar que el
B-caroteno se esta cortando asimétricamente en sus enlaces dobles 11°,12’ y 13,14; la
estructura de los metilhexanoides solo puede generarse a partir del B-caroteno
cortando en esas posiciones.

En cultivos mixtos y simples de Phycomyces de 5 dias de edad se han identificado
dos metilhexanoides, el acido (2E,4E)-6-hidroxi-5-metilhexa-2,4-dienoico y el acido
(2E,4E)-6- hidroxi-2-metilhexa-2,4-dienoico. Estos derivan facilmente del
(2E,4E)-2-metilhexa-2,4-dienodial, que se produciria a partir del corte del B-caroteno
(Polaino et al., 2010) (Figura 14).
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Figura 14. Metilhexanoides de Phycomyces. Entre corchetes, el metilhexanoide hipotético producido por el
corte del B—caroteno. Los otros dos fueron encontrados en cultivos de cinco dias de estirpes de ambos
sexos, separadas (cultivos simples) 0 mezcladas (cultivos mixtos).

1.1.3 Identificacion de apocarotenoides

Una técnica genética nos permite distinguir entre los apocarotenoides y otros
metabolitos, aunque tengan estructuras parecidas: la comparacién de las estirpes
silvestres con otras mutantes carentes de B-caroteno y, por tanto, de apocarotenoides.

Nuestra columna de cromatografia retiene menos eficazmente las moléculas
cuanto mas pequenas sean y cuantos mas atomos de oxigeno tengan. El coeficiente de
retencion depende también de otros aspectos de la forma y la estructura de la
molécula.

Los apocarotenoides absorben radiacion ultravioleta y su longitud de onda de
absorbancia maxima aumenta con el nimero de enlaces dobles conjugados que tengan y
también de la presencia de carbonilos, de aldehidos, de cetonas acidos o de esteres
conjugados con dobles enlaces (sobre todo por la cetona en C4). La mayoria de los
apocarotenoides estudiados tiene entre dos y cuatro enlaces dobles conjugados y la
absorbancia maxima se encuentra entre 250 y 340 nm, aproximadamente (Figura 15).

La formula quimica se determino por espectrometria de masas de alta
resolucion, teniendo en cuenta la posible adicién o pérdida de distintos atomos que
pueden sufrir los compuestos durante la ejecucion de la técnica.

El paso de la formula quimica a la estructura molecular se realizo atendiendo a
los apocarotenoides ya conocidos. Cuando fue necesario se confirmoé su estructura
mediante resonancia magnética nuclear, que distingue entre isomeros con la misma

masa, o por sintesis quimica del compuesto candidato.

40



aprox. 260 nm aprox. 280 nm aprox. 330 nm

Figura 15. Absorbancia de los apocarotenoides. La longitud de onda de maxima absorbancia ultravioleta
depende del nUmero y la disposicion de dobles enlaces conjugados. La curva punteada indica el croméforo
de cada molécula.

1.2 Resultados

1.2.1 Oxigenasas de Mucor

1.2.1.1 Genes

Se rastreo el proteoma de Mucor mediante la herramienta Blast en busca de las
proteinas homologas a las cinco descritas en Phycomyces. Se localizaron cuatro
secuencias (146755, 141273, 114475 y 189974), cada una de las cuales se parecia mucho
a una de las de Phycomyces. Dos de ellas tenian, como sus homologas de Phycomyces,
los cuatro residuos de histidina y varios de glutamato o aspartato que se creen
necesarios para cortar carotenoides. Una de las dos (146755) se parecia mucho a CarS
de Phycomyces (coinciden el 72 % de los aminoacidos), la otra (141273) a AcaA (45 %) y
se llamaron de la misma manera. Las otras dos solo tenian tres de las histidinas
presuntamente necesarias. Se compararon las secuencias de Mucor con las de una
cianobacteria, una planta, un ascomiceto y un mamifero (Figura 16). La conservacion de
secuencias, aunque afecta a pocos aminoacidos, es indudable, sobre todo cerca de los

extremos carboxilo y amino.
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Figura 16. Alineamiento de CarS y AcaA de Mucor con oxigenasas
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1.2.1.2 Ensayos in vivo

Se ensayaron las posibles actividades oxigenasas de las proteinas CarS, AcaAy
114475 de Mucor sobre B-caroteno, licopeno y zeaxantina aplicando esencialmente los
mismos métodos que ya se habian usado con Phycomyces (Medina et al., 2011). Para
expresar las proteinas en condiciones que facilitan su solubilidad en el citoplasma se
clonaron los ADNc correspondientes en fase con el dominio tiorredoxina en los vectores
pThio (LaVallie et al., 1993), se transformaron células de E. coli que acumulan
B-caroteno, licopeno o zeaxantina (Hundle et al., 1994; Prado-Cabrero, et al., 2007b;
Estrada et al., 2008) y se analizaron los posibles productos.

La proteina quimérica tiorredoxina=CarS decoloro6 las células que acumulan
B-caroteno (Figura 17 A) y en ellas se encontré B-apo-12’-carotenal (Czs) (Figura 17 D),
que se identifico comparando su espectro de absorcién y su tiempo de retencién con los
de un patrén auténtico. Esta construccion no tuvo efectos detectables en las estirpes
productoras de licopeno o zeaxantina y las construcciones con AcaAy 114475 tampoco
los tuvieron en ninguna de las estirpes probadas.

Hay que tener en cuenta que los cromatogramas presentados en la Figura 17
(D, Ey F) no siempre estan leidos a la longitud de onda correspondiente al maximo de
absorbancia de cada compuesto, por lo que la absorbancia registrada no siempre refleja

adecuadamente la cantidad de un compuesto.

1.2.1.3 Ensayos in vitro

Las construcciones descritas anteriormente se utilizaron para transformar células
de E. coli que sobreexpresaban nuestras proteinas quiméricas. En los ensayos in vitro se
usaron extractos crudos de proteinas de las células transformadas.

El extracto crudo de la estirpe que contenia tiorredoxina=CarS producia
B-apo-12’-carotenal (Cz5) al incubarlo en presencia de B-caroteno (C40) (Figura 17 E).
El que contenia tiorredoxina=AcaA producia B-apo-13-carotenona (C1g) al incubarlo con
B-apo-12’-carotenal (Czs) (Figura 17 F).

No se detectaron los fragmentos Cis ni C7 que se deberian producir al cortar C4 a
C2s y este a Cys, respectivamente. No se observo ningin efecto al incubar licopeno o
zeaxantina con extractos crudos que contenian CarS o AcaA. Los extractos crudos con

114475 no dieron resultados fiables con los sustratos utilizados.
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Figura 17. Actividad enzimatica de CarS y AcaA de Mucor. A, fotografia de cultivos de células productoras

de B-caroteno transformadas con y sin carS en el vector pThio. B, extracto crudo de células transformadas

con y sin acaA en el vector pThio tras la incubacion en presencia de B—apo-12’-carotenal (Czs). C, espectros

de absorcion: B—caroteno (Cao), B—apo—12’—carotenal (Czs) y B—apo—13—-carotenona (C1s). D, E, F,
fraccionamiento cromatografico de B—caroteno y apocarotenoides: D, extractos de células carotenogénicas
de E. colicon y sin carS en el vector pThio; E, productos de la incubacion de B—caroteno con extractos de
células con y sin carS en el vector pThio; F, productos de la incubacion de f—apo—-12’-carotenal con

extractos de células con y sin acaA en el vector pThio.
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Los ensayos in vivo e in vitro se realizaron en el laboratorio del Prof. Peter

Beyer, en colaboracion con el Doctor Salim Al-babili, en la Universitat Freiburg.

1.2.2 Metilhexanoides

1.2.2.1 Metilhexanoides de Phycomyces

En todos los cultivos simples y mixtos de las estirpes silvestres NRRL1555 (=) y

A56 (+) se encontraron los dos metilhexanoides, el acido (2E,4E)-6-hidroxi-5-metilhexa

-2,4-dienoico y su isomero 2-metil (Figura 18), ya conocidos (Polaino et al.,

2012).
Los analisis de los extractos acidos (Tabla 1), donde se encuentran ambos

compuestos, indican una relacién constante entre ellos (2,2 + 0,7, media y desviacion

del cociente entre los isomeros 5-metil y 2-metil). La produccion aumenta con el

2010,

tiempo y con la interaccion sexual. Los cultivos mixtos jovenes tenian el triple de estos

compuestos que los cultivos simples de la misma edad.
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Figura 18. Metilhexanoides identificados en Phycomyces. A la izquierda, espectro de absorcion y nombre
del compuesto; a la derecha, sefial de espectrometria de masas (entre paréntesis, correccion por pérdida o

ganancia de aductos) y estructura, formula quimica y masa molecular.

45



Tabla 1. Metilhexanoides identificados en Phycomyces. Absorbancia de 200 a 900 nm de los
metilhexanoides (MAU s/L de cultivo) en cultivos simples y mixtos. AU, “unidades de absorbancia”. Entre
paréntesis, nomenclatura nueva; entre comillas y en cursiva, nomenclatura antigua.

Cultivos simples Cultivos mixtos
NRRL1555 A56 (+) NRRL1555 (-) x A56 (+)
(-)

Compuesto 2d 2d 3d 5d
(2E,4E)-6-hidroxi-5-metilhexa-2,4-dienoico (Ma63) 0,33 0,23 0,79 0,63 2,92
“MGZé”

(2E,4E)-6-hidroxi-2-metilhexa-2,4-dienoico (Ma69) 0,13 0,07 0,34 0,45 1,63
Total 0,46 0,31 1,18 1,08 4,54

1.2.2.2 Metilhexanoides de Blakeslea

En cultivos mixtos de tres dias de edad de las estirpes F921(-) y F986(+) se
identificaron cinco compuestos de la familia de los metilhexanoides (Figura 19). Para
ello se determinaron sus estructuras por resonancia magnética nuclear, una vez
separados por cromatografia liquida, y se confirmaron por sintesis quimica las de los
tres primeros. Los detalles se encuentran en una publicacion conjunta con nuestros
colegas quimicos de la Universidad de Granada (Barrero et al., 2011).

Las cantidades estimadas no tienen en cuenta ni las pérdidas durante el
procedimiento ni las posibles impurezas en las muestras sometidas a resonancia

magnética nuclear.
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(2E,4E)-6-hidroxi-5-metilhexa-2,4-dienal (2E,4E)-6-hidroxi-2-metilhexa-2,4-dienal
(15,4 mg/L) (2,7 mg/L)

CH,0H
HOHch\/\/

(2E,4E)-2-metilhexa-2,4-dien-1,6-diol

(40 mg/L)
CH,0H )\/\/COOH
HOOCJ\/\/ 2 HOH,C~ "X
(2E,4E)-6-hidroxi-2-metilhexa-2,4-dienoico (2E,4E)-6-hidroxi-5-metilhexa-2,4-dienoico
(6 mg/L) (12mg/L)

Figura 19. Metilhexanoides en cultivos mixtos de las estirpes F986(+) y F921(-) de Blakeslea.
Entre paréntesis, concentraciones estimadas por L de cultivo.

1.3 Discusion

1.3.1 Oxigenasas

1.3.1.1 Comparacion de oxigenasas de varios organismos

El centro activo de las oxigenasas (Figura 12) se encuentra en el interior,
rodeado por las histidinas necesarias para su funcion y un segmento polipeptidico junto
al extremo carboxilo. Como es de esperar, estos elementos se conservan en todas las
oxigenasas (Figura 16), incluidas las de Mucor objeto de este trabajo, pero la
conformacion del centro activo debe permitir discriminar entre los distintos sustratos
que pueden ser cortados por las enzimas de esta familia.

Se observa ademas la conservacion de un segmento de la proteina cercano al

extremo amino, que no se encuentra en el centro activo, sino en el exterior de la
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enzima. La conservacion de una zona exterior sugiere la interaccion con otras proteinas
que contribuyeran a la funcion, la regulacion o la localizacion de las oxigenasas.

La comparacion de secuencias de las oxigenasas y otras proteinas relacionadas
(Figura 13) reconoce tres grupos monofiléticos relativamente modernos, el de animales,
el de mucorales y el de plantas, y varios grupos menos definidos, presumiblemente
originados por radiaciones mas antiguas, con proteinas de bacterias, ascomicetos y
plantas. El ancestro comun de las plantas debi6 tener varios genes para estas
oxigenasas. Los ascomicetos contienen genes muy distintos, incluso del grupo de los
mucorales. El ancestro comun de los hongos y los animales debio tener varios genes,
solo uno de los cuales ha dejado descendientes en los mucorales y otro en los animales.
La transferencia horizontal de genes podria ofrecer explicaciones alternativas a la

situacion observada.

1.3.1.2 Actividades enzimaticas

Hay que tener en cuenta que tanto en los ensayos heterélogos como en los
ensayos in vitro las condiciones son imperfectas para la actividad de las enzimas, ya que
son muy diferentes de las condiciones fisioldgicas en las que actlan en la naturaleza. La
produccion heteréloga en E. coli de caroteno y su corte son actividades extranas para
las que la evolucion no ha ajustado condiciones dptimas.

La proteina CarS de Mucor mostré la misma actividad in vivo que su homologa de
Phycomyces (Medina et al., 2011): corto el B-caroteno por el doble enlace 11°,12’ y
produjo B-apo-12’-carotenal, compuesto de 25 carbonos. Esto indica que CarS de
ambos hongos debe de tener la misma funcién en la célula: introducir el primer corte en
el B-caroteno. La actividad in vitro de la enzima de Mucor es novedosa, ya que no se
habia encontrado con la de Phycomyces.

Las proteinas AcaA de Phycomyces (Medina et al., 2011) y de Mucor cortan in
vitro el compuesto Cz5 a fragmentos C1g y C7. Ninguna de ellas corta el B-caroteno, sea
en E. coli o in vitro. Las células de E. coli que producen B-caroteno y coexpresan CarS y
AcaA de Phycomyces producen B-apo-13-carotenona, compuesto de 18 carbonos
(Medina et al., 2011) y es probable que asi ocurra también con las proteinas de Mucor.

Estos resultados indican que el metabolismo del B-caroteno en Mucor, como en

Phycomyces (Medina et al., 2011), comienza con el corte del doble enlace 11°,12’ del
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B-caroteno por CarS, lo que genera un compuesto Cisy un Czs. Este sirve de sustrato
para AcaA que lo corta y genera un Csg y un C7 (Figura 8 D).

La enzima AcaA de Mucor, a diferencia de la de Phycomyces, no corta el
licopeno, un carotenoide lineal, ni apocarotenoides grandes, como el
B-apo-8-carotenal (C3o) o el B-apo-10'-carotenal (C27) (Medina et al., 2011). Esto
sugiere diferencias entre ambas enzimas en su reconocimiento de los sustratos, mas
especifico en Mucor que en Phycomyces, tal vez porque la de Mucor reconoce la
distancia del lugar de corte al anillo y al extremo libre oxidado.

Las enzimas CarS y AcaA de Mucor y Phycomyces (Medina et al., 2011) no cortan
a la zeaxantina (Figura 5), un carotenoide polar por oxidacion del anillo. Esto sugiere

que la oxidacioén del anillo impide la actividad de estas enzimas de los mucorales.

1.3.2 Metilhexanoides

En Phycomyces no hemos identificado (Figura 14) ningin metilhexanoide distinto
de los ya publicados (Polaino et al., 2010). En Blakeslea hemos identificado cinco
metilhexanoides, dos de ellos idénticos a los de Phycomyces. El mas abundante es uno
de los nuevos, el (2E,4E)-2-metilhexa-2,4-dien-1,6-diol (Figura 19).

Estos resultados nos han permitido proponer una ruta biosintética para los
metilhexanoides (Figura 20) a partir del metilhexanoide hipotético (Figura 14) producido
en el corte del B-caroteno. Para generar los dos metilhexanoides de Phycomyces hacen
falta dos actividades, oxidacion y reduccion, cada una de ellas en dos sustratos, los
extremos asimétricos de la molécula. Las cuatro acciones podrian ser catalizadas por
cuatro enzimas diferentes, pero parece mas probable un proceso con menos enzimas.
Una deshidrogenasa y una reductasa bastarian (Figura 20), si su accion no exigiera una
posicion precisa del metilo. Ambas enzimas deben estar estrechamente asociadas, ya
que no se encuentran metilhexanoides con un solo extremo modificado o con ambos
extremos iguales. Las dos enzimas podrian formar un heterodimero. Ambas enzimas
actuarian en cualquiera de los extremos, pero con diferente afinidad, ya que la relacion
entre el producto reducido cerca del metilo es de dos a tres veces mas abundante que
su isomero (Tabla 1). La existencia de una enzima bifuncional, con los dos centros

activos, podria ser una explicacion alternativa al heterodimero.
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(2E,4E)-6-hidroxi-2-metilhexa-2,4-dienoico (2E,4E)-6-hidroxi-5-metilhexa-2,4-dienoico

Figura 20.Propuesta de ruta para los metilhexanoides de Phycomyces. las flechas indican reacciones
enzimaticas. Trazos inclinados: deshidrogenasa de los metilhexanoides. Punteada: reductasa de los
metilhexanoides. Entre corchetes, el precursor hipotético.

En Blakeslea se encuentran los metilhexanoides de Phycomyces, que mantienen
la relacion 2 a 1 entre ellos (Figura 19). Esto sugiere que Blakeslea conserva el mismo
mecanismo que Phycomyces de un heterodimero o una enzima bifuncional para
metabolizar los metilhexanoides. Ademas, en Blakeslea aparecen metilhexanoides con
uno o ambos extremos reducidos (Figura 19). Esto sugiere que la reductasa de Blakeslea
actla frecuentemente de forma libre. El resultado es que en el conjunto de los
metilhexanoides de Blakeslea los extremos alcohol son seis veces mas abundantes que
los extremos acido y se encuentran preferentemente en el extremo mas cercano al
metilo. La deshidrogenasa de Blakeslea nunca actUa sola, ya que no hay productos con

dos extremos acidos o con un extremo acido y otro aldehido. La existencia de otra
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reductasa capaz de actuar sobre los metilhexanoides sin asociarse a la deshidrogenasa

podria ser una explicacion alternativa.

1.3.3 Corte del B-caroteno en mucorales

Mucor, muy alejado evolutivamente de Phycomyces, tiene dos oxigenasas
homoélogas a CarS y a AcaA de Phycomyces (Medina et al., 2011) y que, como ellas,
cortan el B-caroteno en tres familias de apocarotenoides: trisporoides, ciclofarnesoides
y metilhexanoides. En Blakeslea ya se habian descrito trisporoides y ciclofarnesoides
(Tabla 2, capitulo 2) y nosotros hemos identificado, por primera vez, metilhexanoides
(Figura 19). Estos resultados sugieren que el mecanismo de corte del B-caroteno se ha
conservado dentro de los mucorales y que la formacion de apocarotenoides debe

aportar ventajas selectivas a sus portadores.
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Capitulo 2

Trisporoides y ciclofarnesoides

2.1 Introduccion

Los apocarotenoides han sido investigados a lo largo de casi medio siglo en
distintos laboratorios, con mucorales muy diferentes y con técnicas muy variadas. Se
han encontrado en cultivos simples de uno u otro sexo y, mas abundantes, en cultivos
mixtos de estirpes de sexos opuestos. El resultado es un conjunto de compuestos

identificados con fiabilidad desigual (Tabla 2).

2.1.1 Trisporoides y ciclofarnesoides

Los trisporoides conocidos y otros hipotéticos son variaciones de un esqueleto
comun y los disponemos en una tabla, red o sistema periodico, en la que los compuestos
contiguos podrian derivarse uno de otro por un paso metabdlico sencillo (Figura 21). De
esta manera la red puede verse como un conjunto de rutas biosintéticas reales o
posibles. No se han incluido en la Figura los 4-dihidrotrisporatos de metilo B y C, que no
se han encontrado en los trabajos de esta tesis.

Los ciclofarnesoides, apocarotenoides de 15 atomos de carbono, identificados en
mucorales (Tabla 2) se han llamado a veces apotrisporoides porque podrian suponerse
fragmentos de trisporoides (Figura 8 B). Nuestro laboratorio demostré que provienen
directamente de la ruptura del B-caroteno (Figura 8 C y D) y se les llama
ciclofarnesoides porque su esqueleto es el del ciclofarnesano (Polaino et al., 2010;
Medina et al., 2012). Los ciclofarnesoides se pueden disponer en una tabla o red similar

a la de los trisporoides (Figura 22). Proponemos una nueva nomenclatura para los
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apocarotenoides de 15 carbonos, con criterios similares a los empleados para los
trisporoides y con columnas designadas por nuevas letras mayusculas.

Un compuesto ya conocido, el 1,6-ciclofarnesa-4,6,8-trieno-2,10,11-triol, que
deriva de la 4-dihidrociclofarnesina S, como las cabezas de las columnas Ry T, se

saldria del plano de la Figura, que adquiriria asi una tercera dimension.

2.1.2 Nomenclatura general de los apocarotenoides

En trabajos anteriores de este laboratorio (Polaino, 2009; Polaino et al.,2012;
Medina et al 2013) se establecié que hay mas de cincuenta apocarotenoides en los
cultivos de Phycomyces (Medina et al., 2013). Eso desaconseja darles nombres triviales
conforme se van descubriendo y mucho menos cuando aln se desconoce su estructura.
En aquellos trabajos se usd una nomenclatura general para los apocarotenoides que no
requiere conocer su estructura quimica. Los compuestos ausentes en los mutantes
apocarotenogénicos (Polaino et al., 2012) detectados en el cromatograma normalizado
se designan con una letra mayuscula (C, ciclofarnesoides; T, trisporoides; M,
metilhexanoides; y X, compuestos no identificados), seguida de una minuscula (a,
fraccion acida; n, fraccion neutra) y de un nimero (tiempo de retencion en decenas de
segundos).

En este trabajo hemos mejorado la separacion de los apocarotenoides por
cromatografia liquida y la deteccién por espectrometria de masas nos ha permitido
distinguir entre aquellos apocarotenoides con tiempos de retencién y espectros de
absorcion similares, como la ciclofarnesina U y la 4-dihidrociclofarnesina S (Figura 22).
Por este motivo hemos adaptado la nomenclatura descrita en el parrafo anterior a los
tiempos de retencion del nuevo método de cromatografia liquida; en las tablas
correspondientes a las distintas familias de apocarotenoides (Tablas 1, 3 y 4) se indican
la nomenclatura nueva y la antigua

Esta nomenclatura permite designar a los apocarotenoides de estructura
desconocida y provee un alias conveniente para aquellos cuyo nombre sistematico es
muy complejo, como el (25,6E,8E)-1,6-ciclofarnesa-4,6,8-trieno-2,10,11-triol y su

isomero 6Z, llamados a partir de ahora Cn121 y Cn122, respectivamente.
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Tabla 2. Apocarotenoides identificados en cultivos mixtos y simples de mucorales. Los tres bloques
comprenden compuestos de 18 6 19 carbonos (trisporoides), 15 carbonos (ciclofarnesoides) y 7 carbonos
(metilhexanoides). Se proponen nuevos nombres triviales para los ciclofarnesoides y se indican entre

paréntesis y con letra cursiva los nombres antiguos.

Nombre

Cultivo y organismo

Referencia

Acido trispérico A

Acido trispérico B
Acido trispérico C
Acido trispérico D

Acido trispérico E

Dihidrotrisporato de metilo B

Dihidrotrisporato de metilo C
Metiltrisporato B

Metiltrisporato C

Metiltrisporato E

Trisporina B

Trisporina C

Trisporol B

Trisporol C

B-apo-13-carotenona

Mixtos de Blakeslea
Mixtos de Blakeslea

Mixtos de Blakeslea y
Phycomyces

Mixtos de Blakeslea

Mixtos de Blakeslea y
Phycomyces

Simples (—) de Blakeslea y
Mucor mucedo

Simples (—) de Blakeslea 'y
Mucor mucedo

Simples (+) de Blakeslea

Simples (+) de Blakeslea y Mucor
mucedo

Simples (+) de Mucor mucedo y
Phycomyces

Simples (—) de Blakeslea y
Mucor mucedo

Simples (—) de Blakeslea y
Mucor mucedo

Simples de Blakeslea

Simples de Blakeslea

Expresion heterologa de CarS de
Phycomyces en E. coli
productora de B-caroteno

(Cainelli et al., 1967)
(Cainelli et al., 1967)

(Caglioti et al., 1966; Polaino et al.,
2012)

(Sutter et al., 1989)

(Miller y Sutter, 1984; Sutter et al.,
1989)

(Bu Lock et al., 1976; Sutter y
Whitaker, 1981b)

(Bu Lock et al., 1976; Sutter y
Whitaker, 1981b)

(Sutter y Whitaker, 1981b)

(Bu Lock et al., 1976; Sutter y
Whitaker, 1981b)

(Miller y Sutter, 1984)

(Sutter y Whitaker, 1981b)

(Sutter y Whitaker, 1981b)

(Bu Lock et al., 1972; Prisbylla et al.,
1979)

(Sutter y Whitaker, 1981b)

(Medina et al., 2011)

1,6-ciclofarnes-4,6,8-trieno
-2,10,11-triol

Ciclofarnesina R (apotrisporina)

Ciclofarnesina S (apotrisporina E)

Ciclofarnesina U

Ciclofarnesol R (apotrisporol)

Simples y mixtos de Phycomyces

Simples y mixtos de Blakeslea

Simples y mixtos de Phycomyces
y mixtos de Blakeslea

Simples y mixtos de Phycomyces

Simples y mixtos de Blakeslea

(Polaino et al.,2012)

(Sutter y Zawodky, 1984)

(Sutter, 1986; Polaino et al.,2012)

(Polaino et al.,2012)

(Sutter y Whitaker, 1981b)

6-hidroxi-2-metilhexa-2,4-dienoico

6-hidroxi-5-metilhexa-2,4-dienoico

Simples y mixtos de Phycomyces

Simples y mixtos de Phycomyces

(Polaino et al.,2012)

(Polaino et al.,2012)
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Figura 21. Disposicion en red de trisporoides conocidos e hipotéticos. Las variaciones que afectan
a los carbonos C2, C3 y C13 determinan las columnas, designadas por letras mayusculas. Las filas se
definen por el nivel de oxidacion del C14 y se designan por sufijos indicados a la derecha. El nombre de
cada compuesto se construye con la raiz trispor—y el sufijo y la letra que correspondan. En recuadros, los
trisporoides identificados.
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Figura 22. Disposicion en red de ciclofarnesoides conocidos e hipotéticos. Las variaciones
que afectan al carbono C2 determinan las columnas Ry Sy la formacién del heterociclo, la U. Las
filas se definen por los niveles de oxidacién de los carbonos C4 y C12 y se designan por prefijos y
sufijos indicados a la derecha. El nombre de cada compuesto se construye con la raiz ciclofarnes—
y el prefijo, el sufijo y la letra que correspondan. En recuadros, los ciclofarnesoides identificados.
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2.2 Resultados

2.2.1 Apocarotenoides de Phycomyces

Se analizaron los apocarotenoides de cultivos simples de las estirpes silvestres
NRRL1555 (-) y A56 (+) y de cultivos mixtos de ambas a distintos tiempos de incubacion
y se compararon con los controles de las estirpes mutantes C5 (-) y S342 (+), incapaces
de sintetizar B-caroteno y, por tanto, apocarotenoides. Los extractos neutros (pH 8) y
acidos (pH 2) se sometieron a técnicas analiticas en colaboracion con el Prof. Alejandro

Fernandez Barrero y sus colegas de la Universidad de Granada.

2.2.1.1 Fraccionamiento cromatografico de apocarotenoides

Las tres familias de apocarotenoides de mucorales se diferencian en el tiempo de
retencion en cromatografia liquida (Figura 23). Los metilhexanoides aparecen en el
cromatograma de los extractos acidos, en torno al minuto 12, los ciclofarnesoides en el
de los extractos neutros, entre el minuto 16 y el 20, y los trisporoides en el de los

extractos neutros y acidos, a partir del minuto 20.
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Figura 23. Ejemplo de cromatograma. Fraccionamiento cromatografico de exudados de un cultivo mixto de
las estirpes NRRL1555 (=) y A56 (+) de tres dias de edad.

2.2.1.2 ldentificaciones

En cultivos mixtos de las estirpes silvestres se identificaron tres acidos
trisporicos, D, C y E (todos en sus dos versiones isoméricas 9Z 'y 9E) y dos trisporoles, D y
E (Figura 24). Nuestros colegas quimicos de la Universidad de Granada identificaron una
pequeia cantidad de (9Z) trisporato de metilo C, usando otras técnicas cuyos resultados

no estan descritos en este trabajo.
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Figura 24. Trisporoides identificados en cultivos mixtos de tres dias de Phycomyces. A la izquierda,
espectro de absorcion y nombre del compuesto; a la derecha, sefial de espectrometria de masas (entre

paréntesis, correccién por pérdida o ganancia de aductos) y estructura, férmula quimica y masa molecular.

En cultivos simples y mixtos de las mismas estirpes se identificaron seis

Intensidad relativa

ciclofarnesoides (Figura 25), tres de los cuales ya identificados en trabajos anteriores en

nuestro laboratorio en cultivos de cinco dias de edad (Tabla 2) y otros tres nuevos para

la ciencia: la 4-dihidrociclofarnesina T, el ciclofarnesol S y la 4-dihidrociclofarnesina S.
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Figura 25. Ciclofarnesoides identificados en cultivos de tres dias de Phycomyces. A |a izquierda,
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2.2.1.3 Diferencias entre cultivos mixtos y simples

Se estudiaron los ciclofarnesoides y los trisporoides de cultivos simples y mixtos
de dos dias de edad. Los trisporoides (Tabla 3) solo se encuentran en los extractos
acidos de cultivos mixtos. Se identificaron los acidos trisporicos C y E, ambos con sus
dos formas isoméricas 9Z y 9E.

Los ciclofarnesoides (Tabla 4) estan en mayor cantidad y diversidad en cultivos
mixtos que en simples. La ciclofarnesina S solo se observé en los cultivos mixtos. La
4-dihidrociclofarnesina T y la 4-dihidrociclofarnesina S se encontraron en cultivos
simples de ambos sexos y en los mixtos. No se han identificado ciclofarnesoides de

caracter acido.

Tabla 3. Trisporoides identificados en Phycomyces. Absorbancia de 200 a 900 nm (kAUs/L de cultivo) en

cultivos simples y mixtos. Entre paréntesis, nomenclatura nueva; entre comillas y en cursiva, nomenclatura

antigua.
Cultivos simples Cultivos mixtos
NRRL1555 (=)  A56 (+) NRRL1555 (=) x A56 (+)
Compuesto 2d 2d 3d 5d
Trisporol E (Tn128) - - - 2 -
Trisporol D (Tn135) - - - 2 -
“Tn136”
(9E) é&cido trisporico D (Ta123) - - - 46 142
(92) acido trispérico D (Ta125) - - - 92 42
“Ta96”
(9E) acido trispérico E (Ta128) - - 24 824 2126
(92) acido trispérico E (Ta130) - - 46 82 216
“Ta91”
(9E) acido trisporico C (Ta132) - - 52 308 370
“Ta102’
(92) acido trisporico C (Ta135) - - 88 2214 2638
“Ta109’
Total 0 0 210 3570 5534
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2.2.1.4 Evolucién temporal

Estudiamos los trisporoides (Tabla 3) y ciclofarnesoides (Tabla 4) de cultivos
mixtos con distintas edades. La mayor diversidad de ambas familias de apocarotenoides
se encontro en cultivos mixtos de tres dias de edad y la mayor cantidad a los cinco dias.
Los trisporoles se identificaron en cultivos de 3 dias. Los acidos trisporicos C y E se
identificaron en cultivos de dos, tres y cinco dias, y el acido trispérico D se detecto en
los de tres y cinco dias. Todos los acidos trisporicos mostraron sus dos formas isoméricas
97y 9E.

Todos los ciclofarnesoides tenian caracter neutro. La ciclofarnesina U, se
encontro en dos formas isoméricas, pero no se determiné la isomeria. Las
ciclofarnesinas T (en sus dos formas isoméricas) y los isomeros Cn121 y Cn122 aparecen
a los tres dias y se acumulan a los cinco dias.

Tabla 4. Ciclofarnesoides identificados en Phycomyces. Absorbancia de 200 a 900 nm (kAU s/L de cultivo)

en cultivos simples y mixtos. Entre paréntesis, nomenclatura nueva; entre comillas y en cursiva, nomenclatura
antigua.

Cultivos simples Cultivos mixtos
NRRL1555 (=) A56 (+) NRRL1555 (=) x A56 (+)

Compuesto 2d 2d 3d 5d
4-dihidrociclofarnesina T (Cn9e6) 38 70 168 182 328
Ciclofarnesol S (Cn101) - - 44 96 332
4-dihidrociclofarnesina S (Cn113) 548 732 784 602 530
Ciclofarnesina S (Cn115)
“Cn115” - - 166 964 3210
Ciclofarnesina U (Cn116) _ _ _
“Cno6’ 18 246
Ciclofarnesina U (Cn119)
“Cn113” - - - 100 1612
(2S,6E,8E)-1,6-ciclofarnes- (Cn121)
4,6,8-trieno-2,10,11-triol - - - 26 1004
“Cn122”
(2S,6Z,8E)-1,6-ciclofarnes— (Cn122)
4,6,8-trieno-2,10,11-triol - - - - 268
“Cn123”
Total 586 802 1162 1988 7530
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En los analisis de la fase acida solo se observaron algunos ciclofarnesoides ya
identificados en la fase neutra que muestran una “afinidad intermedia” entre la
extraccion neutra y la acida. Los cultivos de un dia de edad no produjeron sefales de

apocarotenoides en cromatografia liquida con deteccién por ultravioleta.

2.2.1.5 Ausencia de Cz5 en los cultivos

La B-apo-12’-carotenona es el primer apocarotenoide precursor de los
trisporoides y los metilhexanoides. Aparece como un fragmento del B-caroteno
producido por la oxigenasa CarS y cortado a su vez por la oxigenasa AcaA (Medina et al,
2011 y Capitulo 1) y se ha considerado como posible regulador de la biosintesis de
B-caroteno (Medina, 2013). Disponemos del compuesto puro, proporcionado por el
Dr. Salim Al-Babili, ajustamos los procedimientos de fraccionamiento y deteccion para
optimizar su identificacion y se han revisado todos los resultados, pero no lo hemos
encontrado en ningln experimento. Debemos considerarlo un intermediario transitorio,

que pasa fugazmente entre las dos oxigenasas.

2.2.2 Trisporoides y ciclofarnesoides de Blakeslea

En cultivos mixtos de las estirpes F921 (-) y F986 (+) de tres dias de edad se
identificaron por resonancia magnética nuclear (Tabla 5) el acido trisporico C en sus
versiones 9Z 'y 9E, y 3 ciclofarnesoides, el ciclofarnesol R, el acido ciclofarnesoico Ry el
acido ciclofarnesoico R acetilado en el hidroxilo del carbono 11; los 2 ultimos eran

nuevos para la ciencia.

'I[,"'

O
COOMe

Figura 26. Apocarotenoides C1s. A la izquierda, identificado en cultivos mixtos de Blakeslea; a la derecha,
su éster metilico.
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También se identifico (Figura 26) un acido de trece carbonos, que podria derivar
del corte del B-caroteno, de un trisporoide o de un ciclofarnesoide. Este Ci3 es un
nuevo producto natural y su estructura se confirmoé por sintesis quimica; su éster
metilico (Figura 26) se habia sintetizado para servir de intermediario en la sintesis
quimica del acido trisporico B (Takahashi et al., 1988).

Los apocarotenoides de los extractos neutro (pH 8) y acido (pH 2) se separaron
en fracciones por cromatografia liquida y se estimo la cantidad de cada apocarotenoide.
Los detalles de estas determinaciones por nuestros colegas quimicos se encuentran en

nuestra publicacion conjunta (Barrero et al., 2011).

Tabla 5. Cuantificacion de los apocarotenoides de Blakeslea. Los valores estan referidos al volumen de
un cultivo mixto de las estirpes F921 (-) y F986 (+) de tres dias de edad.

Compuesto Cantidad Peso molecular Concentracion Total
(mg/L) (9) (mol/L) (1umol/L)
Metilhexanoides:
(2E,4E)-6-hidroxi-5-metilhexa 15,4 126,1 122,2
-2,4—dienal
(2E,4E)-6-hidroxi—2—-metilhexa 2,7 126,1 21,4
-2,4—dienal
(2E,4E)-2-metilhexa—2,4-dien 40,0 128,1 312,3
: 582,6
-1,6-diol
(2E,4E)-6-hidroxi—2—-metilhexa 6,0 1421 422
-2,4—dienoico
(2E,4E)-6-hidroxi—-5-metilhexa 12,0 1421 84,5
-2,4—dienoico
Ciclofarnesoides:
Ciclofarnesol R 24,6 250,2 98,3
Ciclofarnesoico R 14,6 2641 55,3 175,8
Ciclofarnesoico R acetilado en C11 6,8 306,1 22,2
Trisporoides:
Trisporico C (9E) 22,1 306,2 72,2
229,8
Trisporico C (92) 48,2 306,2 157,6
Apocarotenoides Cia:
B-9-apo-4,9-ceto-16-carotenoico 4.0 236,1 16,8 16,8
Total 196,4 23334 1005 1005
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Si comparamos la cantidad de los metilhexanoides con la de trisporoides o
ciclofarnesoides encontramos que los metilhexanoides son aproximadamente tres veces
mas abundantes (3,3 veces para los ciclofarnesoides y 2,5 para los trisporoides). Es
posible que se esté sobreestimando la cantidad de metilhexanoides por el método de
separacion. Si la cromatografia liquida no los separa adecuadamente de otros
compuestos, presentes en las extracciones y con propiedades cromatograficas similares,

estos incrementan el peso de la fraccion.

2.3 Discusion

2.3.1 Apocarotenoides de Phycomyces

2.3.1.1 Nuevas determinaciones y nuevos métodos

Esta tesis amplia los resultados de dos tesis anteriores de este laboratorio
(Polaino, 2009; Medina, 2013), diversificando las circunstancias de los cultivos,
mejorando la deteccion e introduciendo técnicas apropiadas para la determinacion de
estructuras.

Los exudados de cultivos mixtos de Phycomyces de cinco dias de edad tienen una
considerable absorbancia a 328 nm (Polaino et al., 2012), que se debe atribuir a
apocarotenoides porque no se encuentra en estirpes incapaces de sintetizar B-caroteno.
Los cultivos de cinco dias parecieron apropiados para investigar apocarotenoides con
funcion fisiologica, ya que en cultivos mixtos de las estirpes silvestres las primeras
cigosporas aparecen a los 6 dias de incubacion y la mayor acumulacion de
apocarotenoides en cultivos mixtos se observa a los cinco dias.

La tesis de Medina (2013) amplio el estudio a muchas estirpes mutantes y a
apocarotenoides que absorbian a 280 nm. Se detectaron mas de cincuenta compuestos,
muchos de ellos ciclofarnesoides, que habian escapado antes al detector de 328 nm
(Polaino, 2009).

La restriccion a cultivos de cinco dias puede justificarse por razones practicas,
pero la interaccion fisioldgica puede ocurrir en cultivos mas jovenes, con mas
antelacion a los cambios morfolodgicos. Las variaciones temporales facilitan ademas la

comprension de las rutas biosintéticas.

66



2.3.1.2 Diferencias entre cultivos simples y mixtos

Para estimar cuantitativamente los apocarotenoides a partir de sus absorbancias
(Tabla 1, 3 y 4) necesitariamos datos detallados de todos ellos. No hemos podido
obtener coeficientes de extincion de apocarotenoides en nuestro laboratorio, pero
vamos a aproximar el de los trisporoides por el del acido trispérico C (Bu’lock et al.,
1972), el de los ciclofarnesoides por los del ciclofarnesol R (Sutter et al., 1981) y el
2,4,6-octatrieno y el de los metilhexanoides por el del acido sorbico (2,4-hexadienoico).
Esto nos permite estimar la abundancia relativa de las tres familias de apocarotenoides
(Tabla 6).

Medina (2013) estimd que la cantidad total de apocarotenoides es,
aproximadamente, doce veces mayor en cultivos mixtos que en simples de cinco dias de
edad. En nuestros cultivos de dos dias de edad es aproximadamente el doble.

Hay que tener en cuenta que en estos primeros dias de cruzamiento los
trisporoides no se encuentran en los cultivos simples y en los cultivos mixtos son mucho
menos abundantes que los demas. Como las tres familias de apocarotenoides se
producen en cantidades equimoleculares por corte del B-caroteno en tres fragmentos
(Polaino et al., 2009 y 2012; Medina et al., 2011) debe haber un mecanismo de
degradacion de los trisporoides en cultivos simples de ambos sexos. Este mecanismo se
inhibiria, total o parcialmente, durante la interaccion sexual, permitiendo la deteccion
de los trisporoides. Una propuesta similar se encuentra en Medina (2013) para explicar

sus resultados con cultivos de cinco dias.

Tabla 6. Abundancia relativa de las familias de apocarotenoides de Phycomyces. Suma de las
absorbancias de 200 a 900 nm (AU s/L de cultivo) divididas por los coeficientes de extincion molar estimados
para cada familia de apocarotenoides: metilhexanoides, 20.000; ciclofarnesoides, 11.000; trisporoides,
17.000.

Cultivos simples Cultivos mixtos
NRRL1555 (-) A56 (+) NRRL1555 (=) x A56 (+)
Familia 2d 2d 3d 5d
Metilhexanoides 23 16 56 54 227
Ciclofarnesoides 55 73 109 182 682
Trisporoides 0 0 12 210 326
Total 78 89 177 446 1235
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2.3.1.3 Evolucion temporal

Al aumentar la edad de los cultivos mixtos aumenta mucho la cantidad total de
apocarotenoides, que es siete veces mayor a los cinco dias que a los dos dias. Los
trisporoides aumentan proporcionalmente mas que los demas. Esto refuerza nuestra
propuesta de una degradacion especifica de los trisporoides para explicar la ausencia de
trisporoides en los cultivos simples, su aparicién en los cultivos mixtos de dos dias de
edad y su gran aumento en el tercer dia.

La cantidad total de los ciclofarnesoides es mayor que la de los otros, el doble
que la de los trisporoides y el triple que la de los metilhexanoides. Esto sugiere
diferencias en la eficacia de extraccion, la estabilidad o el catabolismo de las tres

familias de apocarotenoides e incluso la posibilidad de transferencias de unas a otras.

2.3.2 Apocarotenoides de Blakeslea

El método seguido para estimar la concentracion de los apocarotenoides en el
exudado del cultivo mixto (Tabla 5) es muy diferente del seguido con Phycomyces.
Observamos que las cantidades de ciclofarnesoides y de trisporoides en el medio son
equiparables, lo que coincide con la hipdtesis de que deben de encontrarse en
cantidades equimoleculares. Los metilhexanoides son mas
abundantes que los trisporoides y los ciclofarnesoides, e incluso que la suma de ambos.
Es posible que le método de separacion sobrestime los metilhexanoides si la
cromatografia liquida no los separa de otros acidos presentes en el medio y con
propiedades cromatograficas similares. El método de separacion aplicado no fue
disefiado especialmente para estos acidos. El medio de cultivo de Phycomyces es
particularmente rico en acidos organicos (Barrero et al.,1996) y lo mismo parece ocurrir
con otros mucorales.

El apocarotenoide de 13 carbonos (Figura 26) constituye una familia aparte,
mucho menos abundante que las otras. Es posible que se produzca por el corte de
alguna de las oxigenasas conocidas, por otra enzima o incluso por una actividad no

enzimatica.
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2.3.3 Apocarotenoides de mucorales

Todos los ciclofarnesoides y la mayoria de los trisporoides de Phycomyces y
Blakeslea que hemos identificado en este trabajo (Figuras 28 y 29) tienen un grupo
hidroxilo (-OH) en el extremo de la cadena de polieno. Esto debe ser consecuencia de
una actividad enzimatica muy eficaz y muy conservada en los mucorales, ya que solo el
acido trisporico D y el trisporol D, compuestos minoritarios en los cultivos mixtos de
Phycomyces, tienen un grupo aldehido en esa posicion.

En cultivos mixtos de Phycomyces encontramos trisporoides de las familias C, Dy
E (Figura 28). En Blakeslea solo hemos identificado el acido trisporico C (Tabla 6), que
es el trisporoide mayoritario en Phycomyces (Tabla 3). Esto sugiere que las enzimas que
producen el acido trisporico C a partir de B-apo-13-carotenona, el primer trisporoide,
deben estar conservadas en los mucorales.

Blakeslea carece de apocarotenoides hidroxilados en los carbonos C2 y C3 del
anillo y, por tanto, de las enzimas que catalizan estas reacciones en Phycomyces
(Figuras 28 y 29). Se puede pensar en una hidroxilasa para el C3 especifica para los
trisporoides y otra para el C2 de los ciclofarnesoides, responsables, respectivamente, de
los trisporoides E y de todos los ciclofarnesoides. Una falta de especificidad de esta
Ultima enzima podria dar lugar a las pequenas y erraticas concentraciones de
trisporoides D (Tabla 3).

Todos los apocarotenoides detectados en Phycomyces y Blakeslea tienen algin
sustituyente en el C4 del anillo (Figuras 28 y 29), pero los precursores hipotéticos de los
trisporoides y los ciclofarnesoides no los tienen, ya que se cortan directamente del
B-caroteno. Tampoco se han detectado trisporoides que no tengan saturado el doble
enlace 11,12. Esto sugiere que la hidroxilasa de C4 y la hidrogenasa del doble enlace
11,12 deben estar conservadas en los mucorales y ser muy eficientes.

En Blakeslea y en Phycomyces hemos detectado los ciclofarnesoles Ry S,
respectivamente. Este Gltimo era hasta ahora desconocido. La actividad enzimatica que
transforma las ciclofarnesinas en ciclofarnesoles podria ser la hidroxilasa que convierte
las trisporinas en trisporoles; este proceso seria muy eficiente en los apocarotenoides
de Blakeslea y en los trisporoides de Phycomyces, pero no en sus ciclofarnesoides, ya
que se detecta mas sustrato que producto. En Blakeslea también hemos detectado el

acido ciclofarnesoico R, también un compuesto nuevo. Este producto podria ser obra de
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las mismas enzimas que transforman los trisporoles a acidos trisporicos, pero serian mas
eficaces en el caso de los trisporoides que en el de los ciclofarnesoides.

La 4-dihidrociclofarnesina S y la 4-dihidrociclofarnesina T, identificados en este
trabajo, son nuevos compuestos para la ciencia. Ambos se habian hipotetizado
anteriormente como precursores en la ruta biosintética de los ciclofarnesoides de
Phycomyces (Polaino et al., 2012; Medina, 2013). El primero seria un precursor central
en la ruta, ya que todos los ciclofarnesoides identificados derivarian de él, por uno o
varios pasos enzimaticos. El segundo se propuso como precursor de los ciclofarnesoides U.

Algunos ciclofarnesoides identificados en cultivos de tres dias y, en mayor
cantidad, en los de cinco, podrian generarse espontaneamente en el medio de cultivo a
pH acido a partir de ciclofarnesoides identificados en cultivos mas jovenes. Asi, la
ciclofarnesina U y el 1,6-ciclofarnes-4,6,8-trieno-2,10,11-triol derivarian de la

4-dihidrociclofarnesina T y de la 4-dihidrociclofarnesina S, respectivamente (Figura 27).

H,O
- /> H,0
OH H,0 OH
} OH CH,0OH . X C o) o
—
OH /WA/OH HO™ X OH OH™ AN A~OH OH 3 Z
4-dihidrociclofarnesina S~ 1,6-ciclofarnes-4,6,8-trieno-2,10,11-triol 4-dihidrociclofarnesina T ciclofarnesina U

Figura 27. Reaccion espontanea de ciclofarnesoides en el medio de cultivo. Las flechas curvas indican

los procesos de ganancia o pérdida de agua y la posicion en la que ocurren.
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recuadros, los ciclofarnesoides identificados (con linea continua, en Phycomyces; con linea punteada, en
Blakeslea).
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Capitulo 3

Biotransformaciones de apocarotenoides

3.1 Introduccion

La biotransformacion es una técnica muy potente para estudiar rutas
metabdlicas: se suministran sustratos naturales o artificiales a un organismo y se
analizan los productos resultantes. Este método puede verse oscurecido por el
metabolismo endogeno. Por suerte, en Phycomyces disponemos de mutantes carentes
de apocarotenoides propios que puedan interferir en las determinaciones de los
productos de las biotransformaciones.

En este capitulo analizaremos las biotransformaciones de dos ciclofarnesoides y
un trisporoide sintetizados por el grupo del Prof. Alejandro Fernandez Barrero y sus

colegas de la Universidad de Granada.

3.2 Resultados

3.2.1 Biotransformacion de ciclofarnesoides

El B-apo-12-carotenol no ha sido detectado como producto natural en ningin
organismo, pero es un presunto intermediario en la biosintesis de ciclofarnesoides.
Incubado con cultivos de estirpes mutantes carB de Phycomyces, se convirtio en tres
ciclofarnesoides S (Tabla 7, Figura 30), ya identificados en este organismo (Figura 25,
capitulo 2), y no se detectaron derivados de estos, identificados en el capitulo 2 (Figura
29). El sustrato es muy inestable en el medio de cultivo, ya que en un dia solo quedé el

2 % de la cantidad original. Incubado en los cultivos desaparecié por completo, y solo en
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una pequena proporcion (aproximadamente el 8 %) se convirtio en ciclofarnesoides
detectados. Cabe alguna duda sobre la identificacion de la 4-dihidrociclofarnesina S, ya
que en nuestro sistema de cromatografia es muy dificil distinguirla de la ciclofarnesina
U y no tenemos confirmacion por espectrometria de masas. Tanto los cultivos simples de
las estirpes mutantes carB de sexo opuesto como los cultivos mixtos de ambas se
comportaron igual. No se identificaron compuestos nuevos.

La ciclofarnesina S no se transformé en otros apocarotenoides detectables por
nuestro método (Tabla 7). Esta es también inestable, pero no tanto en los cultivos como
en el medio, lo que sugiere que se estabiliza por interaccion con las células o con
metabolitos secretados por ellas. No se observaron diferencias entre los sexos o entre

cultivos simples y mixtos.

Tabla 7. Biotransformacion de los ciclofarnesoides. Los cultivos, de 25 ml y dos dias de edad, se incubaron
en presencia del sustrato (1 mg). Para cada compuesto identificado en HPLC se indica la absorbancia (AU s)
a 328 nm (ciclofarnesina S) o a 254 nm (los demas).

Cultivos

5 (-) $342 (+) C5xS342  Medio

Sustrato: B—apo-12-carotenol 1400
Productos: B-apo-12-carotenol - - - 28,5
4—dihidrociclofarnesina S 69 85,6 68,2 -
4—dihidrociclofarnesina T 16,6 23,1 23 -
Ciclofarnesina S 15,2 10,2 18,3 -
Total 100,8 118,9 109,5 28,5
Sustrato:  Ciclofarnesina S 231
Producto: Ciclofarnesina S 15,4 15,6 16,8 4.2
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Figura 30. Ejemplo de la biotransformacion del B—apo-12-carotenol. Fraccionamientos cromatograficos
de extractos neutros de un cultivo simple de una estirpe mutante, incapaz de producir apocarotenoides,
incubado en presencia de B—apo-12-carotenol. A, incubacién del sustrato durante un dia en medio de
cultivo; B, incubacion durante un dia en cultivos de dos dias. Para otros detalles ver leyenda de la Tabla 7.

3.2.2 Biotransformacion de trisporoides

El cultivo simple de sexo (+) y el cultivo mixto de ambos sexos fueron capaces de
transformar la B-apo-13-carotenona (un compuesto Cig) en trisporoides (C1g) y
ciclofarnesoides (C1s). El sustrato es muy inestable en el medio de cultivo, ya que tras
un dia de incubacion quedo menos del 0,1 %. En el cultivo simple de la estirpe de sexo
(-) no se detect6 ningln apocarotenoide. Los ciclofarnesoides fueron los mismos que se
transformaron a partir del B-apo-12-carotenol, descritos en el apartado anterior, mas
el ciclofarnesol S. El principal trisporoide es el acido trisporico C, con sus dos isomeros
9Z y 9E. El cultivo mixto produjo en pequena cantidad el acido trispérico E, no
encontrado en el experimento paralelo con el cultivo simple de sexo (+). Las
absorbancias indicaban una proporcion similar de los ciclofarnesoides en el cultivo

simple de sexo (+) y en el cultivo mixto, pero habia el doble de acidos trispoéricos en
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este que en aquel (Figura 31, Tabla 8). Los productos de la biotransformacion supusieron

aproximadamente el 15 % del sustrato anadido, estimados por sus absorbancias.
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Figura 31. Ejemplo de la biotransformacion de la B—apo-13-carotenona. Fraccionamientos
cromatograficos de extractos de un cultivo simple de una estirpe mutante, incapaz de producir
apocarotenoides, incubado en presencia de B—apo-13-carotenona. A, compuesto puro; B (extractos neutros)
y C (extractos acidos), incubacién del sustrato durante un dia en cultivos de dos dias. Para otros detalles ver
leyenda de la Tabla 8.
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Tabla 8. Biotransformacion de la —apo-13-carotenona. Los cultivos, de 25 ml y dos dias de edad, se
incubaron en presencia del sustrato (1 mg). Para cada compuesto identificado en HPLC se indica la
absorbancia (AU s) a 254 nm (los tres primeros) 0 a 328 nm (los demas).

Cultivos

5 (-) $342 (+) C5x5342  Medio

Sustrato: B—apo-13-carotenona 304

Productos: (-apo-13-carotenona - - - 0,24
4—dihidrociclofarnesina S - 18,74 18,4 -
4—dihidrociclofarnesina T - 17,3 15,76 -
Ciclofarnesina S - 4,63 4,66 -
Ciclofarnesol S - 1,73 2,08 -
Acido trisporico C (9E) - 1,48 3,21 -
Acido trisporico C (92) - 1,52 3,34 -
Acido trisporico E - - 0,79 -
Total - 45,4 48,24 0,24

3.2.2.1 Biotransformacion de trisporoides por mutantes car$

El corte de la B-apo-13-carotenona se puede atribuir a una oxigenasa. En
Phycomyces tenemos mutantes carentes de la enzima CarS, que se encarga de generar
los ciclofarnesoides a partir del B-caroteno. El cultivo mixto de estas estirpes mutantes
carS, incapaces de cortar el B-caroteno, también transformo la B-apo-13-carotenona
en ciclofarnesina S (Figura 32). Por tanto el desvio de sustratos de Cig a C1s debe ser

atribuido a una actividad enzimatica distinta.
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Figura 32. Biotransformacion de la B-apo-13-carotenona por mutantes carS. Fraccionamientos
cromatograficos de extractos neutros de un cultivo mixto de estirpes mutantes, incapaces de producir
apocarotenoides, incubado en presencia de f—apo—13-carotenona. A, compuesto puro (0,1 mg); B,
incubacion del sustrato durante un dia en cultivo de dos dias; C, cultivo de tres dias sin sustrato. La
absorbancia a 328 nm de la ciclofarnesina S fue de 0,51 AU s.

3.3 Discusion

En esta tesis hemos desarrollado en Phycomyces, por primera vez, la
biotransformacion de distintos compuestos en mutantes incapaces de producir
apocarotenoides. Esta técnica proporciona una herramienta muy potente de analisis del
metabolismo de trisporoides y ciclofarnesoides.

Hay que tener en cuenta en este capitulo que la biotransformacién de un
compuesto no demuestra que este sea un intermediario fisiologico y que las cantidades

aplicadas pueden ser muy diferentes de las habituales en las células.
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3.3.1 Biotransformaciones de ciclofarnesoides

El primer ciclofarnesoide debe ser el B-apo-12-carotenal, que se debe producir
al cortar el B-caroteno por su doble enlace 11,12’ (Figura 23). Este ciclofarnesoide
sintetizado quimicamente es muy inestable y, por este motivo, utilizamos su derivado
reducido en el extremo de la cadena de polieno, el B-apo-12-carotenol. Este es un
intermediario hipotético de la ruta biosintética de los ciclofarnesoides, ya que dos
oxidaciones en C2 y C4 lo transformarian en la 4-dihidrociclofarnesina S (Figura 29).
Ambas acciones enzimaticas y la reduccion en C11 deben ser muy eficaces, ya que no se
encuentran ciclofarnesoides sin grupos hidroxilo en esas tres posiciones.

El primer precursor detectado es la 4-dihidrociclofarnesina S, que, por oxidacion
en C14, se convierte en la 4-dihidrociclofarnesina Ty, por oxidacion en C4, en
ciclofarnesina S (Figura 30). Ambos productos se acumulan lentamente. En estos
experimentos no es encontraron posibles metabolitos de la ciclofarnesina S. Tampoco se
encontraron los isomeros Cn121 y Cn122 y la ciclofarnesina U, que creemos derivados
espontaneos de compuestos citados en el parrafo anterior (Figura 27). Es posible que el
tiempo de incubacion, el tercer dia de cultivo, sea insuficiente para acumular

cantidades detectables de esos compuestos.

3.3.2 Biotransformaciones de trisporoides

La B-apo-13-carotenona es el primer compuesto de la ruta biosintética de los
trisporoides y se produce por dos cortes sucesivos del B-caroteno (Medina et al., 2011).
Este apocarotenoide no es tan inestable como su homologo de 15 atomos de carbono (el
B-apo-12-carotenal) y pudimos utilizarlo en los ensayos de biotransformacion.

El precursor de 18 carbonos ha dado lugar a trisporoides (Cis) y a
ciclofarnesoides (C1s). Este resultado es sorprendente porque nuestro laboratorio
demostré que ambos grupos de apocarotenoides proceden directa y separadamente del
corte del B-caroteno (Polaino et al., 2009; Medina et al., 2011) y esta tesis (Capitulo 1)
amplia el resultado a otro mucoral. Los primeros apocarotenoides de 15 carbonos
identificados se supusieron producto del corte de los trisporoides (Sutter y Whitaker,
1981; Sutter y Zawodny, 1984). En esta tesis (Tabla 8) hemos demostrado que la estirpe
S342 (+) genera ciclofarnesoides a partir de B-apo-13-carotenona (Figura 31), al menos

en las condiciones de estos experimentos de biotransformacion. Esta estirpe podria
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cortar directamente la B-apo-13-carotenona o un derivado mas oxidado. Hay dos
sustratos posibles para la enzima que corta el fragmento de tres carbonos: la
B-apo-13-carotenona y su hipotético derivado hidroxilado en C4, pero este Gltimo debe
estar en pequena cantidad, porque no se ha encontrado. La ruta se volveria mas
complicada si el sustrato fuera cualquiera de los trisporoides mas avanzados, que
tuvieran un grupo ceto en C4 o carecieran del doble enlace 11,12 que deberia cortarse.
Nosotros proponemos que el corte del fragmento de tres carbonos ocurra en el primer
trisporoide de la ruta, la B-apo-13-carotenona, y el ciclofarnesoide que se produce se
incorporaria a la ruta de los ciclofarnesoides, junto con los que provienen directamente
del B-caroteno (Figura 33).

Demostramos que el corte de un fragmento de tres carbonos no lo realiza la
enzima Car$S (Figura 32), que corta el B-caroteno y genera ciclofarnesoides. Esto nos ha
llevado a proponer la existencia de otra enzima con actividad oxigenasa que corte los
trisporoides y genere algunos ciclofarnesoides en estirpes de sexo (+). La enzima que
corta los trisporoides a ciclofarnesoides podria ser la proteina 64508 de Phycomyces,
que se parece mucho a la oxigenasa CarS y conserva las caracteristicas que se
consideran necesarias para esa actividad. La proteina 64508 no corté ninguno de los
sustratos ensayados (Medina et al., 2011), pero ya hemos hecho referencia (Capitulo 1)
a las limitaciones de estos métodos. Ademas, en esos trabajos no se detectaron
ciclofarnesoides ni metilhexanoides y si una enzima hubiese mostrado baja actividad
cortando un trisporoide, para generar un ciclofarnesoide y un C3, no se habrian
detectado los productos ni el descenso de la concentracion de trisporoides. Tampoco
hay que descartar como candidata la enzima AcaA, aunque su lugar de corte difiere del
que seria necesario para esta nueva actividad.

Como propusimos en el Capitulo 2, la oxidacion en C12 de la ciclofarnesina S,
que da lugar al ciclofarnesol S, podria ser catalizada por la hidroxilasa que transforma
las trisporinas en trisporoles. El ciclofarnesol S resultd de la biotransformacion de la
B-apo-13-carotenona, pero no de la del B-apo-12-carotenol, de 15 atomos de carbono.
La diferencia se deberia a que la enzima se activaria por la presencia de sustratos de 18

atomos de carbono.
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Figura 34. Posible ruta para convertir trisporoides en ciclofarnesoides. Las flechas indican pasos
enzimaticos sencillos. Entre paréntesis, compuestos hipotéticos.
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4 Discusion general

4.1 Diversidad de apocarotenoides de mucorales

Se ha descrito una gran variedad de apocarotenoides en distintos mucorales
(Tabla 2, Capitulo 2). Nosotros hemos contribuido con nuevos miembros en las tres
familias, trisporoides, ciclofarnesoides y metilhexanoides, en Phycomyces y en
Blakeslea.

Mucor conserva los mismos mecanismos para cortar el B-caroteno (Capitulo 1)
que Phycomyces y Blakeslea. Actualmente mantenemos una colaboracion con el Prof.
Isidro Gonzalez y sus colegas quimicos de al Universidad de Cadiz para la identificacion
de apocarotenoides de Mucor circinelloides.

En Mucor circinelloides es posible usar técnicas de Biologia Molecular que nos
permiten interrumpir genes y determinar su funcion. Al inicio de esta tesis
interrumpimos el gen de Mucor circinelloides homdlogo al gen de Mucor mucedo que
codifica para una presunta deshidrogenasa de apocarotenoides(Schimek et al., 2005),
que también tiene homélogo en Phycomyces (Polaino, 2009). Hemos comprobado que su
interrupcion no tiene efectos en el cruzamiento. Combinar los analisis de
apocarotenoides de Mucor circinelloides con la Biologia Molecular facilitaria la
investigacion de la biosintesis de B-caroteno y apocarotenoides.

Medina (2013) hizo un estudio exhaustivo en Phycomyces de cultivos simples y
mixtos de estirpes silvestres y mutantes de cinco dias de edad. En estos analisis se
detectaron mas de cincuenta apocarotenoides por comparacion con estirpes mutantes
incapaces de producirlos. Estos trabajos tenian un fuerte componente cuantitativo,
pero se identificaron pocos compuestos y solo de forma tentativa. Nuestro trabajo
posee un caracter mas cualitativo y se ha centrado en los compuestos mayoritarios y
con estructura identificada.

En cultivos mixtos de Blakeslea hemos identificado nuevos metilhexanoides y

ciclofarnesoides (Capitulos 1y 2), pero no encontramos varios de los encontrados en
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otras estirpes (Tabla 2). Esto demuestra que los apocarotenoides en los mucorales no
difieren solo entre especies sino entre estirpes de la misma especie.

Todo esto nos indica la existencia de una enorme variedad de apocarotenoides de
mucorales y que la lista de compuestos identificados aumentara en los proximos anos
con el analisis de nuevos organismos y la mejora de los sistemas de deteccion e
identificacion. Nuestros esquemas en redes o sistemas periddicos para las familias de
apocarotenoides (Figuras 28 y 29) facilitaran la prediccion y la clasificacién de nuevos
compuestos.

La biosintesis de carotenoides y apocarotenoides, como las de los esteroles, las
giberelinas y otros metabolitos secundarios, consisten muy mayoritariamente en
reacciones oxidativas que en muchos casos consumen directamente oxigeno molecular.
Sirven por tanto de defensa a las células contra el estrés oxidativo. Para esta funcion la
estructura de los productos resultantes tiene poca importancia y la enorme variedad de
compuestos es mas ventajosa que perjudicial. Algunos de estos han adquirido
secundariamente funciones en la célula, frecuentemente como sefales dentro de los
organismos y entre ellos. Para la evolucion es dificilisimo seleccionar en favor de
sefales indetectadas ni de mecanismos de deteccion de sefales inexistentes. Con el
tiempo se produce una coevolucion entre la senal y el detector que los vuelve mas

especificos el uno del otro.

4.2 Ruta biosintética de apocarotenoides de Phycomyces

Los apocarotenoides identificados se pueden ordenar en tres rutas metabdlicas,
cada una de la cuales arranca de uno de los tres fragmentos en que se corta
inicialmente el B-caroteno (Figura 34). Para construirlas se tienen en cuenta las
estructuras moleculares identificadas en este trabajo y las producidas en las
biotransformaciones. Se ha tratado de minimizar el nimero total de reacciones, para lo
que son Utiles los sistemas periddicos descritos en el capitulo 2.

Las rutas metabdlicas propuestas deben confirmarse y ampliarse con nuevas
identificaciones de apocarotenoides, con nuevas biotransformaciones de sustratos

sintéticos y con el estudio de los genes y las enzimas implicados.
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Figura 33. Ruta biosintética de los apocarotenoides de Phycomyces. Flechas rectas, reacciones
enzimaticas conocidas o muy probables; lineas, posibles vias de la ruta; flecha curva, paso de trisporoides a
ciclofarnesoides; flechas discontinuas, posibles reacciones espontaneas; en recuadros, compuestos
identificados en esta tesis; en recuadro discontinuo, intermediario hipotético usados en las
biotransformaciones; entre corchetes, intermediarios deducidos; en fondo gris, disposicion en red o sistema
periddico que muestra como contiguos compuestos potencialmente interconvertibles y designados por las
reglas de las Figuras 28 y 29 (Capitulo 2).
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En nuestros analisis no hay indicios de intercambio de apocarotenoides entre las
estirpes de sexos opuestos durante el cruzamiento. Esto debilita la hipdtesis de que
durante el cruzamiento hay un intercambio de trisporoides entre los sexos, que
cooperan para producir los acidos trisporicos (Sutter, 1987), recogida en numerosos

tratados de micologia y sefalizacion.

4.3 Feromonas de mucorales

Cada sexo emite una sefal especifica que tiene que ser un apocarotenoide, como
se deduce de que los mutantes carentes de caroteno no estimulan sexualmente a las
estirpes silvestres de sexo opuesto, pero son estimuladas por estas (Sutter, 1975). Las
feromonas sexuales deben ser apocarotenoides exclusivos de cada sexo.

En trabajos anteriores se sospecharon como posibles candidatos a feromonas del
sexo (-) el trisporol B (Medina, 2013) y la trisporina B (Polaino et al., 2012). Los
metiltrisporatos C y E han sido propuestos como feromonas del sexo (+) e inductores de
la formacion de cigoforos en Phycomyces (Sutter y Whitaker, 1981a; Drinkard et al.,
1982; Miller y Sutter, 1984; Sutter, 1987). Nuestro trabajo debilita estas propuestas, ya
que no hemos podido detectar ninguno de estos compuestos en cultivos sencillos de los
dos sexos de dos dias de edad.

Se forman cigoéforos en las puntas de las hifas de un sexo cercanas a las hifas del
otro sexo. Es posible que las feromonas sean inestables y poco abundantes, que solo

sean detectables cerca del lugar de accion y que por tanto no las hayamos detectado.

4.4 Integracion y regulacion de las biosintesis de caroteno y apocarotenoides

4.4.1 Curso temporal

En nuestras condiciones de cultivo la masa seca de Phycomyces se estabiliza a
partir del cuarto dia, cuando se agota la glucosa. El contenido de B-caroteno de los
cultivos mixtos aumenta muy despacio a partir del tercer dia y alcanza 5,3 mg/L a los 5
dias (Kuzina y Cerda-Olmedo, 2007; Almeida y Cerda-Olmedo, 2008). El contenido de
apocarotenoides aumenta muy deprisa, incluso después de agotarse la glucosa, y se
multiplica por 2,7 durante los dias cuarto y quinto de cultivo (Tabla 6). Ambas

biosintesis difieren claramente en cuanto a su curso temporal.

86



4.4.2 Induccion sexual

Los cultivos mixtos contienen mas B-caroteno que los cultivos simples. Este
fendmeno, llamado carotenogénesis sexual, ha sido objeto de muchas investigaciones,
resumidas en la Seccion 0.2.4 de esta tesis. Para los cultivos de tres a cinco dias de
edad el incremento es de aproximadamente cuatro veces (Murillo y Cerda-Olmedo,
1976; Kuzina y Cerda-Olmedo, 2007). Este incremento coincide con el de la capacidad
de sintesis en extractos libres de células (Salgado et al., 1991) y con el de la
transcripcion de los genes estructurales necesarios para la biosintesis (Almeida y
Cerda-Olmedo, 2008) y del gen, distinto de carC, que codifica para una sintasa de GGPP
(Tagua, 2012), precursor de la ruta.

Los apocarotenoides son también mas abundantes en los cultivos mixtos que en
los simples: unas doce veces en los de cinco dias (Medina, 2013) y unas tres veces en los
de dos dias (Tablas 1, 3 y 4). Tanto la ruta del B-caroteno como su continuacion, las de

los apocarotenoides, son por tanto inducibles por actividad sexual.

4.4.3 Comparacion de flujos metabélicos

La concentracion de acido trisporico se puede estimar a partir de su coeficiente
de extincion molar (17 x 10%a 330 nm) y la absorbancia a la misma longitud de onda de
los medios de cultivo, una vez deducida la de los mutantes blancos, incapaces de
producir B-caroteno. La absorbancia citada es de 7,8 en cultivos mixtos de cinco dias y
por tanto, la concentracion de acidos trisporicos debe ser de aproximadamente 140 mg/
L. Este valor es unas cuarenta veces mayor que el de B-caroteno.

Para estimar la concentracion de los demas apocarotenoides tenemos en cuenta
los valores relativos de las Tablas 1, 3 y 4 de esta tesis. En cultivos mixtos de cinco dias
calculamos un total de unos 400 mg/L de apocarotenoides, o sea, algo mas de cien
veces mas que B-caroteno. En cultivos de tres dias esa relacion es de casi cincuenta
veces.

Es preciso por tanto cambiar la vision muy extendida de la ruta de los carotenos
por el de la ruta de los apocarotenoides, en la que el B-caroteno y otros carotenos
mucho menos abundantes que él no son mas que compuestos muy minoritarios.

El B-caroteno no puede ser relegado al mero papel de intermediario metabolico.

Aunque el crecimiento vegetativo de los mutantes blancos es muy parecido al de las
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estirpes silvestres y a que, contra lo que podia suponerse, muestran exactamente la
misma resistencia a danos oxidativos que las estirpes silvestres o supercoloreadas
(Martin-Rojas et al., 1996), el B-caroteno desempena funciones fisiologicas en la
morfogénesis y en las respuestas a la luz (Corrochano y Cerda-Olmedo, 1990).

Las estirpes de Blakeslea que usamos fueron seleccionadas por la Dr. I. N.
Obraztsova en nuestro laboratorio por su buena produccion de B-caroteno, entre otros
caracteres deseables. Sus cultivos mixtos se parecen a los de Phycomyces en cuanto a
contenido de apocarotenoides, con unos 200 mg/L a los tres dias (Tabla 5), pero los
aventajan en B-caroteno, con 31 mg/L (Kuzina y Cerda-Olmedo, 2007), mas de seis
veces mas. También en Blakeslea, los apocarotenoides son los productos claramente
mayoritarios.

Una situacion parecida se da en cultivos sencillos, de un solo sexo. Las mismas
fuentes citadas permiten calcular que los cultivos de cinco dias de la estirpes silvestre

NRRL1555 contienen 0,94 mg/L de B-caroteno y unos 30 mg/L de apocarotenoides.

4.4.4 Agregados enzimaticos y compartimentos subcelulares

Se ha demostrado que las enzimas dedicadas especialmente a la produccién de
B-caroteno en Phycomyces forman agregados enzimaticos de funcionamiento muy
ordenado (De la Guardia et al., 1971; Aragdn et al., 1976; Candau et al., 1991). Toda la
sintesis, desde su primer precursor, el acetato, ocurre en un compartimento
especializado, completamente independiente de otro que produce esteroles y
ubiquinona (Kuzina et al., 2006); una situacion parecida se habia demostrado para
Fusarium fujikuroi (Domenech et al., 1996). Una parte del B-caroteno producido se
destina a funciones fisioldgicas, descritas en la Seccidn anterior, y otra parte se
almacena en globulos coloreados visibles al microscopio (Ripley y Bramley, 1976).

El considerable flujo de caroteno necesario para producir los apocarotenoides
deberia ser llevado eficazmente del compartimento donde se produce aquel al lugar
donde se produzcan estos. Llama la atencion que el B-caroteno producido por
incubacion del micelio con mevalonato marcado radioactivamente conserva su
radioactividad durante la subsiguiente incubacion en medio no radioactivo, y por tanto
no es usado para producir apocarotenoides (Murillo et al., 1981; Bejarano et al., 1992).
Los productos inmediatos de la rotura del B-caroteno y los intermediarios de las

primeras reacciones de las rutas especializadas de los apocarotenoides no se han
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encontrado ni en los analisis de los cultivos (Capitulo 2) ni en los ensayos de
biotransformacion (Capitulo 3). Estas y otras consideraciones nos llevan a proponer que
toda la biosintesis de B-caroteno y las primeras reacciones, al menos, de las de los
apocarotenoides ocurren en el mismo compartimento (Figura 34). Esta propuesta
permite imaginar una eficaz transferencia de sustratos a lo largo de muchas reacciones

diferentes, con muy escasas pérdidas de intermediarios.

4.4.5 Regulacion general de las rutas

Los agentes que estimulan la carotenogénesis en Phycomyces forman cuatro
grupos con mecanismos de accion separados e independientes (Bejarano et al. 1988); un
quinto mecanismo puede estar representado por el gen carF (Mehta et al., 1997). La
interaccion sexual aumenta la transcripcion de los genes estructurales carRA 'y carB
(Almeida y Cerda-Olmedo, 2008) y de los genes carS y acaA, responsables de las
oxigenasas que cortan el B-caroteno para producir los apocarotenoides (Medina et al.,
2011). El estimulo sexual tiene que ser un apocarotenoide, ya que los cultivos mixtos de
mutantes carR de sexo opuesto contienen el mismo licopeno que los cultivos sencillos y
solo lo aumentan si al menos uno de los mutantes es rezumante (Murillo et al., 1978).

Un grupo de agentes carotenogénicos comprende las mutaciones carRA, carBy
carS (Murillo y Cerda-Olmedo, 1976) y los inhibidores quimicos de la deshidrogenasa del
fitoeno y la ciclasa del licopeno (Bejarano et al., 1987; Candau et al., 1991). Tienen en
comun el bloqueo de la produccion de apocarotenoides y el aumento del contenido de
B-caroteno o de sus precursores hasta unos 25 mg/L (Murillo et al., 1981; Bejarano y
Cerda-Olmedo, 1992; Kuzina et al., 2006). Este aumento no requiere activacion de la
ruta, sino mera acumulacion en el lugar de interrupcion, ya que equivale
aproximadamente a la cantidad de apocarotenoides que dejan de producirse. Un
aumento similar del B-caroteno es producido por el retinol (Eslava et al., 1974) y sus
analogos (Cerda-Olmedo y Hiittermann, 1986), que no tienen sin embargo efecto sobre
los mutantes carB, carRA y carS. Esto sugiere que el nivel de B-caroteno en el tipo
silvestre depende de un apocarotenoide lo bastante similar al retinol para que este
pueda ser su antagonista. Esta regulacién actuaria sobre CarA, la sintasa del fitoeno,
como indica el aislamiento de dos mutantes que responden muy poco al retinol, uno de

ellos del gen carA y otro en un gen separado, carl (Roncero y Cerda-Olmedo, 1982).
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Figura 33. Complejo enzimatico hipotético para la sintesis de B-caroteno y apocarotenoides. El
B-caroteno es un intermediario y un producto menor de la ruta, que en parte se exporta para cumplir
funciones fisiologicas y para almacenarse. Las enzimas propuestas para los primeros pasos de las rutas de
los trisporoides y los ciclofarnesoides podrian formar agregados que a su vez podrian estar integrados con
los agregados carotenogénicos en mismo compartimento subcelular.
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Desde Murillo y Cerda-Olmedo (1976) se ha propuesto que una retrorregulacion
de la ruta por su producto final, el B-caroteno, mediada por la proteina CarS. Esta
hipotesis fue contradicha por el descubrimiento de la funcion del gen carS (Tagua et al.,
2012). En su lugar se propuso (Medina, 2013) que el regulador fuera el
B-apo-12’-carotenal (Czs). Este compuesto es un producto de la accion de CarS sobre el
B-caroteno (Medina et al., 2011) y funciona como un intermediario de la ruta (Capitulo 3),
pero no se encuentra en nuestros analisis (Capitulo 2), lo que debilita su posible papel
regulador.

La interaccion sexual, que activa la ruta realmente, aumenta el contenido de
B-caroteno, pero mas el de apocarotenoides (seccion 4.4.2). Su combinacion con las
mutaciones carS y otras interrupciones de la ruta exige mantener un nivel minimo de
apocarotenoides, por rezumancia de la interrupcién. Un nivel aln mayor se alcanza
introduciendo otras mutaciones. Las estirpes que combinan mutaciones carS 'y carF con
interaccion sexual contienen B-caroteno a unos 250 mg/L a los cuatro dias (Mehta et
al., 1997). Todos los niveles citados estan limitados por la baja concentracion de glucosa

en el medio, solo 20 g/L, y aumentan en condiciones industriales apropiadas.
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5 Materiales y métodos

5.1 Estirpes

5.1.1 Bacterias

Las células de la estirpe DH5a de Escherichia coli se utilizaron para mantener y
multiplicar plasmidos. Las células competentes se obtuvieron siguiendo el método
descrito por Hanahan (1983), modificado por Inoue et al. (1990), y las recomendaciones
descritas en el manual de Sambrook et al. (2001).

Las proteinas quiméricas se expresan en las células Tuner DE3 (Studier et al.,
1990) (Novagen). En estas células el nivel de induccion es alto porque la mutacion en la
permeasa lacY facilita la entrada de isopropil-B8-D tiogalactoésido (IPTG), un analogo de
lactosa. Ademas, estas células llevan el plasmido pGro7 (Nishihara et al., 1998) (Takara
Bio, Chiga, Japan), que ayuda al pliegue correcto de las proteinas porque expresa las
chaperonas GroES-GroEL bajo el promotor BAD, inducible por arabinosa.

En los ensayos de actividad enzimatica se usaron células TOP10 de E. coli que
acumulan licopeno o f-caroteno. Las que producen licopeno se obtuvieron por
transformacion con un plasmido que contenia los genes biosintéticos crtE, crtBy crtl de
Erwinia herbicola (Hundle et al., 1994; Estrada et al., 2008); para producir B-caroteno
el plasmido contenia ademas el gen crtY del mismo microorganismo (Prado-Cabrero et
al., 2007b). Ambas estirpes fueron proporcionadas por el Dr. S. Al Babili, del laboratorio

del Prof. Dr. P. Beyer, en la Universidad de Friburgo, Alemania.

5.1.2 Mucorales

Las estirpes de mucorales usadas en esta Tesis se indican en la Tabla 9. Su

nomenclatura sigue las reglas de Demerec et al. (1966).
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Tabla 9. Mucorales usados en esta tesis. Los sexos se designan (+)y (-). Los genotipos car, geoy mad
designan mutaciones que afectan a la carotenogénesis, el geotropismo y el fototropismo, respectivamente. El
genotipo nicA101 designa la mutacion que causa auxotrofia para el acido nicotinico. En el origen de las
estirpes, x separa los parentales de los cruzamientos; « separa los genotipos de los ndcleos de los
heterocariontes; ng indica exposicion a N-metil-N'— nitro—-N-nitrosoguanidina; esp, mutante espontaneo. Las
estirpes se designan con una o mas letras mayUsculas segin su procedencia. Las estirpes silvestres de
Phycomyces designadas con NRRL se obtuvieron del Northern Regional Research Laboratory (ahora llamado
National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL, EE.UU.). La estirpe A56 procede de la
coleccion del Prof. A. Pérez Eslava, Universidad de Salamanca. La estirpe mutante C5 procede de la
coleccién que tuvo el Prof. Max Delbrick, California Institute of Technology (Pasadena, CA, EE.UU.). Las
estirpes mutantes designadas con S son originales de nuestra coleccion en el Departamento de Genética de
la Universidad de Sevilla. La estirpe M1 procede de la coleccion del Prof. R. P. Sutter, University of West
Virginia (Morgantown, WV, EE.UU.).

Estirpe Genotipo Origen Referencia

Phycomyces blakesleanus

NRRL1555  (-) Silvestre
L Alvarez et al.,
A56 (+) Isogénica a NRRL1555
1983.
Cerda-Olmedo y
carB10 geo-10 (—) NRRL1555ng Reau,1970;
c5 Gutiérrez-Corona
y Cerda-Olmedo,
1988.
((UBC21 x NRRL1555ng) x
carB10 nicA101 (+) NRRL1555ng) x (((UBC21 x
$342 NRRL1555ng) x (C9.(((UBC21 x
NRRL1555ng) x NRRL1555ng) x
(C115.NRRL1555ng)))) « (C5esp))
M1 carS43 (+) NRRL1554ng Sutter, 1975.
$178 carS153 madB104 (-~)  (NRRL1555ng)ng 'fg%%ra”" etal.,
Blakeslea trispora
F921 -) Silvestre
F986 (+) Silvestre
Mucor circinelloides
CBS277.49 (-) Silvestre Schipper, 1976

5. 2 Cultivos generales

Las estirpes se cultivaron por separado (cultivos simples) o juntas (cultivos
mixtos de estirpes de sexo opuesto) sobre cajas de Petri que contenian 25 mL de agar

minimo (Cerda-Olmedo y Lipson, 1987) suplementado con extracto de levadura (2 g/L).
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Las esporas de Phycomyces se activaron a 48 °C durante 15 min. Las cajas se
inocularon con 2,5 mL de agar agua que contenian 10* esporas para analisis de
apocarotenoides; en el caso de cultivos mixtos fueron la mitad de cada sexo. Las
esporas de Blakeslea y Mucor se inocularon del mismo modo y en la misma
concentracion que las de Phycomyces, pero no requieren activacion. Los cultivos se
incubaron en oscuridad, a 22 °C los de Phycomyces, a 30 °C los de Blakeslea y a 26 °C los

de Mucor. Las muestras se congelaron inmediatamente y se almacenaron a -80 °C.

5.3 Secuencias

Los nimeros de acceso de las secuencias utilizadas para la comparacién son
AAY89370 para NCED1 de Citrus sinensis; Q8LP14 para NCED4 de Pisum sativum;
AAT68187 para CCD1Ay 024023 para NCED1, ambas de Solanum lycopersicum; Q94IR2.1
para NCED2 de Phaseolus vulgaris; AAX48772 para CCD1 de Vitis vinifera; AAT68189 para
CCD1 de Petunia hybrida; Q84KG5.1 para CCD de Crocus sativus; Q93FA4 para SIM14 de
Streptomyces antibioticus; Q53353 para LSD, Q8RQW2 para LSDA y Q52008 para LSDB,
las tres de Sphingomonas paucimobilis; Q28175.3 para RPE65 de Bos taurus; Q9YGX2.1
para RPE65 de Gallus gallus; Q8AXN9.3 para RPE65 de Cynops pyrrhogaster; Q9YI125.3
para RPE65 de Ambystoma tigrinum; CAD33263 para LCO de Bixa orellana; y otras
publicadas (Giuliano et al., 2003; Brefort et al., 2011).

Los nimeros de identificacion de las proteinas predichas de los Mucorales se
tomaron de los genomas de las estirpes NRRL1555 de Phycomyces blakesleeanus (http://
genome.jgi-psf.org/cgi-bin/searchGM?db=Phybl2); 99-880 de Rhizopus oryzae (http://
www.broadinstitute.org/annotation/genome/rhizopus_oryzae/MultiHome.html) y

CBS277.49 de Mucor circinelloides (http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html).

5.4 Extraccion y analisis de apocarotenoides

5.4.1 Obtencién de exudados y extraccion

El exudado del medio de cultivo se obtuvo por congelacién de los cultivos a
- 80 °C durante una noche, descongelacion a 22 °C durante una hora y presion sobre el
agar. Los exudados se filtraron a través de un filtro de nitrocelulosa de 0,45 pm de

diametro de poro (Type HA, Millipore). Como el volumen de los exudados es préoximo a
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la mitad del de los cultivos, las concentraciones en estos se estimaron duplicando las
cantidades encontradas en aquellos.

Posteriormente los extractos iniciales se alcalinizaron a pH 8 con KOH 1 mol/Ly
se extrajeron con acetato de etilo (extractos neutros); el resto se acidificé a pH 2 con
HCl y se volvid a extraer con acetato de etilo (extractos acidos). Los extractos
resultantes se evaporaron a 77 °C en un rotaevaporador (R-200, Biichi Labortechnik)
conectado a una bomba de vacio (Gast Manufacturing) y se resuspendieron en 1,5 mL de
metanol. Posteriormente se secaron en una centrifuga de vacio y se resuspendieron en
50 pL de metanol para su analisis cromatografico. Todas las manipulaciones se hicieron

bajo luz tenue para minimizar la fotodegradacion de los apocarotenoides.

5.4.2 Analisis de los apocarotenoides

5.4.2.1 Analisis por cromatografia liquida

Los apocarotenoides se fraccionaron inyectando una alicuota de 20 pl del
extracto en metanol en un cromatografo liquido de alta presion (HPLC 1100, Hewlett
-Packard) equipado con un detector G1315A, un inyector automatico de muestras
G1313A, una bomba cuaternaria G1311A, un desgasificador G1322A, una precolumna de
12,5 mm (Agilent Technologies) y una columna de 250 mm (Waters Corporation), ambas
de 4,6 mm de diametro y rellenas de particulas de gel de silice de 5 um recubiertas con
octadecilsilano (C18, Spherisorb-ODS2). Las muestras se eluyeron a temperatura
ambiente con un flujo de 1 ml/min de metanol y agua mezclados (1:4 en vol.) durante
los primeros 6 min y sucesivamente en gradiente lineal hasta llegar a metanol puro a los
25 min, metanol puro hasta los 40 min y en gradiente lineal hasta volver a la mezcla

inicial a los 45 min.

5.4.2.2 Analisis de apocarotenoides en LC-MS

Los apocarotenoides se fraccionaron inyectando 5 L del extracto en metanol en
un cromatografo liquido de alta presion (Agilent 1200), usando la columna descrita en el
apartado anterior, mantenida a 25°C y con un flujo constante de 1 ml/min. Los

solventes y sus tiempos de uso estan descritos en el apartado anterior. A los solventes se

96



les anadio acido trifluoracético 0,1 ml/L. Los espectros de absorcion de 200 a 900 nm
se obtuvieron con un conjunto de diodos.

El espectrometro de masas (Bruker maXis HR-QTOF) se acoplé al cromatografo
descrito en el parrafo anterior. Los solventes de elucion se separaron con un separador
estatico y la ionizacion se realizé con un flujo de gas de secado de 11 L/min a 200°C y
un nebulizador de presion a 0,38 MPa. El voltaje de capilaridad se ajusté a 4000 V. Se

colectaron los espectros de masa de 50 m/z a 700 m/z en modo positivo.

5.5 Clonacioén

Los oligonucleotidos utilizados para las clonaciones (Tabla 10) se disefiaron con
los programas Oligo Calc (Oligonucleotide Properties Calculator) (Kibbe, 2007) y Primer

Express (Applied Bio systems, Warrington, Reino Unido).

Tabla 10. Cebadores utilizados en esta Tesis. D y R, secuencias directa y reversa.

Cebador secuencia gen
mucarS-D 5'-CATGATCACTCCCGCTGAAG-3’ carS
mucarS-R 5'- TTAATTGACGGCAATGCCTC -3’ carS
muacaS-D 5'- CAAGATGATTGTAGGATTGCTTAC -3’ acaA
muacaA-R 5'— CATTTTAATTGATATTGATAGAC -3 acaA

mu114475-D 5'- CATGTCTGATTTGAACAAGGTC -3’ 114475
mu114475-R 5'- CTCTAGTTTTCTCGAAGTCG -3 114475

El ADNc total, usado para rastrear los genes carS, acaA'y 114475 de Mucor, fue
sintetizado a partir de ARNm aislado de micelio cultivado sobre agar minimo durante 48 h
en oscuridad y expuesto a luz azul 17 kJ/m? durante 30 min (Rodriguez-Romero y
Corrochano, 2004).

Los tres genes se amplificaron por PCR con la enzima Expand High Fidelity
(Roche, Mannheim, Alemania) (Barnes, 1994). La mezcla de reaccion se preparo
siguiendo las instrucciones del fabricante y las recomendaciones del manual de
Sambrook et al. (2001). La amplificacion se llevé a cabo aplicando 30 ciclos de 30 s a 94
°C, 30sa50-53°C, y 90 s a 72 °C, seguidos de 5 min a 72 °C, en un termociclador
Techne FTC3/02 (Bibby Scientific, Stone, Staffs., Reino Unido).
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Los productos de PCR se fraccionaron por electroforesis en gel de agarosa (8 g/L)
y se purificaron siguiendo el protocolo Illustra GFX (Vogelstein y Gillespie, 1979) (GE
Healthcare).

Los productos de PCR purificados se ligaron por separado al plasmido pGEM-T
Easy (Promega) con ligasa de T4 (Promega), siguiendo las recomendaciones del manual
de Sambrook et al. (2001).

Las construcciones pGEM-T Easy-car$S (4893 pb), pGEM-T Easy-acaA (4780 pb) y
pGEM-T Easy-114475 (5204 pb) se utilizaron para transformar por separado células de la
estirpe DH5a de E. coli. La introduccién de las construcciones, por choque térmico, y la
seleccion de transformantes se llevo a cabo como se describe en el manual de Sambrook
et al. (2001). Varios presuntos transformantes se inocularon por separado en 3 mL de
medio LB con ampicilina 100 mg/L. El cultivo se incub6 a 37 °C en agitacion, a 250 rpm,
toda la noche. La suspension de células se concentré por centrifugacion a 12000 x g
durante 5 min, se mezcld con glicerol estéril (85:15 en vol.), se congeld con nitrogeno
liquido y se almaceno a -80 °C.

EL ADN plasmidico se aislé con el protocolo Wizard Plus SV Minipreps (Guntelberg

y Otteson, 1954; Aehle et al., 1993) (Promega) y se corrobord por secuenciacion.

5.6 Construccion de plasmidos

Todas las reacciones se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones del
manual de Sambrook et al. (2001).

Los genes carS, acaA 'y 114475 se obtuvieron de los plasmidos pGEM-T Easy-carsS,
pGEM-T Easy-acaA y pGEM-T Easy-114475, respectivamente, por digestion con Sacll y
Ecl136ll y se inserté cada uno en un plasmido pBAD-Thio-Topo (LaVallie et al., 1993)
(Invitrogen), dando los plasmidos pThio=CarS (6467 pb), pThio=AcaA (6354 pb) y
pThio=114475 (6778 pb). Estos vectores expresan en E. coli bajo el promotor BAD una

quimera de tiorredoxina y la proteina clonada, lo que aumenta la solubilidad de esta.
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5.7 Produccioén heteréloga de enzimas

5.7.1 Expresion heteroéloga

Los plasmidos de expresidn se usaron para transformar células Tuner DE3 (Studier
et al., 1990) (Novagen). Una muestra de 1 ug de ADN plasmidico se anadié a 100 pL de
células competentes. La mezcla se mantuvo en hielo durante 30 min y se esparci6 sobre
cajas de Petri (8 mm de diametro interno) que contenian 25 mL de agar LB con
ampicilina 100 mg/L y cloranfenicol 20 mg/L y se incub6 a 37 °C toda la noche. Una
colonia de células transformantes se inocul6 en 4 mL del mismo medio selectivo, se
incubo a 37 °C en agitacion, a 150 rpm, toda la noche, se vertio en un matraz que
contenia 50 mL de medio 2YT (Sambrook et al., 2001) suplementado con arabinosa
100 mg/L, ampicilina 50 mg/L y cloranfenicol 10 mg/L y se incubo a 28 °C en agitacion
(180 rpm) hasta alcanzar 0,5-0,7 de densidad optica a 600 nm. Para inducir las
proteinas quiméricas se anadieron 10 pyL de IPTG 1 mol/L y se mantuvieron las
condiciones durante 6 h. Las células se recuperaron por centrifugacion a 9000 x g
durante 5 min en una Sorvall RCSC (Thermo Electro Corporation) y se almacenaron a
-20°°C.

5.7.2 Obtencion de lisados crudos

Para obtener los lisados crudos se suspendié la biomasa de 50 mL de cultivo en
1 mL de reactivo de Lew (NaH2PO4 50 mmol/L, NaCl 300 mmol/L, lisozima 1 g/L (Carl
Roth), ditiotreitol 1 mmol/Ly Triton X-100 1 mL/L, a pH 8), se mantuvo en hielo
durante 30 min y se lisé con ultrasonidos (tres pulsos de 30 s, Bradson Sonifier 250). Los
restos celulares se separaron por centrifugacion a 12000 x g a 4 °C durante 30 min en
una Eppendorf 5810 (Eppendorf AG). El sobrenadante se recuperd y se mantuvo en

hielo.

5.8 Ensayos enzimaticos in vitro

5.8.1 Sustratos

Las muestras de isomeros trans de f-apo-8"-carotenal (C3o),

B-apo-10"-carotenal (Cz7), apo-12"-licopenal (Cz5), p-apo-14"-carotenal (C22) y
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B-apo-15"-carotenal (Cz0), proporcionadas generosamente por BASF y el B-caroteno y
el licopeno (Sigma-Aldrich) se purificaron por cromatografia en capa fina en placas de
oxido de silicio (20 x 20 cm, Merck) colocadas en cubetas de vidrio (Desaga) con una
mezcla de éter de petroleo/dietiléter/acetona (4:4:1 en vol.) como fase mdvil. Para
otros detalles ver Ruch et al. (2005).

La zeaxantina se purificd de Synechocystis sp. PCC 6803 (Scherzinger y Al-Babili,
2008).

El B-apo-12"-carotenal, un Czs, se extrajo con acetona/metanol (7:3 en vol.) de
células de E. coli superproductoras de p-caroteno que se transformaron con pThio=CarS
y se purificod por cromatografia en capa fina en una mezcla de éter de petréleo/
dietiléter/acetona (40:10:7 en vol.).

Los sustratos se cuantificaron a partir de sus coeficientes de extincion (Barua 'y
Olson, 2000; Davies, 1976). La absorbancia se midio en un espectrofotometro CPS-240 A

(Shimadzu Corporation).

5.8.2 Ensayos

Se siguieron técnicas precedentes (Scherzinger y Al-Babili, 2008; Scherzinger et
al., 2006) con algunas variaciones: repurificacion del licopeno y el apo-12"-licopenal
(Prado-Cabrero et al., 2007b); la mezcla de 50 pL de sustrato con 50 pL de lisado crudo
en 200 pL de mezcla de reaccion se incubo a 28 °C en un agitador Thermomixer 21516
(Eppendorf) a 200 rpm y oscuridad durante 4 h; extracciéon con 0,6 mL de benceno/
dietiléter (1:4 en vol.) y disolucion final en 70 pL de triclorometano.

Los productos se analizaron por cromatografia liquida (Scherzinger y Al-Babili,
2008; Scherzinger et al., 2010) eluyendo con soluciones A (metanol/2-metoxi
-2-metilpropano, 1:1 en vol.) y B (metanol/2-metoxi-2-metilpropano/agua, 30:1:10 en

volumen).

5.9 Ensayos en células de E. coli que contienen carotenoides

Las construcciones pThio se transformaron en células TOP10 de E. coli que
acumulan licopeno y p-caroteno, respectivamente, como se describe mas arriba
(apartado 5.7.1).
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Los cultivos se vertieron en 50 mL de medio LB con ampicilina 50 mg/L o
kanamicina 25 mg/L y se incubaron a 28 °C en agitacion (150 rpm) hasta alcanzar de
0,5-0,7 de densidad optica a 600 nm.

La expresion de las proteinas quiméricas se indujo con L-arabinosa 2 g/L. Se
incubaron a 28 °C en agitacion (150 rpm) durante al menos 6 h antes de cosechar las
células.

La biomasa resuspendida en 5 mL de agua destilada se mezcld y agit6é con
7 mL de metanol/triclorometano (1:2 en vol.), se liso con ultrasonidos y se centrifugé
dos veces a 9000 x g durante 5 min en una Sorvall RCSC, descartando el precipitado.
Para el licopeno se us6 metanol/acetona (10 mL, 3:7 en vol.) en la primera
centrifugacion y éter de petréleo en la segunda. En ambos casos el sobrenadante se
secd por evaporacion rotatoria a baja presion y el extracto se disolvié en 1 mL
triclorometano; se volvio a centrifugar a 12000 x g durante 1 min y a secar y el producto
se disolvid en 50 pL de triclorometano.

Los productos se analizaron por cromatografia liquida seguida de otra
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (Scherzinger y Al-Babili,
2008; Scherzinger et al., 2010). Las dos cromatografias difirieron en la columna y en los
solventes. En la primera cromatografia los solventes Ay B fueron los del apartado 5.9.2,
pero con mezcla 10:1:9 en B. En la segunda ambos solventes fueron metanol/2-metoxi

-2-metilpropano/agua, con mezcla 10:1:9 en Ay 27:70:3 en B.

5.10 Ensayos de biotransformaciéon de apocarotenoides

Los cultivos incubados 2 dias en oscuridad a 22 °C en cajas de Petri con 25 ml de
medio minimo suplementado con 2 g de extracto de levadura se inocularon con 1 mg
de precursor disuelto en metanol y mezclado con 2 ml de agua destilada y se
extendieron sobre el micelio con un esparcidor de vidrio. Posteriormente se incubaron

un dia en oscuridad a 22 °C y se congelaron a - 80 °C hasta su analisis cromatografico.
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Conclusiones

Las proteinas CarS y AcaA de Mucor circinelloides, ortélogas de las de Phycomyces
blakesleeanus del mismo nombre, son oxigenasas que cortan la cadena del B-caroteno.
CarsS produce un fragmento de 25 carbonos y otro de 15. AcaA corta el primero de ellos en
uno de 18 carbonos y otro de 7. Los tres fragmentos resultantes son los precursores de las
tres familias de apocarotenoides de mucorales: los trisporoides, los ciclofarnesoides y los
metilhexanoides. El corte del B-caroteno parece ser un proceso conservado en los hongos

mucorales.

Hemos identificado nuevos compuestos quimicos en Phycomyces y en Blakeslea trispora.

La gran variedad de apocarotenoides que se encuentran en los mucorales difiere no solo
entre las especies sino entre las estirpes. Hemos establecido una red o sistema periddico de
los apocarotenoides que facilita la clasificacion y la prediccion de nuevos compuestos y el

establecimiento de rutas metabolicas.

Proponemos rutas biosintéticas para las tres familias de apocarotenoides basadas en analisis,
identificaciones y biotransformaciones. No hemos encontrado indicios de una cooperacion
entre las estirpes de distintos sexos en la ruta biosintética de los trisporoides, una idea

propuesta y extendida desde hace un cuarto de siglo.

La reductasa y la deshidrogenasa que modifican los metilhexanoides de Phycomyces deben
actuar conjuntamente, sea como heterodimero o como una proteina bifuncional. Hay mas
metilhexanoides distintos en Blakeslea que en Phycomyces, pero se producen de una manera
parecida, con frecuencia por reducir el extremo mas cercano al metilo lateral. La reductasa

de Blakeslea puede actuar también independientemente de la deshidrogenasa.

Phycomyces y Blakeslea comparten muchos aspectos de las biosintesis de trisporoides y de
ciclofarnesoides. Phycomyces tiene hidroxilasas que oxidan los carbonos C2 de trisporoides y
ciclofarnesoides y C3 de trisporoides. Blakeslea carece de ellas. Muchos apocarotenoides son

inestables y algunos parecen generarse espontaneamente en medio de cultivo acido.
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Los trisporoides son muy escasos en cultivos de un solo sexo pero aparecen durante los
primeros dias de la interaccion sexual y se acercan a la equimolaridad con los

metilhexanoides y los ciclofarnesoides.

Los mutantes blancos de ambos sexos, incapaces de producir apocarotenoides, convierten
eficazmente el B-apo-12-carotenol, un compuesto de 15 atomos de carbono, en los
ciclofarnesoides usuales de las estirpes silvestres. En los mutantes de sexo (-) la
B-apo-13-carotenona, un compuesto de 18 atomos de carbono, desaparece sin dar derivados
detectables. En los mutantes de sexo (+) la B-apo-13-carotenona da lugar a acidos

trisporicos y a 4-dihidro-ciclofarnesina S y derivados suyos.

La conversion del precursor de 18 carbonos en un compuesto de 15 no es mediada por la

oxigenasa CarS, que cataliza un corte similar en el B-caroteno.

Los apocarotenoides son mucho mas abundantes que los carotenos en Phycomyces y
Blakeslea, por lo que se debe pensar en una masiva ruta biosintética de los apocarotenoides,
en la que el B-caroteno es un intermediario y un producto minoritario. Se propone la
hipotesis de que la biosintesis de apocarotenoides, al menos en sus primeras etapas, ocurre
en los compartimentos subcelulares especializados en la produccion de B-caroteno y

asociada a los agregados enzimaticos que lo sintetizan.

La interrupcion mutacional o quimica de la produccion de caroteno no modifica el flujo
metabolico total de la ruta; el contenido de B-caroteno o de otros intermediarios aumenta a
costa de la desaparicion de los apocarotenoides. La interaccion sexual aumenta la

produccion neta de caroteno y de apocarotenoides.

Al menos tres apocarotenoides aln no identificados intervienen en la regulacion de los
mucorales. Uno media el incremento del contenido de B-caroteno por activacion sexual; y
otros dos son las feromonas especificas de sexo que inducen la formacion de cigoforos,

comienzo del ciclo sexual.
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Resumen

La interaccion sexual y la produccion de caroteno en hongos mucorales son
procesos complejos de comunicacion y regulacion celular mediados por apocarotenoides
y explotados por la industria.

Esta tesis estudia la diversidad de los apocarotenoides y sus rutas biosintéticas
en Phycomyces blakesleeanus y Blakeslea trisporay las etapas iniciales de su
produccion en Mucor circinelloides. Para ello combina técnicas de Genética, Biologia
Molecular, Enzimologia y Quimica Organica e introduce la biotransformacion de
apocarotenoides en mutantes incapaces de producirlos.

Blakeslea conserva las tres familias de apocarotenoides identificadas en
Phycomyces (trisporoides, ciclofarnesoides y metilhexanoides) y Mucor corta el
B-caroteno con enzimas parecidas a las de Phycomyces. Hemos encontrado nuevos
apocarotenoides en Phycomyces y en Blakeslea y observamos que la diversidad de los
apocarotenoides no solo depende de las especies, sino de las estirpes dentro de ellas.
Hemos dispuesto los apocarotenoides en una red o sistema periddico que ayuda a
clasificarlos y a predecir nuevos compuestos y hemos propuesto sus probables rutas
biosintéticas. No hemos encontrado indicios de una complementacion metabolica entre
las estirpes de distintos sexos para producir trisporoides.

La estirpe de sexo (+) de Phycomyces convierte la B-apo-13-carotenona en
acidos trisporicos y en 4-dihidro-ciclofarnesina S y derivados suyos. De esta manera los
ciclofarnesoides proceden directamente del fragmento inicial de 15 carbonos del
B-caroteno e indirectamente por pérdida de 3 carbonos del fragmento inicial de 18.

Los apocarotenoides son mucho mas abundantes que el B-caroteno y sus
precursores en Phycomyces y Blakeslea. En la masiva ruta biosintética de los
apocarotenoides, el B-caroteno es un intermediario y un producto minoritario. Se
propone la hipétesis de que la biosintesis de apocarotenoides, al menos en sus primeras
etapas, ocurre en los compartimentos subcelulares especializados en la produccion de
B-caroteno y asociada a los agregados enzimaticos que lo sintetizan. La interrupcion
mutacional o quimica de los genes estructurales o la inhibicion de las mismas retiene el
flujo como B-caroteno o precursores suyos. La interaccion sexual aumenta los flujos

netos independientemente de las interrupciones.
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