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Introduccion

1. El organismo: Biologia de Fusarium fujikuroi

1.1. El género Fusarium

El género Fusarium, definido por Link en 1809 (Booth, 1971), recoge
numerosos hongos imperfectos con esporas fusiformes, denominadas conidios.
Muchos de ellos son patégenos de plantas con interés econémico, lo que ha
estimulado la atencion de los investigadores (Booth, 1971). Se denominan
hongos imperfectos aquellos en los que no se ha observado ciclo sexual, de
manera que se carece de la base para clasificarlos dentro de algunos de los
grandes grupos de hongos, definidos originalmente por las estructuras sexuales
caracteristicas en su ciclo de vida (ascas, basidios, oosporas o zigosporas).
Siguiendo un mal habito sin fundamento genético, los taxdnomos cambian el
nombre de las especies de hongos imperfectos que desarrollan ciclo sexual en
laboratorio. La mayoria de las estirpes del género Fusarium con ciclo sexual se
renombraron como Nectria, Calonectria y Gibberella, pertenecientes al orden
Hypocreales, a la subclase Ascomycotina y a la clase Euascomycetes (Nelson et
al., 1983). A esta clase pertenecen también los géneros Neurospora, Aspergillus y
Saccharomyces. Los taxénomos han reconocido en el género Gibberella 15 especies
distintas (Nelson et al., 1983), entre ellas G. pulicaris, G. zeae, G. subglutinans y G.
fujikuroi. Esta Ultima tiene su origen en el hongo imperfecto Fusarium
moniliforme, incluido en la seccién parafilética Liseola (Kuhlman, 1982).

Gibberella fujikuroi es un hongo haplonte y heterotalico con un sistema sexual
con dos alelos (+) y (-) de un Unico gen (Steenkamp et al., 2000). Esta especie
constituye realmente un grupo de especies (species complex) separables por
criterios genéticos y moleculares. Los criterios genéticos (compatibilidad sexual)
han distinguido al menos nueve grupos de cruzamiento, denominados con
letras desde la A a la | (Tabla I). Cada una de estas especies parasita preferente-
mente una especie de planta (Kuhlman, 1983; Leslie, 1991; Voigt et al., 1995). Los
criterios moleculares, basados en la comparacién de diferentes tipos de
secuencias altamente conservadas, han confirmado estas diferencias y han
permitido asignar nombres definitivos a las especies del grupo, englobadas
todas bajo el género Fusarium (O‘Donnell et al., 1998).

La especie objeto de estudio en esta Tesis es la correspondiente al grupo de

Tabla 1. Especies de Fusarium pertenecientes al “complejo Gibberella fujikuroi”, dentro del cual
constituyen el grupo de cruzamiento indicado. Se indican en la tercera columna las referencias
donde se definié su nombre como especie y en la cuarta columna referencias anteriores a su
nombramiento como especie independiente por O‘Donnell et al. (1998)

Grupo de

cruzamiento Especie referencia referencia anterior
A verticillioides O‘Donnell et al 1998 Wineland, 1924
B sacchari “ Nelson et al., 1983
C fujikuroi “ Nirenberg, 1976
D proliferatum “ Kuhlman, 1982
E subglutinans “ Nelson et al., 1983
F thapsicum “ Klittich et al., 1997
G nygamai “ Klaasen y Nelson, 1996
H circinatum Britz et al., 1999
I konzum Zeller et al., 2003
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cruzamiento C del complejo, denominada Fusarium fujikuroi. Esta estirpe
destaca entre las demas por su capacidad de producir giberelinas, hormonas
vegetales descritas en el apartado 1.5.2.

1.2 Genética de Fusarium

El ciclo sexual de Fusarium se reproduce en condiciones de laboratorio
afiadiendo conidios de la estirpe de sexo (+) sobre micelio de la estirpe (-)
cultivada en un medio apropiado (Sidhu, 1983a; Klittich y Leslie, 1988). Tras
varios dias de incubacion se forman los peritecios, estructuras especializadas en
las que se desarrollan tétradas con ascosporas desordenadas.

En Fusarium se han descrito estirpes heterocariontes, aisladas de la
naturaleza (Sidhu, 1983a; 1983b) o conseguidas en el laboratorio tanto por anas-
tomosis (Ming et al., 1966; Correll et al., 1987, Adams et al., 1987) como por
fusion de protoplastos (Adams et al., 1987). Es frecuente la incompatibilidad
vegetativa o incapacidad de formar heterocariontes de unas estirpes con otras
(Puhalla y Spieth, 1983; 1985), y la autoincompatibilidad, o incapacidad de
formarlos con ella misma (Correll et al., 1989).

Fusarium se reproduce asexualmente mediante esporas denominadas
conidios (Fig. 1.1). Se distinguen dos tipos de conidios: los microconidios,
pequerios, fusiformes y uninucleados (Avalos et al., 1985), y los macroconidios,
mas grandes, arqueados, tabicados y presumiblemente multinucleados
(Kuhlman, 1983). Las estirpes empleadas en esta Tesis practicamente solo
producen microconidios, un caracter habitual en F. fujikuroi. La presencia en los
microconidios de un solo nucleo facilita el aislamiento de estirpes con
mutaciones recesivas (Avalos et al., 1985), y su exposicion a diversos agentes
mutagénicos, fisicos o quimicos, produce elevadas tasas de mutacién (Puhalla y
Spieth, 1983; Avalos et al., 1985; Koelblin et al., 1990).

1.3. Estirpes silvestres utilizadas en esta Tesis

La mayor parte del trabajo previo sobre la sintesis de carotenoides de F.
fujikuroi, tema de esta Tesis, se ha llevado a cabo con la estirpe silvestre
IMI158289. Recientemente, el grupo de investigacién ha extendido sus
investigaciones a una segunda estirpe silvestre de la misma especie, FKMC1995,
utilizada como patrén de cruzamiento del grupo C. Esta estirpe presenta
ventajas sobre IMI58289 como objeto de investigacion, ya que esta Gltima
muestra una baja capacidad de esporulacion, una limitada fertilidad sexual y
autoincompati-bilidad vegetativa. La estirpe silvestre FKMC1995, por el
contrario, es sexualmente fértil (Leslie, 1991) (Fig. 1.2), conidia abundantemente
y sus hifas fusionan espontdneamente para formar heterocariontes, permitiendo
los andlisis de complementacion. Ademas, presenta una elevada capacidad de
producir giberelinas (Oller-Lopez et al., 2003) y su carotenogénesis es
equivalente a la de la estirpe IMI158289 tanto en los carotenoides producidos
como en su regulacion. En esta Tesis se ha usado una u otra estirpe en funcién
de lo que aconsejaran los experimentos y, en su caso, han sido objeto de
comparacion.

Se ha utilizado también para propésitos puntuales la estirpe silvestre de F.
fujikuroi m567, de caracteristicas mas parecidas a IMI158289 que a FKMC1995.
Esa estirpe fue elegida por su capacidad de produccidon de giberelinas como
modelo de trabajo por el grupo de la Dra. B. Tudzynski en la Universidad de

Fig. 1.1 Conidios de F. fuji-
kuroi. Los nacleos fueron
tefiidos con mitramicina y
visualizados por fluorescen-
cia (Avalos et al., 1985).

Fig. 1.2. Peritecios proceden-
tes del cruzamiento de dos
estirpes derivadas de
FKMC1995



Introduccion

Minster (Alemania), con el que se ha mantenido una colaboracién en esta Tesis.

A lo largo del trabajo experimental de esta Tesis fue puesta a disposicion de
los investigadores la secuencia del genoma de la primera especie del género
Fusarium, F. graminearum, asi como las herramientas informaticas para su
analisis a través de Internet. Algunas estrategias experimentales se han basado
en el andlisis de secuencias de este genoma.

1.4. Actividad patogénica de F. fujikuroi

Como ya se ha indicado, las especies del género Fusarium suelen ser
patogenas de plantas. F. fujikuroi es patdgena del arroz (Stitt et al., 2002), al que
produce una enfermedad conocida desde antiguo en Japon como bakanae
(planta loca). Se trata de una enfermedad sistémica, transmitida principalmente
por la presencia de esporas del hongo en las semillas (Fig. 1.3). Los sintomas
mas tempranos de la enfermedad aparecen un mes después de la siembra,
manifestandose como plantas mas altas, méas delgadas y ligeramente cloréticas
en comparacion con las plantas sanas. La rapida elongacion de las plantas
infectadas se debe a la produccion de giberelinas por el hongo (ver apartado
1.5.2); éstas crecen tanto que destacan sobre la superficie de los cultivos,
cayendo arqueadas por su propio peso sobre las plantas sanas. A medida que
avanza la estacion, una parte de las plantas enfermas mueren antes de llegar a
la madurez, y otras sobreviven lo suficiente para formar paniculas, aunque casi
vacias de semillas. La presencia generalizada de plantas enfermas en los
arrozales da lugar a reducciones importantes en los rendimientos de los cultivos,
motivo original de la atencidn prestada por los investigadores a la enfermedad
y al hongo que la causa.

Cuando las plantas enfermas entran en senescencia, el micelio del hongo
emerge entre sus nédulos y puede verse la esporulacién por encima del nivel
del agua, pudiendo alcanzar altos niveles en el tallo cuando se drena el arrozal.
Las esporas producidas contaminan la cubierta de las semillas sanas durante la
cosecha, donde pueden aguantar hasta su siembra facilitando asi el siguiente
ciclo de infeccion incluso en campos previamente no infectados. Cuando los dos
grupos de cruzamiento estan presentes pueden formarse peritecios,
distinguibles a simple vista como pequefios puntos de color azul violaceo
oscuro en los nodos y en el tallo de las plantas infectadas. Las ascosporas
producidas en los peritecios también pueden contaminar semillas y servir de
inéculo para la siguiente generacion.

Esporulacién en el
Esporas en Aparicién de los tallo de las plantas Diseminacion de Ia_s
la semilla sintomas enfermas esporas a las semillas
T — sanas en la recoleccion

Muerte de la mayoria
de las plantas

Infeccion enfermas

Invierno

In6culo invernN
en el arrozal

Primavera Verano

%oras en
el terreno

Fig. 1.3. Ciclo de infeccion de Fusarium fujikuroi en arroz
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1.5. Metabolismo secundario de Fusarium

Las especies del género Fusarium producen gran cantidad de metabolitos
secundarios (Fig. 1.4), entre los que destacan por su relevancia las toxinas.
Algunas de éstas afectan a la especie humana (Marasas et al., 1988) y a animales
domésticos (Uhlinger, 1997) a través del consumo de alimentos vegetales
contaminados. Entre las micotoxinas producidas se encuentran las fumonisinas
(Gelderblom et al., 1988), las fusarinas (Barrero et al., 1991), el acido fusarico
(Bacon et al., 1996), las bicaverinas (Giordano et al., 1999), la moniliformina
(Marasas et al., 1986) y la fusaproliferina (Moretti et al., 1996).

Otros metabolitos secundarios relevantes producidos por Fusarium pertenen
a la familia de los terpenoides, como las caurenolidas (Rojas et al., 2004), el
fujenal (Fernandez-Martin et al., 1995), los carotenoides (Avalos y Cerda

Acido giberélico Ho Q
o OH
o)
OH OH 3\
\_\_C'\‘)_{ \NW\N\H\M
%, R

R
\O

[}

Acido fusérico .
Fujenal K(“;H
o)

OH

Fig. 1.4. Ejemplos de metabolitos secundarios producidos por Fusarium

Olmedo, 1986) y las giberelinas (Fernandez-Martin et al., 1995, Tudzynski, 2005).
Se desconoce la toxicidad de caurenolidas y fujenal, mientras que los
carotenoides y las giberelinas son compuestos inofensivos. Los carotenoides son
acumulados en cantidades similares por diferentes especies pertenecientes al
“complejo Gibberella fujikuroi” (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987), mientras que las
giberelinas solo son producidas por estirpes del grupo C del complejo, F.
fujikuroi (Malonek et al., 2005).

1.5.1 Terpenoides

Los terpenoides conforman un basto y heterogéneo grupo de compuestos
guimicos presentes en todos los seres vivos y empleados para funciones muy
diversas. Todos ellos tienen en comudn la sintesis a partir de una misma
molécula de cinco atomos de carbono, el pirofosfato de isopentenilo (IPP). Esta
molécula puede ser sintetizada por dos rutas bioquimicas diferentes. Una de
ellas, la mejor conocida y durante mucho tiempo considerada como Unica via
para su sintesis, se conoce como ruta del mevalonato (Fig. 1.5). El precursor en
esta ruta es el acetil-CoA, del cual se sintetiza, via acetoacetil-CoA, el 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que se convierte posteriormente en
mevalonato por mediacidon de una reductasa (Goodwin y Lijinsky, 1952). Dos
fosforilaciones y una decarboxilacién convierten el mevalonato en IPP.

La segunda ruta conocida de sintesis de IPP comienza con la condensacion
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de gliceraldehido-3-fosfato e hidroxietilamina, producto de la decarboxilacion
del piruvato. Inicialmente se demostré la existencia de esta ruta en eubacterias
(Rohmer et al., 1993; Horbach et al., 1993), pero se ha comprobado mas tarde
que coexiste con la ruta del mevalonato en algas (Schwender et al., 1996) y en
plantas (Eisenreich et al., 1996; Lichtenthaler et al., 1997).

_\OH CoA
HMG-CoA  cooH 3L
0

\

OH
mevalonato  CooH (S~ on
“

.

L
isopentenil (IPP) J~ .p <= A~ Pirofosfato de

Y 0-PP dimetil alilo

Pirofosfato de geranilo (GPP) Wo.pp
IPP

Pirofosfato de farnesilo (FPP) MO,PP

N

Pirofosfato delg;eranil- AAA~AAAA~
geranilo (GGPP) 0-PP
Fig. I.5. Primeros pasos de la ruta de los terpenoides

El primer terpenoide propiamente dicho surge de la fusion de una molécula
de IPP con un isémero de si misma, el pirofosfato de dimetilalilo. El producto
posee 10 atomos de carbono, y se denomina pirofosfato de geranilo (GPP). Esta
molécula es origen de numerosos terpenoides de bajo peso molecular,
frecuentemente volatiles y olorosos, como el mentol y los pinenos (Fig. 1.6). El
mas simple es el isopreno, un gas inocuo emitido a la atmésfera en grandes
cantidades por las plantas (Logan et al., 2000).

dolicoles poliprenoles

\ / ac. abscisico

giberelinas + carotenoides

grupo fitilo de la clorofila \ + / taxol

GGPP
grupos geranilo < — tocoferoles

grupos farnesilo «— FPP — esteroles

+

isopren0 g— GPP — mentol, limoneno, pinenos...

+

citoquininas<— IPP —p indol alcaloides

N

deoxixilulosa 5P mevalonato

GA-3P + piruvato acetoacetil CoA

Fig. 1.6. Arbol de los terpenoides.
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Posteriores adiciones de IPP dan lugar a moléculas de quince atomos de
carbono (el pirofosfato de farnesilo o FPP) y de veinte (el pirofosfato de
geranilgeranilo o GGPP) mediante reacciones llevadas a cabo por transferasas
de prenilo. El geraniol constituye un terpeno, y los isoprenoides se clasifican se-
gun el nimero de unidades de terpeno que los originan. Asi, los monoterpenos
derivan de modificaciones quimicas del GPP y los sesquiterpenos derivan del
FPP. Los esteroles son triterpenos, ya que derivan de la union de dos moléculas
de FPP.

Un importante grupo de terpenoides constituyen los esteroles, componentes
esenciales de la membrana plasmatica. El precursor de los esteroles en la ruta de
los terpenoides es el escualeno, que se produce por la condensacion de dos
moléculas de FPP (Weete y Ghandi, 1996). El escualeno sufre posteriormente
diversas oxidaciones y ciclaciones que dan lugar a los distintos esteroles. Uno
de ellos es el colesterol, de gran importancia para la salud humana.

También son terpenoides ciertas hormonas vegetales, como el 4cido abscisico
y las ya citadas giberelinas, o animales, como los esteroides. El &cido abscisico es
un derivado de la ruta de los carotenoides. La presencia de las sintesis de
giberelinas y carotenoides en F. fujikuroi es el origen de su uso como modelo de
investigacion, que ha tenido continuidad en esta Tesis.

1.5.2 Giberelinas

Las giberelinas son hormonas vegetales de la familia de los terpenoides,
sintetizadas a partir del pirofosfato de geranilgeranilo (Fig. 1.7). Comparten por
tanto los primeros pasos de la ruta con la sintesis de carotenoides, descrita en la
seccion 2 de esta Introduccidn. La historia de las estas hormonas comenz6 hace
mas de cien afios en Japon, a raiz de las investigaciones sobre la causa de la
enfermedad bakanae en arroz (ver apartado 1.4). Inicialmente descubiertas como
metabolitos producidos por F. fujikuroi, juegan un papel relevante en la
fisiologia de las plantas, en las cuales se encuentran de forma universal. Debido
a su papel hormonal, sus concentraciones en las plantas son muy bajas, lo que
explica su tardio descubrimiento (Mitchell et al., 1951; Radley, 1956).

Desde el punto de vista de su estructura, las giberelinas son diterpenoides
tetraciclicos altamente oxigenados con 20 6 secundariamente 19 carbonos.
Desde la caracterizacién quimica de las primeras giberelinas, se han nhombrado
por las letras GA seguidas de un nimero (Mander, 1992). Hasta la fecha se han
caracterizado 26 giberelinas diferentes en F. fujikuroi, y muchas mas en las
plantas, superando el centenar el namero total de giberelinas conocidas
(McMiillan, 2002).

Las giberelinas, comunes en las plantas y desconocidas en los animales, son
producidas por algunos microorganismos ademas de F. fujikuroi. Entre ellos
figuran otros ascomicetos, como Phaeosphaeria sp. y Sphaceloma manihoticola, y
algunas bacterias (McMillan, 2002). La ruta biosintética la presentan también
otras especies proximas a F. fujikuroi, aunque no se ha detectado en ellos pro-
duccion de giberelinas en condiciones de laboratorio (Malonek et al., 2005).

Al contrario que en las plantas, se desconoce el papel biologico de las
giberelinas en F. fujikuroi o en otros hongos. Los mutantes afectados en la
produccién de giberelinas (Candau et al., 1991; Ferndndez-Martin et al., 1995)
no muestra ningun tipo de alteracion detectable en condiciones de laboratorio.
Se sospecha que pueden jugar algun tipo de papel en la patogénesis sobre el
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Fig. 1.6. Sintesis de giberelinas en Fusarium fujikuroi. Se muestran solo los pasos mas
relevantes. El producto mayoritario es el acido giberélico (GA3).

arroz, pero este aspecto de la biologia de F. fujikuroi no ha sido alin objeto de
suficiente atencion.

Las giberelinas son un arquetipo de metabolito secundario excretado al
medio en fase estacionaria (Borrow, 1964; Bu‘Lock et al., 1974). Su sintesis no se
induce por el cese de crecimiento, sino por la desaparicion de nitrégeno en el
medio, siendo casi indetectable si la fase estacionaria se produce por
agotamiento de un nutriente que no sea el nitrogeno (Candau et al., 1992). La
induccidn por ausencia de nitrégeno es mediada por la proteina AreA (Mihlan
et al., 2003), encargada de la utilizacion de fuentes alternativas de nitrégeno
(Caddick et al., 1994).

La ruta biosintética de giberelinas de F. fujikuroi muestra numerosas simili-
tudes con la de las plantas, lo que llevé a sugerir su procedencia a partir de
éstas por transferencia horizontal de sus genes (Chapman y Ragan, 1980),
organizados en un agrupamiento génico (ver apartado siguiente). Sin embargo,
un analisis mas profundo muestra diferencias significativas en los pasos
enzimaticos, lo que da lugar a la sintesis de diferentes juegos de giberelinas.
Ademas, en contraste con los de F. fujikuroi, los genes de las giberelinas en los
primeros genomas de plantas conocidos, como el de A. thaliana, se encuentran
dispersos. La comparacién de los genes y enzimas sugiere que, a pesar de las
similitudes, ambas rutas poseen origenes evolutivos diferentes, pudiéndose
tratar por tanto de un ejemplo de evolucidn convergente (Hedden et al., 2002).
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1.5.3 Agrupamientos génicos

Los genes involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios de
Fusarium se encuentran frecuentemente agrupados formando clusters. Entre los
ejemplos mejor conocidos figuran los agrupamientos génicos de las giberelinas
(Tudzynski, 2005), los tricotecenos (Brown et al., 2004), las fumonisinas (Seo et
al., 2001), la zearalenona (Kim et al., 2005) y la aurofusarina (Malz et al., 2005).
Se espera que muchos mas agrupamientos génicos salgan a la luz como
consecuencia del estudio de sus genomas.

La organizacion de estos genes formando agrupamientos en los genomas
puede tener su causa en su procedencia por transmision horizontal o en
ventajas regulatorias. En los casos investigados, los genes comparten una
misma regulacion. En algunos casos se sospecha la existencia de mecanismos de
inactivacion a gran escala por regulacién a nivel de organizaciéon de la
cromatina (Bok et al., 2006).

Los genes de la carotenogénesis conocidos hasta ahora en F. fujikuroi forman
también un agrupamiento génico, cuyo estudio es uno de los objetivos de esta
Tesis.

2. Carotenoides

2.1 Rutas biosintéticas de carotenoides

Los carotenoides son terpenoides procedentes de la fusién de dos moléculas
de GGPP, y son por tanto tetraterpenos. Estos pigmentos son sintetizados por
todas las plantas, y por numerosas bacterias, arqueas y hongos (Armstrong y
Hearst, 1996; Umeno et al., 2005). Estdn presentes también en los animales,
aungue estos carecen de la ruta biosintética y los adquieren a través de la dieta.

Desde la identificacién de la primera molécula en los inicios del siglo XIX, se
han descubierto centenares de carotenoides diferentes (Britton et al., 1998). Se
trata de moléculas hidrocarbonadas de estructura lineal, generalmente con
anillos cerrados en los extremos y a veces con radicales oxigenados. Los
carotenos propiamente dichos poseen solo carbono e hidrégeno, denomi-
nandose xantofilas cuando poseen ademas oxigeno.

Las rutas biosintéticas de carotenoides en los hongos son muy similares en
los primeros pasos y mas diversas en las reacciones tardias. Todas comienzan
con la sintesis de un caroteno incoloro, el fitoeno (Fig. 1.8), por condensacion de
dos moléculas de GGPP, reaccion catalizada por la sintetasa de fitoeno.
Posteriormente actia una desaturasa para introducir al menos cuatro dobles
enlaces conjugados en la molécula, cinco en algunos hongos, como es el caso de
F. fujikuroi. Los dobles enlaces permiten a los consiguientes productos absorber
luz visible y les confieren sus colores caracteristicos (Fig. 1.8). Debido a la
simetria de la molécula, estas reacciones se hacen por pares, una a cada lado a la
misma distancia del eje central. A diferencia de los hongos, las plantas poseen
dos desaturasas diferentes, cada una responsable de cada par de reacciones.

Los extremos de los carotenos suelen ser objeto de una reaccién de ciclacién.
Existen tres tipos de ciclasas en funcion del tipo de anillo introducido,
denominados a, B 6 y. En los hongos investigados, los anillos introducidos son
de tipo B. La ciclacion de un extremo del licopeno produce el y-caroteno, y la
ciclacion del otro extremo produce el B-caroteno. Esta ruta, consistente en
cuatro desaturaciones y dos ciclaciones (3, conocida como ruta de Porter y
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Lincoln (Porter y Lincoln, 1950), est4 presente en diversos hongos mucorales,
como Phycomyces blakesleeanus (Cerda-Olmedo, 1987), Mucor circinelloides (Fraser
et al., 1996) o Blakeslea trispora (Mehta et al., 2003), éste tltimo empleado para su
produccién a escala industrial (Avalos y Cerda-Olmedo, 2004). La ruta de Porter
y Lincoln también se ha encontrado en hongos de otros grupos taxondmicos,
como los ascomicetos Aspergillus giganteus (El-Jack et al., 1988) o Cercospora sp.
(Norman, 1991; Ehrenshaft y Daub, 1994). No es inusual, sin embargo, que las
rutas biosintéticas difieran de este modelo. Asi, por ejemplo, la sintesis de
astaxantina en el basidiomiceto Xanthophyllomyces dendrorhous, anteriormente
conocido como Phaffia rhodozyma (Johnson y Lewis, 1979) requiere dos
reacciones enzimaticas adicionales sobre los dos anillos del B-caroteno. Una
actividad cetolasa introduce grupos ceto y una actividad hidrolasa introduce
grupos hidroxilo, dando lugar a la astaxantina, una xantofila de interés
biotecnoldgico. En este hongo ambas actividades enzimaéticas las lleva a cabo un
solo producto génico (Ojima et al., 2006)

La astaxantina es un ejemplo representativo de los carotenoides oxigenados
o xantofilas. Estas son estructuralmente muy heterogéneas, y se conocen
numerosos ejemplos en bacterias, algas y plantas. Entre ellos figuran el esfe-
roideno y el esferoideneno en Rhodobacter, el ceto-toruleno y la mixobactona en
Myxococcus, la criptoxantina y la zeaxantina en Erwinia, o la zeaxantina y la
equinona en diversas cianobacterias (revisado por Armstrong, 1997). El
producto principal de la carotenogénesis de F. fujikuroi es una xantofila, la
neurosporaxantina (Fig. 1.8) (Aasen y Jensen, 1965), descubierta previamente en
el ascomiceto N. crassa.

2.2. Bases fisicas del color de los carotenoides

Los carotenoides son conocidos por sus atractivos colores, habitualmente
desde el amarillo hasta el rojo. Su diversidad de colores se debe a pequefias
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variaciones en su estructura quimica (Kohler, 1995). Todos los carotenoides
comparten un esqueleto formado por una cadena poliénica que contiene un
numero variable de dobles enlaces conjugados. Este segmento de la molécula es
el cromoforo, que contiene electrones deslocalizados. Cuanto mas extensa es la
region de dobles enlaces conjugados, menos energia es necesaria para que sean
excitados los electrones. Asi, un nimero reducido de dobles enlaces conjugados
solo absorbe luz de alta energia, en la region UV del espectro, y por tanto no
confieren color. Sin embargo, si el crom6foro es suficientemente extenso,
absorbe fotones de menor energia, entrando ya en la region visible del espectro
y confiriendo color a la molécula (Fig. 1.8). EI cromdforo es responsable también
de la capacidad de neutralizar especies reactivas de oxigeno y, por tanto, de las
propiedades antioxidantes de los carotenoides (ver Apartado 2.4). La presencia
de anillos en los extremos de la molécula acorta la regién poliénica y eleva
sensiblemente la energia necesaria de los fotones para poder interaccionar con
la molécula. A ello se debe, por ejemplo, la diferencia de color entre el licopeno
y el B-caroteno, siendo el primero capaz de absorber fotones de energia
ligeramente inferior, dando lugar a su tipico color rojo.

2.3. Apocarotenoides

Los apocarotenoides son moléculas procedentes de reacciones de corte o
rotura oxidativa de carotenoides (ver apartado 3.3). Distintos apocarotenoides o
moléculas derivadas juegan papeles relevantes en el control del crecimiento
celular y el desarrollo en plantas, animales y organismos inferiores. El ejemplo
mas evidente en plantas es el acido abscisico (ABA), hormona necesaria para el
desarrollo de la semilla y la adaptacién a cambios ambientales (Leung et al.,
1998). La sintesis del acido abcisico tiene su arranque en la rotura asimétrica de
un carotenoide, la 9-cis-violaxantina. Otros apocarotenoides producto de rotura
asimétrica son la B-ionona, el B-ciclocitral o el safranal, entre otros (Giuliano et
al., 2003; Auldridge et al., 2006). Sus funciones son muy diversas, incluyendo la
guimioatraccion, o la proporcion de aromas o sabores.

Una categoria particularmente importante dentro de los apocarotenoides
son los retinoides, derivados principalmente del corte del 3-caroteno. Entre los
retinoides mas relevantes figuran el retinal y el acido retinoico. El retinal es el
cromaoforo que hace posible la deteccidn de luz por las proteinas de la vision, las
opsinas (Filipek et al., 2003), presentes en la retina de los animales (Morriss-Kay
y Ward, 1999). Como consecuencia, la ausencia persistente de 3-caroteno en la
dieta puede producir ceguera. De manera similar, el retinal unido a opsinas es
responsable de la fototaxis en algas verdes (Foster et al., 1984), bacterias y
arqueas (Spudich, 2006), asi como del bombeo de protones (Bibikov et al., 1993).
Por su parte, el acido retinoico es un morfégeno critico en el desarrollo de los
cordados (Marletaz et al., 2006). La alteracion en los niveles de acido retinoico
durante el desarrollo embrionario temprano produce malformaciones en el feto,
gue afectan especialmente a la determinacién de su eje antero-posterior.

El B-caroteno es también fuente de otros retinoides mediante rotura
asimétrica. Entre ellos figuran la B-ionona y el 3-10"-apocarotenal en
vertebrados, apocarotenoides cuya funcién bioldgica aun no ha sido establecida
(Kiefer et al., 2001).

11
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2.4. Funciones de los carotenoides en animales y plantas

Los carotenoides se encuentran en la inmensa mayoria de los seres vivos,
incluso cuando no son capaces de sintetizarlos, como ocurre con los animales.
La mayor parte de los carotenoides presentes en la naturaleza se encuentran en
plantas y algas, aunque su presencia es enmascarada por la clorofila. Su funcién
en organismos fotosintéticos es actuar de pigmentos fotorreceptores, absor-
biendo la luz y transfiriendola en forma de energia a los centros de reaccion de
la fotosintesis (Edge et al., 1997). La importancia de este papel la pone en
evidencia el efecto herbicida de los inhibidores de las enzimas de la caroteno-
génesis.

Los carotenoides pueden jugar un papel secundario como pigmentos. En las
plantas proporcionan colores llamativos a flores y frutos facilitando su atraccion
sobre los animales y, en consecuencia, la polinizacion o la dispersién de semillas.
En algunos animales, como crustaceos, peces y aves, la ingesta de carotenoides
es necesaria para adquirir su pigmentacion, que puede jugar un papel
importante en su etologia, por €j. en la atraccion sexual (Faivre et al., 2003;
Blount et al., 2003).

Ademas del papel jugado en la apariencia de animales y plantas, los
carotenoides tienen otras funciones derivadas de sus especiales caracteristicas
quimicas. Al ser pigmentos hidrofébicos se localizan en las membranas
celulares, regulando su fluidez. Poseen ademas propiedades antioxidantes que
les permiten neutralizar singletes de oxigeno molecular (Conn et al., 1991) y
radicales generados en la peroxidacién lipidica (Sies y Stahl, 1995). Ademas
actlan sinérgicamente con otras vitaminas como protectores ante la
fotooxidacion (Edge et al., 1997; Stahl y Sies, 2002). A esta actividad antioxidante
se atribuye el papel supuestamente beneficioso que el consumo de carotenoides
puede ejercer sobre la salud humana, que incluye proteccién frente al cancer
(Giovannucci et al., 1995; Rao et al., 1999) o mejora de la respuesta inmunoldgica
(Jyocouchi et al., 1991).

En el caso de la especie humana, los carotenoides, muy especialmente el (3-
caroteno (provitamina A), son importantes para la salud, existiendo sistemas
especificos de asimilacion y enzimas encargadas de su metabolismo (Von Lintig
et al., 2005). Los tejidos animales retienen cantidades considerables de
diferentes carotenoides, como el licopeno, la zeaxantina y la luteina, que unen
su efecto antioxidante al del B-caroteno. Ademas, la zeaxantina y la luteina
estan presentes en la regién central de la retina, la denominada macula lutea,
donde ejercen de filtro de proteccion de las células de la retina y disminuyen la
aberracion cromatica (Snodderly et al., 1995; Landrum y Bone, 2001). La
deficiencia en el consumo de luteina esta asociado con diferentes anomalias de
la visidn que pueden derivar en ceguera, como las cataratas o la degeneracion
macular (Moeller et al., 2000).

2.5. Funciones de los carotenoides en los hongos

La funcién de los carotenoides en los hongos no se ha establecido con
claridad, pero numerosas observaciones experimentales sugieren que su papel
principal es la protecccién frente a la oxidacién (Gessler et al., 2002; Ligusa et al.,
2005). La luz aumenta el estrés oxidativo de la célula, lo que puede explicar la
frecuente regulacién por la luz de la carotenogénesis en estos organismos
(Avalos et al., 1993). En los casos investigados, los carotenoides no parecen ser
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usados como cromoforo responsable de fotorrespuestas, tales como la induccion
de la conidiacién o de la propia sintesis de carotenoides. El descubrimiento
reciente de proteinas de la familia de las opsinas en hongos ha abierto nuevas
perspectivas sobre las funciones de los carotenoides en este grupo taxonémico,
ya que, como se ha indicado anteriormente, muchas de estas proteinas
requieren retinal para ser funcionalmente activas. Hasta la fecha no se ha
identificado ninguin gen de hongos implicado en la sintesis de apocarotenoides.

Ciertos zigomicetos, como B. trispora o P. blakesleeanus emplean como
hormonas sexuales moléculas derivadas de apocarotenoides. Estas hormonas,
llamadas acidos trisporicos, se sintetizan a partir del B-caroteno (Austin et al,
1970). Por ese motivo, los mutantes de P. blakesleeanus bloqueados en la ruta
biosintética son sexualmente incompetentes (Sutter, 1975).

3. Enzimas de la carotenogénesis: rutas biosintéticas y meta-
bolismo

3.1. Desaturasas de carotenoides

Como ya se menciond en el apartado 2.1, las desaturasas de carotenoides
introducen dobles enlaces de carbono en las rutas biosintéticas de estos
pigmentos. Los miembros méas conocidos de esta familia de enzimas son las
desaturasas de fitoeno, que introducen 2, 3, 4 6 5 desaturaciones a lo largo de la
ruta empezando por este sustrato. Otras desaturasas utilizan como sustrato solo
carotenoides que ya han sufrido desaturaciones por medio de una primera
desaturasa. Entre sus sustratos figuran el {-caroteno (Linden et al., 1994), el
hidroxineurosporeno (Albrecht et al., 1997), el metoxineurosporeno (Albrecht et
al., 1997), el dehidroescualeno (Wieland et al., 1994) o el propio [3-caroteno
(Schumann et al., 1996). A nivel de secuencia existe considerable variacion entre
estas enzimas y la similitud entre aquellas pertenecientes a distintos grupos
taxondmicos puede llegar a ser muy baja. La mayor divergencia se encuentra
entre las desaturasas de fitoeno de bacterias y de plantas (Pecker et al., 1992;
Sandmann, 1994). En base a sus notables diferencias, se ha postulado que ambos
tipos de desaturasas tienen origenes evolutivos distintos, y que sus similitudes
se deben a necesidades estructurales para catalizar la misma reaccién
enzimatica.

3.1.1. Nuevas enzimas de la familia con funciones diferentes a la
desaturacion

Recientemente se han clonado y caracterizado dos proteinas con evidente
parecido a las desaturasas de carotenoides pero con otras funciones enzimaticas.
La primera de ellas, llamada CRTISO, fue descrita en paralelo por dos grupos
(Isaacson et al., 2002 y Park et al., 2002). Esta enzima produce licopeno en el
tomate a partir de prolicopeno (7Z,92,7Z,9Z-tetracis-licopeno) mediante una
reaccion de isomerizacion. La similitud de secuencia de la CRTISO con las
desaturasas ha llevado a postular que su mecanismo de accion consiste en una
reaccion de saturacién, un giro a través del enlace simple generado y la
restitucion del estado anterior mediante una desaturacion (Giuliano et al., 2002)
(Fig. 1.9).
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La secuencia de la CRTISO permitio la identificacion de otra enzima,
abreviada RetSat (Moise et al., 2004), que lleva a cabo una reaccion de
saturacion sobre retinol todo-trans en vertebrados. Todavia no se conoce el
papel biolégico del producto de esta reaccion, el 13,14-dihidroretinol todo-trans.

A pesar de pertenecer a organismos superiores, las secuencias de estas dos
enzimas son mas parecidas a las de las desaturasas de bacterias y hongos que a
las de plantas, lo que sugiere su procedencia por transmisién horizontal. Por
otro lado, la existencia de proteinas de esta familia con funciones distintas a las
reacciones de desaturacion, como la isomerizacién o la saturacién (Fig. 1.9),
indica una versatilidad y diversidad funcional mayor de lo que los datos
disponibles hasta hace poco permitian anticipar.

Tanto las desaturasas de carotenoides como estas nuevas enzimas de la
misma familia comparten dos dominios en los que la similitud de secuencia es
marcadamente mas alta que en el resto de la proteina. El primero de ellos es el
dominio de unién de dinucleétido (Armstrong et al., 1990; Bartley et al., 1990).
Se trata de un corto segmento en la region del extremo amino de la proteina que
une el cofactor (FAD 6 NAD), necesario para que se lleve a cabo la reaccién de
desaturacion (ver apartado 3.1.3). El segundo es el dominio de union de
caroteno (Armstrong et al., 1989), localizado en la regién del extremo carboxilo.

3.1.2. Interés aplicado de las desaturasas de carotenoides

Las desaturasas de carotenoides, especialmente las que actlan sobre el
fitoeno, han sido objeto de considerable atencién por parte de los investigadores.
El motivo principal es de tipo econémico, pues la desaturasa de fitoeno de
plantas es la diana de numerosos herbicidas comercialmente importantes
(Bramley, 1994). Ademas, esta enzima se considera un factor limitante en la
sintesis de carotenoides en plantas; al ser estos compuestos importantes en la
maduracion del fruto o la semilla, se ha tratado de aumentar su actividad
(Chamovitz et al., 1993; Al-Babili et al., 2006). En tercer lugar, dado el interés
aplicado de los carotenoides en medicina, alimentacién animal, colorantes y
suplementos vitaminicos, se ha investigado en el campo de su produccion
industrial. Un hito importante en la metodologia de los estudios bioquimicos de
la carotenogénesis es el uso de E. coli como vehiculo de expresion heterdloga de
genes relevantes. Expresando los genes bajo los elementos reguladores
apropiados, se han desarrollado estirpes de E. coli capaces de sintetizar carote-
noides, facilitando enormemente los ensayos de actividades enzimaticas de esta
ruta. Esto ha permitido enfoques experimentales mas sofisticados, como la
realizacién de estudios de evolucion dirigida de las desaturasas (Schmidt-
Dannert et al., 2000; Wang et al., 2001).

3.1.3. El problema de la regeneracion del poder reductor

Como se ha descrito en el apartado anterior, las desaturasas de carotenoides
utilizan un cofactor para aceptar los protones que se liberan del carotenoide
cuando éste es desaturado. En esta Tesis utilizamos el término desaturacion en
lugar de deshidrogenacién porque no se conoce el cofactor utilizado ni el
mecanismo por el que se lleva a cabo este proceso. Si bien parece que el cofactor
preferido por las desaturasas bacterianas (Fraser et al., 1992; Raisig et al., 1996;
Dailey y Dailey, 1998) y vegetales (Hugueney et al., 1992; Al-Babili et al., 1996)
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Fig. 1.10. Reacciones en el cloroplasto destinadas a regenerar el poder reductor necesario
para la actividad de las desaturasas de carotenoides. PQ, plastoquinona, PTOX, Plastid Terminal
Oxidase. Adaptado de Carol y Kuntz (1999).

es el FAD, existen indicios de que en hongos (Haussmann y Sandmann, 2000) y
cianobacterias (Schneider et al., 1997) el cofactor es el NAD. Incluso se ha
sugerido para algunas enzimas que el aceptor no es ninguno de estos cofactores,
sino el oxigeno molecular (Albrecht et al., 1997; Schneider et al., 1997)

Tampoco se sabe cdmo se regenera el cofactor utilizado (FAD o NAD) para
poder aceptar un nuevo par de protones de la siguiente desaturacién. Se ha
sugerido que en el caso del FAD, éste se mantiene unido a la proteina (Al-Babili
et al., 1996), de forma que deberian existir otras proteinas que le asistan para la
renovacion del poder reductor. Se ha demostrado que en plantas este agente
regenerador es la plastoquinona (Norris et al., 1995), equivalente vegetal de la
ubiquinona. También se ha caracterizado la enzima que deshidrogena la
plastiquinona, llamada PTOX (Plastid Terminal Oxidase) (Carol y Kuntz., 1999;
Wu et al., 1999), que acopla la deshidrogenacion de la plastoquinona a la
reduccion del oxigeno molecular (Josse et al., 2000) (Fig. 1.10). Se ha postulado
la intervencion de una proteina o complejo multiproteico en la transferencia de
los electrones a la plastoquinona (Nievelstein et al., 1995).

Finalmente, se ha propuesto que las reacciones de desaturacién de los
carotenoides estan acopladas al proceso de clororrespiracién (Bennoun, 2001),
asociado a los cambios en el estado redox de la plastoquinona.

3.2. Ciclasas de carotenoides y sintasas de fitoeno

La ciclacién de carotenoides es llevada a cabo en diferentes grupos
filogenéticos por al menos dos tipos de enzimas. En organismos con
carotenogénesis oxigénica, el gen de la ciclasa se ha denominado crtL, y en
aquellos con carotenogénesis no oxigénica, crtY o lyc. Ambos tipos de ciclasa
son muy diferentes en secuencia, aunque conservan tres pequefios dominios
conservados. Contienen ademas regiones hidrofobicas correspondientes
probablemente a dominios transmembranales (Armstrong, 1997; Sieiro et al.,
2003). Se conocen representantes de crtY o crtL en eubacterias, algas y plantas,
pero no en hongos.

Los intentos de identificar el gen responsable de la ciclasa en hongos por
similitud con las ciclasas mencionadas fracasaron, retrasando el estudio de esta
enzima en este grupo taxondmico. La primera ciclasa fngica se identifico en el
basidiomiceto X. dendrorhous (Verdoes et al., 1999a). La nueva enzima,
denominada CrtYB y descubierta mediante expresion del gen en una estirpe de
E. coli productora de licopeno, resulté ser muy similar a la proteina Al-2 de N.
crassa, identificada previamente como sintasa de fitoeno en este hongo. Esta
proteina resulté ser por tanto bifuncional, pues cataliza tanto la sintesis de
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fitoeno como la ciclacion de licopeno. La actividad ciclasa del gen bifuncional
fue posteriormente confirmada en otros hongos, como M. circinelloides (Velayos
et al., 2000) y P. blakesleeanus (Arrach et al., 2001), o el mismo N. crassa
(Schmidhauser et al., 1994). Los dos dominios de la proteina son distinguibles
por su hidrofobicidad, mayor en el caso de la ciclasa, que se encuentra en la
region del extremo amino.

Las comparaciones de secuencia sugieren que el dominio sintasa de fitoeno
es similar a la sintasa de fitoeno de organismos fotosintéticos y también a la
sintasa de escualeno. Por su parte, el dominio responsable de la actividad
ciclasa de licopeno no guarda similitud con CrtY o con CrtL, pero si con dos
proteinas presentes en Brevibacterium linens y Myxococcus xanthus. Estas
proteinas estdn determinadas por dos genes contiguos, y su similitud de
secuencia sugiere que se originaron por una duplicaciéon génica (Krubasic y
Sandmann, 2000). Particularmente interesante es la organizacién génica en
Halobacterium salinarum, donde ambas proteinas son determinadas por un
mismo gen que incluye un nuevo segmento transmembrana que mantiene
unidos a los dos dominios y les permite mantener su topologia (Peck et al.,
2002). Estos datos sugieren una posible relacion evolutiva entre las ciclasas de
licopeno de bacterias y hongos. Primeramente una duplicacion y posterior
fusién habria dado lugar a la ciclasa de licopeno de H. salinarum. Seguidamente,
el gen bifuncional de hongos podria haberse originado por la fusion de la
ciclasa de licopeno de arqueas con una sintasa de fitoeno (Arrach et al., 2001;
Peck et al., 2002; Velayos et al., 2000b; Verdoes et al., 1999a).

3.3. Oxigenasas de carotenoides

Las oxigenasas de carotenoides constituyen una familia de enzimas con mas
de 100 miembros conocidos. La primera enzima identificada en esta familia fue
el producto del gen viviparousl4 (VP14) de maiz, una oxigenasa de 9 -cis-
epoxicarotenoides que corta la 9-cis-violaxantina para producir el precursor de
la hormona vegetal acido abscisico (Fig. 1.11A) (Schwartz et al., 1997). Este
trabajo pionero facilit6 el subsiguiente descubrimiento de nuevas enzimas de la
misma familia. Entre ellas figuran otras oxigenasas de carotenoides de plantas,
en algunos casos implicadas en la produccion de apocarotenoides de valor
comercial, como el azafran (Bouvier et al., 2003a) o la bixina (Bouvier et al.,
2003b). Una consecuencia importante del descubrimiento de estas enzimas fue
la identificacién de oxigenasas de carotenoides en animales, especialmente la 3-
caroteno-15,15"-oxigenasa (BCO-I, Fig. 1.11B), que corta B-caroteno
simétricamente para dar dos moléculas de retinal (Von Lintig et al., 2000; Wyss
et al., 2000; Redmon et al., 2001). Otra enzima de vertebrados, la BCO-II, corta
asimétricamente el B-caroteno para producir -ionona (Kiefer et al., 2001). No
todos los miembros de la familia cortan carotenoides. Un ejemplo lo constituye
la RPE65, proteina que juega un papel indispensable en la visidn recogiendo el
re-tinal todo trans de la membrana y transfiriendolo a la proteina que lo
isomeriza a 11-cis retinol para cerrar el ciclo visual (Mata et al., 2004).

La mayoria de estas enzimas se distribuyen en 5 subfamilias. Dos de ellas
comprenden proteinas dedicadas al metabolismo de carotenoides en plantas:
corte de dobles enlaces 9,10 y 9°,10" de diferentes carotenoides (Schwartz et al.,
2001) y oxigenasas de 9-cis epoxicarotenoides, que cortan epoxi-xantofilas en la
ruta del acido abscisico (Taylor et al., 2000), mencionada arriba. Otras dos
subfamilias engloban enzimas de animales implicadas en el metabolismo de la
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Fig. 1.11. Reacciones caracteristicas de los miembros de tres subfamilias representativas de oxigenasas de carotenoides.

vitamina A: 15,15" oxigenasas que convierten el B-caroteno en dos moléculas de
retinal (von Lintig y Wyss 2001) y proteinas del grupo de RPEG5 (Redmond et
al., 1998). Este ultimo grupo incluye también enzimas animales que cortan
carotenoides de forma asimétrica (Kiefer et al., 2001). El altimo grupo esta
formado por las lignostilbeno-a,B-oxigenasas bacterianas (Fig. 1.11C). Estas
enzimas cortan lignostilbeno, empleado como modelo bifendlico de lignina, y
otras moléculas relacionadas (Kamoda et al., 2003). Este compuesto,
guimicamente distante de los carotenoides, tiene un doble enlace central similar
al doble enlace que cortan las oxigenasas de carotenoides, aunque no en el
contexto de un sistema de dobles enlaces conjugados.

Todas las enzimas de la familia con actividad de corte dejan en los extremos
de los productos un grupo aldehido (Fig. .11y 12).

WWO
B-apo-4"-carotenal
é(\)\/\/g/\/ﬁ/\ﬁ/\o
B-apo-8’-carotenal
WW\/\O
-apo-10"-carotenal

3.3.1. Estructura de las oxigenasas de carotenoides

Fig. 1.12. Nomenclatura y ejemplos
de apocarotenales. Se muestran
tres apocarotenales producto de
corte de oxigenasas de carotenoides.

Todos los miembros de la familia de las oxigenasas de carotenoides
presentan similitudes significativas a nivel de secuencia. Entre ellas destacan 4
histidinas estrictamente conservadas en su secuencia primaria y una especial
abundancia en laminas B en las estructuras secundarias predichas. Esto hace
pensar que todas estas proteinas comparten la misma estructura tridimensional.

Recientemente se ha purificado y cristalizado una proteina de esta familia, la
apocarotenoide-15,15‘-oxigenasa de Synechocystis sp. (conocida como ACO), y se
ha determinado su estructura tridimensional (Kloer et al., 2005). Dicha
estructura esta formada por una hélice compuesta de 7 hojas, con 4 histidinas en
el eje de la hélice gue median la union de un atomo de Fe%*. Cada hoja la forman
varias laminas 3 antiparalelas (cuatro ldminas las hojas 2, 3 y 4, y cinco laminas
las hojas 1 y 5), situandose las histidinas en las laminas 3 més internas de la
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Fig. 1.13. Estructura tridimensional de la enzima SynACO. A. Aspecto exterior. B. Corte de la
proteina donde se observa el tinel por donde entra el carotenoide que va a ser cortado. (Tomado
de Kloer et al., 2005).

hélice. Los giros de la parte superior de la hélice son muy largos, formando una
gran cupula sobre el centro activo. Los giros en la parte inferior en general son
mas cortos. La superficie de la cUpula, un dominio apolar formado en su
mayoria por leucinas y fenilalaninas, se ha propuesto como la parte de la
proteina que se introduce en la membrana, por donde entraria el sustrato,
fuertemente apolar (Fig. 1.13 y 1.14). El analisis de la estructura sugiere por tanto
gue se trata de una proteina de membrana monotopica (penetra solo la mitad
de la bicapa lipidica), como se ha sugerido para otra proteina de la ruta, la
desaturasa de carotenoides (Schmidt y Sandmann, 1990).

La enzima ACO contiene un tdnel que se extiende hacia el interior de la
proteina, cerca del presunto dominio apolar de integracion en la membrana,
hasta alcanzar el centro activo. Después de pasar el ion Fe?*, el tunel gira 'y se
comunica con el exterior en otro punto de la proteina (Fig. 1.13B). La enzima
contiene ademas un bolsillo profundo y estrecho que comienza en un lugar
proximo al eje del tunel y termina cerca del ion Fe?*. Se ha propuesto que su

Fig. 1.14. Estructura tridimensional de la enzima NosACO. A. Representacion de superficie
mostrando el lugar de entrada del carotenoide y el dominio de unién a membrana, que se
destaca en verde. B. Corte de la proteina que muestra el tunel de unién y corte de sustrato. Se
indica con flechas la constriccién que evita la entrada de carotenoides ciclados. Se sefiala con un
circulo la posicién del &tomo de Fe?* responsable de la reaccion de corte. C. Vista ampliada de la
constriccion con un carotenoide ciclado a escala. Se aprecia la imposibilidad de éste para entrar
en la proteina. Adaptado de Schezinger et al. (2006).

funcién es la de via de acceso para el oxigeno, necesario para la reaccién de
rotura oxidativa. Las oxigenasas de carotenoides discriminan el sustrato a nivel
de entrada en la proteina por medio de constricciones en la abertura, la cual se
situa adyacente al dominio de unién a membrana (Fig. 1.14). La proximidad de
ambos dominios facilita el acceso del sustrato desde la membrana (Kloer et al.,
2005; Schezinger et al., 2006).

Presumiblemente, todos los miembros de esta familia conservan los aspectos
bésicos de esta estructura y poseen centros activos similares que llevan a cabo
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reacciones con mecanismos parecidos. Las peculiaridades de la estructura de
hojas 3 rodeando un eje central, denominada por los autores originales propeller,
permiten identificar con facilidad la region de la proteina que rodea al centro
activo en los distintos miembros de la familia (Kloer et al., 2005).

4. Opsinas

4.1. Tipos de opsinas

Ademas de las enzimas directamente involucradas en la biosintesis de
carotenoides, existen otras proteinas capaces de reconocer carotenoides y
usarlos para su funcién. Entre ellas destacan las opsinas, un grupo de proteinas
fotoquimicamente reactivas que usan retinal como croméforo, y de las que se
han descrito mas de trescientas en organismos procariotas y eucariotas. Todas
ellas tienen en comudn una estructura consistente en siete hélices a embebidas en
membrana, formando un bolsillo en el que se une el retinal (Fig. 1.15). Las
comparaciones de sus secuencias permiten clasificarlas en dos grupos,
denominados tipo 1 y tipo 2. El grado de similitud es elevado dentro de cada
grupo y muy dispar entre los dos grupos, sugiriendo una vez mas origenes
evolutivos distintos (Spudich et al., 2000).

Las primeras opsinas conocidas, las de tipo 1, se identificaron en arqueas, y
se encontraron también posteriormente en bacterias y algas. Los ejemplos més
representativos lo constituyen la bacteriorrodopsina (Fig. 1.15) y la halorro-
dopsina, bombas de iones que utilizan la luz como fuente de energia (Spudich,
1998). A este grupo pertenecen también las rodopsinas sensoras | y Il, que
actiian como receptores fototacticos (Spudich et al., 1998). También se han
identificado rodopsinas en hongos, pero solo recientemente comienza a
dilucidarse la funcion de algunas de ellas (Waschuck et al., 2005).

Las opsinas de tipo 2 son basicamente los receptores fotosensibles de los ojos
de los animales (Helmreich y Hofmann, 1996; Rao y Oprian, 1996; Sakmar, 1998;
Tokunaga et al., 1999), y los receptores de la gldndula pineal, hipotdlamo y otros
tejidos de vertebrados inferiores (Gartner y Towner, 1995). También a este
grupo pertenecen los retinocromos, opsinas oculares extrarretinales (localizadas
en tejido ocular pero fuera de la retina) que actuan como fotoisomerasas de reti-
nal (Pepe y Cugnoli, 1992). Otras opsinas de animales superiores estan situadas
fuera del ojo, como las pinopsinas de la glandula pineal, o la encefalopsina del
cerebelo. Todas las opsinas de tipo 2 conocidas se encuentran en eucariotas
superiores.

A pesar de las diferencias en secuencia entre las dos familias, su estructura
presenta caracteristicas similares, representando un ejemplo de convergencia
estructural. Ademas de la arquitectura de siete hélices, los analisis espectros-
copicos y quimicos han mostrado en proteinas de ambos grupos que el retinal
se une por medio de un enlace de base de Schiff a un residuo de lisina de la
séptima hélice (Eyring y Mathies, 1979). Sin embargo los cambios que induce la
luz en la estructura del croméforo y la proteina son distintos en ambas familias
(Spudich et al., 2000).

También existen coincidencias en las funciones de las proteinas de ambos
grupos. Los pigmentos visuales y las pinopsinas de animales llevan a cabo
seflalizacion fotosensora por medio de interacciones proteina-proteina
inducidas por la luz (Okano y Fukada 1997), tal como hacen las opsinas
sensoras de arqueas, que interaccionan con proteinas transductoras de la

Fig. 1.15. Representacion de
la bacteriorrodopsina de H.
salinarum. Pueden obser-
varse las siete hélices
transmembrana y la
molécula de retinal.
Adaptado de Grigorieff et al.
(1996)
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fototaxis. Los retinocromos, homologos a los pigmentos visuales, son
isomerasas de retinal que usan la energia de la luz (Pepe y Cugnoli, 1992). Las
opsinas acopladas a proteinas G pueden tener ambas funciones, isomerizacion
y sefializacién. Por su parte, entre las opsinas de arqueas figuran opsinas
sensoras y opsinas de transporte, que bombean iones a través de la membrana
plasmatica.

4.2. Cromaoforo de las opsinas y su respuesta a la luz

El retinal, el cromoforo de las opsinas, fue aislado a partir de opsina bovina
como una sustancia amarilla con un maximo de absorbancia de 385 nm (Wald,
1933). Pocos afios después se identificd esta sustancia como aldehido de la
vitamina A o retinal (Morton y Goodwin, 1944). Como ya se ha mencionado, el
retinal se produce en animales por la rotura oxidativa de [3-caroteno y otros
carotenos, denominados por ese motivo provitamina A. Si bien es conocida la
existencia de opsinas en otros grupos taxdnomicos, no se sabe tanto acerca de la
sintesis del croméforo. Solo se ha publicado un trabajo sobre la produccion de
retinal en eucariotas inferiores (Ruch et al., 2005), y no existe informacién sobre
la presencia o la sintesis de retinal en hongos. La existencia de opsinas fingicas
permite adelantar la existencia de la sintesis de retinal en estos
microorganismos.

El primer evento en el proceso de fototransduccién de las opsinas tras el
estimulo de luz es la isomerizacion del cromdforo. En las opsinas de tipo 1 el
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Fig. 1.16. Fotoisomerizacion del retinal. Se muestran los cambios conformacionales que produce
la luz en el retinal segin esté unido a una opsina de tipo 1 (a la izquierda) o de tipo 2 (a la
derecha). Adaptado de Spudich (2000).

retinal todo-trans se fotoisomeriza a 13-cis retinal (Fig. 1.16). En las opsinas de
tipo 2 el retinal se encuentra en la oscuridad en su conformacién 11-cis, y la
fotoisomerizacion lo convierte en todo-trans (Fig. 1.16). Los retinocromos
reciclan el retinal todo-trans a su forma 11-cis para su reutilizacion (Hao y Fong,
1999).

4.3. Proteinas fungicas de la familia de las opsinas

En los dltimos afios se han descubierto en hongos diversos genes que
determinan proteinas del tipo de las opsinas (Saranak y Foster, 1997; Bieszke et
al., 1999; Idnurm y Howlett, 2001). Se distribuyen en dos clases: un primer tipo
lo forman proteinas de caracteristicas similares a las opsinas de tipo 1,
anteriormente descritas. Las funciones de estas opsinas, denominadas
rodopsinas fangicas por Brown (2004), se describen en el apartado siguiente.



Introducciéon

Un segundo tipo lo forman proteinas cuyos genes responden a situaciones de
estrés. Estas proteinas, denominadas por el mismo autor como proteinas
relacionadas a opsinas (Opsin-Related Proteins), fueron inicialmente descubiertas
en S. cerevisiae por su induccién en respuesta al choque térmico (Graul y Sadee,
1997). El ejemplo mas representativo es HSP30 (Piper, 1995), para el cual existen
genes homologos en otros hongos. Se han encontrado indicios de un papel de
esta proteina en la regulacién de la ATPasa de H* de membrana plasmatica
(Piper, 1997) y en el mantenimiento de la homeostasis de pH (Chattopadhyay et
al., 2000).

Al segundo grupo pertenece también la proteina fdd123 de C. versicolor, cuyo
gen es regulado por estrés quimico (limura y Tatsumi, 1997). En algunos casos
la expresion es controlada por la presencia de nutrientes, como es el caso de los
genes de la HSP30 e YRO2 de S. cerevisiae (Crauwels et al., 1997) y ORP-1 de N.
crassa (Nemcovic y Borkovich, 2003). En el caso de YRO2 se ha propuesto que
podria actuar como una chaperona que obtiene energia por el paso de protones
(Zhai et al., 2001). Por extension, se considera la posibilidad de que todas las
proteinas fungicas de este tipo, emparentadas con las opsinas, cumplan
funciones de chaperonas extracitoplasmaticas. No existen datos que indiquen
un posible papel como fotoproteinas, y la comparacién de sus secuencias con las
de las opsinas capaces de ligar retinal muestra la carencia de aminoacidos
criticos relacionados con las funciones dependientes de la luz, lo cual confirma
su clasificacién como un grupo aparte de las opsinas aunténticas (Brown, 2004).

Al examinar los genomas flingicos disponibles se observa que hay diferentes
combinaciones en una misma especie de proteinas de uno y otro grupo
(presuntas fotoproteinas y proteinas de estrés). Hay hongos con representantes
de un grupo o de ambos, variando ademas el nimero de proteinas en cada caso.
Brown (2004) propone varias explicaciones a la multiplicidad de proteinas de
estas familias en un mismo organismo. Entre ellas figuran la diversificacion de
funciones, las diferencias en sensibilidad a la luz (Sineshchekov et al., 2002) o las
redundancias funcionales por duplicaciones génicas recientes (Seoighe y Wolfe,
1999).

4.4. Opsinas fungicas relacionadas con la luz

Como ya se ha indicado, las caracteristicas de algunas de las opsinas
fangicas investigadas permiten atribuirles funciones relacionadas con la
captacion de luz a través del croméforo retinal. La opsina investigada mas en
detalle en hongos es NOP-1, de N. crassa. La mutacion dirigida del gen no
mostré cambios fenotipicos externos relevantes, con la excepcion de alteraciones
morfoldgicas en la luz en presencia de oligomicina (Bieszke et al. 1999a).
Subsiguientes trabajos con NOP-1 demostraron que une retinal todo-trans,
formando una proteina fotoquimicamente activa (Bieszke et al., 1999b), con un
fotociclo tipico de una opsina sensora (Bergo et al., 2002). Investigaciones
posteriores han demostrado la funcion de la opsina de otro hongo,
Laeptosphaeria maculans, que de forma analoga a la bacteriorrodopsina, bombea
protones utilizando luz como fuente de energia (Waschuck et al., 2005).

El andlisis del genoma de F. graminearum revela la existencia de al menos tres
genes de opsinas, dos de ellas supuestamente capaces de ligar retinal. La
elevada proximidad filogénetica con F. fujikuroi permite sospechar la existencia
de genes similares en este hongo. Uno de ellos, carO, es objeto de estudio de
esta Tesis (Resultados, Capitulo 2) y un segundo gen, supuestamente homadlogo
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de nop-1, esta siendo actualmente analizado por A. F. Estrada en el mismo
grupo de investigacién. Algunos de los experimentos de esta Tesis estan
dedicados a completar investigaciones previas con el gen carO.

5. Genética de la carotenogénesis en hongos

5.1. Carotenogénesis en hongos mucorales

La sintesis de carotenoides es un caracter frecuente en el reino de los hongos.
Como se ha explicado anteriormente (apartado 2.1), en algunos mucorales la
ruta biosintética tiene como producto final el B-caroteno. En tres hongos de este
grupo taxondémico, perteneciente a los zigomicetos, esta ruta ha sido objeto de
especial atencion: P. blakesleeanus (Ruiz-hidalgo et al., 1997; Arrach et al., 2001),
M. circinelloides (Velayos et al., 2000a; 2000b; Velayos et al., 2003) y B. trispora
(Rodriguez-Saiz et al., 2004; Mehta et al., 2003). En los tres casos los dos genes
responsables de la ruta, carRA (carRP en M. circinelloides) y carB, se encuentran
juntos en el genoma y se expresan de forma divergente posiblemente bajo el
control de secuencias reguladoras comunes. El primero de ellos determina la
proteina bifuncional que sintetiza el fitoeno y cicla el licopeno y el y-caroteno. El
segundo es responsable de la desaturasa, encargada de introducir cuatro dobles
enlaces en el fitoeno hasta producir el licopeno, primer sustrato de la ciclasa.

La presencia de micelio del sexo opuesto estimula fuertemente la acumu-
lacion de -caroteno en al menos dos mucorales, B. trispora y P. Blakesleeanus
(Mehta y Cerda-Olmedo, 1995; Govind y Cerda-Olmedo, 1986). Este fenbmeno
es debido a la sintesis de unas hormonas, los acidos trispdricos, que solo tiene
lugar cuando ambos sexos estan presentes. En este grupo de hongos,
especialmente en P. blakesleeanus, se conocen numerosos compuestos quimicos
gue estimulan la carotenogénesis, tales como la vitamina A (Eslava et al., 1974) o
ciertos compuestos fenélicos (Cerda-Olmedo y Huttermann, 1986). En otros
hongos, como los ascomicetos, no se conocen compuestos quimicos que ejerzan
un efecto estimulador similar.

La iluminacion induce la sintesis de carotenoides en muchos hongos,
fendbmeno que ha sido objeto de detallada investigacion en P. blakesleeanus
(Jayaram et al., 1979; Bejarano et al., 1991). La sintesis es fotoinducible también
en M. circinelloides, pero no en B. trispora, donde ejerce un efecto inhibidor
(Sutter, 1970). El andlisis de la expresion de los genes a nivel molecular ha
mostrado que la fotoinduccion de la carotenogénesis es llevada a cabo a travées
de un aumento transitorio en los niveles de ARNm (Ruiz-Hidalgo et al., 1997;
Velayos et al., 2000a; 2000b; Velayos et al., 2003). Este enfoque experimental ha
mostrado también un efecto inductor de la luz en B. trispora, especialmente si el
hongo se expone a la luz durante cortos periodos de tiempo (Quiles-Rosillo et
al., 2005).

La comparacion de los niveles de caroteno presentes en las estirpes silvestres
y en mutantes bloqueados en la ruta revela la existencia en P. blakesleeanus de un
sensible mecanismo de regulacién por producto final (Cerdad-Olmedo, 1985). La
pérdida de la actividad de cualquiera de las enzimas de la ruta da lugar a
aumentos considerables en la cantidad de caroteno, lo cual delata la existencia
de este tipo de mecanismo, conocido también como regulacion feed-back o
retroinhibicién. Este fend6meno no se manifiesta en los otros mucorales
investigados, indicando diferencias relevantes en sus mecanismos de regulacion
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gue contrastan con la gran similitud de sus rutas biosintéticas y enzimas
implicadas.

La regulacién es particularmente compleja en P. blakesleeanus, como pone en
evidencia la existencia de mutantes superproductores afectados en tres genes
diferentes, carS (Murillo et al., 1976), carD (Salgado et al., 1989) y carF (Mehta et
al., 1997). La existencia de estos mutantes revela funciones génicas asociadas a
mecanismos de represion de la ruta. Al contrario que ocurre con la induccion
por la luz, regulada por los genes mad (Idnurm et al., 2006) y la estimulacién
sexual, los incrementos en caroteno en estos mutantes no se ve acompafada por
aumentos proporcionales en los niveles de ARNm de los genes carRA y carB
(Almeida, 2006). También se obtienen mutantes desregulados en B. trispora
(Mehta et al., 2003), aunque en este caso no alcanzan los niveles de produccion
de los mutantes de P. blakesleeanus.

La existencia de un método de transformacién eficaz en M. circinelloides ha
permitido identificar el primer gen cuya mutacién da lugar a un fenotipo de
superproduccion de carotenoides en hongos (Navarro et al., 2000; 2001). Dicho
gen, denominado crgA, determina una proteina de la familia ring finger. Por
analogia con las funciones de otras proteinas de la misma familia, se ha
propuesto que CrgA controla la ubiquitinacién de otras proteinas, como pueden
ser las enzimas de la carotenogénesis y, en consecuencia, su eliminacién por el
proteosoma. Se sospecha que algunos de los tres genes regulatorios
identificados en P. blakesleeanus determina la proteina homdloga a CrgA.

5.2. Carotenogénesis en hongos ascomicetos y basidiomicetos

Los ejemplos conocidos de carotenogénesis en hongos no zigomicetos se
alejan con frecuencia del modelo de ruta establecido por los estudios en
mucorales. Salvo los ejemplos ya citados en el apartado 2.1 de A. giganteus o C.
nicotianae, productores de B-caroteno, los ejemplos mas representativos
producen xantofilas. Entre ellos destacan el basidiomiceto X. dendrorhous y el
ascomiceto N. crassa, que acumulan astaxantina y neurosporaxantina respectiva-
mente. Todos los genes responsables de la produccidon de astaxantina en X.
dendrorhous, crtl, crtYB (homoélogos a carRA y carB) y ast (responsable de la
conversidon de B-caroteno en astaxantina) han sido clonados y caracterizados
(Verdoes et al., 1999a; 1999b; Ojima et al., 2006), aunque su organizacion a nivel
genomico no ha sido objeto de atencion.

El caso de N. crassa es especialmente paradigmatico, ya que se trata de un
modelo genético extensamente estudiado (Davis, 2000). La intensa pigmen-
tacién anaranjada de los cultivos aéreos de este hongo, ricos en conidios, ha
facilitado el aislamiento de mutantes albinos, carentes de carotenoides. Las
facilidades que ofrece N. crassa para el analisis genético explica que los primeros
genes de la carotenogénesis identificados en hongos fueran de este organismo.
Se trata de los genes al-1 (de la desaturasa, Schmidhauser et al., 1990), al-2 (de la
sintetasa de fitoeno / ciclasa de caroteno, Schmidhauser et al., 1994; Arrach et al.
2002), y al-3 (de la sintetasa de GGPP, Sandmann et al., 1993), ubicados en
diferentes lugares del genoma de este hongo.

La luz ejerce especial influencia en muchos aspectos de la biologia de N.
crassa, incluyendo la carotenogénesis (Harding y Turner, 1981). En la oscuridad,
sus hifas vegetativas carecen de carotenoides, pero su sintesis se estimula en las
células que forman los conidios (Baima et al., 1992). Los genes al-1, al-2 y al-3,
son regulados de forma independiente por factores de transcripcién
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responsables de la deteccién de la luz y del control del desarrollo (Liy
Schmidhauser, 1995; Li et al., 1997). Los conidios son siempre pigmentados,
aunque tanto la cantidad de conidios como la cantidad de pigmento que
contienen son mayores en la luz. La fotoinduccion de la carotenogénesis ha sido
también objeto de atencién en otros ascomicetos, como Fusarium aguaeductuum
(Rau y Rau-Hund, 1977) o Aspergillus giganteus (El-Jack et al., 1988). La luz, sin
embargo, no induce la sintesis de astaxantina en X. dendrorhous (An y Johnson,
1990).

En estos hongos se han demostrado conexiones regulatorias entre la
carotenogénesis y el estrés oxidativo. El oxigeno en estado singlete estimula la
sintesis de carotenoides en la oscuridad en X. dendrorhous (Schroeder y Johnson,
1995). Los mutantes en los genes sod-1 (Yoshida y Hasunuma, 2004) o cat-3
(Michan et al., 2003) de N. crassa, involucrados en la defensa frente al estrés
oxidativo, acumulan més carotenoides en la luz que la estirpe silvestre. En F.
aquaeductuum, un hongo proximo a F. fujikuroi, la carotenogénesis es estimulada
por para-hidroximercuribenzoato en la oscuridad (Rau et al., 1967) y por azul
de metileno o azul de toluidina en presencia de luz roja (Lang-Feulner y Rau,
1975).

5.3. Sintesis de carotenoides en F. fujikuroi

Aunque difiere en algunos detalles, la ruta biosintética de carotenoides de F.
fujikuroi es similar a la de N. crassa, con la acumulacién de neurosporaxantina
como producto mayoritario (Avalos y Cerda-Olmedo, 1986). Como en N. crassa,
su sintesis requiere al menos cuatro reacciones enzimaticas: la condensacion de
dos moléculas de GGPP para producir fitoeno, cinco reacciones de desaturacién,
una ciclacién y una rotura oxidativa para producir el apo-carotenoide final, de
35 4tomos de carbono (Fig. 1.17).

La sintesis de fitoeno es catalizada por el producto del gen carRAy las cinco
desaturaciones por la desaturasa determinada por el gen carB (Linnemannsténs
et al., 2002). Este gen, identificado gracias a su parecido con el gen homadlogo de
N. crassa, se cloné con el objetivo de ser utilizado como marcador en el
desarrollo de un método de mutagénesis dirigida (Ferndndez-Martin et al.,
2000). Estos mismos experimentos permitieron confirmar su funcion, ya que los
mutantes del gen acumulan fitoeno. Aunque no existe evidencia bioguimica
directa, las cinco desaturaciones son probablemente mediadas por la misma
enzima, como parece indicar la inexistencia de mutantes bloqueados en pasos
intermedios de desaturacion. En N. crassa se ha obtenido evidencia bioguimica
de su participacion en las cinco reacciones mediante el andlisis de su actividad
en E. coli (Hausmann y Sandmann, 2000).

Por similitud con proteinas fungicas homélogas investigadas en mas detalle
(Verdoes et al., 1999a; Velayos et al., 2000; Arrach et al., 2001; Arrach et al., 2001),
se asume que el gen carRA es también responsable del paso de ciclacion, que
sumado a las cinco desaturaciones da como resultado el toruleno, un caroteno
de color rojo. Este compuesto es el sustrato de al menos una reaccién quimica
adicional de rotura oxidativa para generar la neurosporaxantina. La enzima (o
enzimas) responsable de esta conversion no ha sido identificada atn en ningln
hongo, aunque si se han descrito mutantes de F. fujikuroi supuestamente
carentes de dicha reaccién, ya que acumulan toruleno como producto
mayoritario (Avalos y Cerd4-Olmedo, 1987).

La ruta incluye una bifurcacidn, ya que la ciclasa es capaz de ciclar el otro



Introduccién

extremo del precursor del toruleno, el y-caroteno, para producir (3-caroteno (Fig.
1.17). Este compuesto es un producto minoritario en comparacién con la
neurosporaxantina, lo que demuestra que el y-caroteno es mas eficazmente
metabolizado por la desaturasa que por la ciclasa, desviando en esa direccién de
la ruta la mayor parte del sustrato. La presencia de opsinas supuestamente
capaces de ligar retinal en Fusarium (Resultados, Capitulo 2) sugiere que el (3-
caroteno es el precursor de este apocarotenoide.

Los genes carRA y carB se encuentran contiguos en el genoma (Fig. C1.17)
(Linnemannsténs et al., 2002), junto con el gen de la opsina carO (Prado et al.,
2004). En esta Tesis se ha identificado un cuarto gen adyacente a los tres ya
mencionados, asociado también al metabolismo de los carotenoides.
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5.4. Regulacién de la carotenogénesis en F. fujikuroi

Como en otros hongos, la biosintesis de neurosporaxantina en F. fujikuroi es
inducida por luz (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987; Avalos y Schrott, 1990). Esta
regulacién tiene lugar a nivel de ARNm, tal como se deduce de la casi
inexistencia de ARNm de carRAy carB en oscuridad y su rapido incremento tras
exponer el hongo a la luz, alcanzando su méaximo aproximadamente después de
una hora (Prado et al., 2004; Thewes et al., 2005). Aunque existe la posibilidad
de que la regulacién se lleve a cabo a nivel de estabilidad de ARNm, la
informacion disponible en N. crassa y la proximidad filogenética con este
organismo sugiere que la regulacién tiene lugar a nivel de su sintesis,
probablemente mediado por proteinas similares a las WC de este hongo (Talora

[-caroteno
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et al., 1999). Este sistema de regulacion esté siendo objeto de atencién detallada
en el mismo grupo de investigacion.

En F. fujikuroi se aislan con facilidad mutantes superproductores de
carotenoides, los cuales acumulan elevadas cantidades de pigmento
independientemente de la presencia de luz (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987). Este
incremento en la produccién se corresponde con un alto nivel de ARNm de los
genes carRA y carB (Prado et al., 2004; Thewes et al., 2005) y con una mayor
actividad enzimética de sus productos (Avalos et al., 1988). Se desconoce el gen
0 genes responsables de este fenotipo, que se ha denominado carsS.

Los mutantes carB nulos, carentes totalmente de actividad desaturasa,
acumulan cinco veces mas carotenoides que la estirpe parental (Fernandez-
Martin et al., 2000). Este dato sugiere la existencia de un mecanismo de
retroinhibicidn por un producto posterior de la ruta. En apoyo a esta hipétesis,
mutantes en los genes carB o carRA obtenidos por reemplazamiento génico en
un mutante carS muestran una sensible incremento en los niveles de ARNm de
sus genes (Linnemannstons et al., 2002).
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OBJETIVOS DE LATESIS

Por su versatilidad metabdlica, facilidad de cultivo y manipulacién en el
laboratorio, los hongos filamentosos han constituido una potente herramienta
en la investigacion de los genes y las enzimas responsables de la sintesis de
carotenoides (Avalos y Cerda-Olmedo, 2004). En los ualtimos 20 afios F. fujikuroi
se ha reafirmado como un modelo en este campo. A ello ha contribuido la
coexistencia en el mismo organismo de otra ruta biosintética de terpenoides de
interés aplicado, como son las giberelinas, y la posesion de una ruta biosintética
de carotenoides peculiar, cuyos ultimos pasos no han sido investigados adn en
ningdn organismo. La informacion disponible sobre los genes de la
carotenogénesis de F. fujikuroi, sus funciones y su regulacién, tanto a nivel
genético como bioquimico, es sin embargo alin muy limitada. El objetivo de esta
Tesis es ahondar en el conocimiento de esta ruta, prestando especial atencion a
la identificacion de nuevos genes involucrados cuya existencia es predecible por
la informacion disponible. Para ello se han planteado dos objetivos generales:

1. Caracterizar el agrupamiento génico de la carotenogénesis de F. fujikuroi.
Se pretende investigar nuevos aspectos de la funcién y regulacion de los genes
ya conocidos, y explorar la existencia de nuevos genes del agrupamiento
mediante el analisis de genes adyacentes y su posible relaciéon con la
carotenogénesis.

2. ldentificar nuevos genes asociados a la carotenogénesis de F. fujikuroi. Se
pretenden identificar el gen carT, cuya existencia fue puesta en evidencia por
mutacion, y un supuesto gen para produccién de retinal, cuya existencia cabe
predecir de la presencia de genes de opsinas potencialmente capaces de
emplear este croméforo. En ambos casos se espera que las enzimas responsables
sean capaces de llevar a cabo reacciones de rotura oxidativa de distintos
sustratos de la ruta.
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RESUMEN

Los resultados descritos en esta Tesis han profundizado en el conocimiento
de los genes y enzimas de la sintesis de carotenoides y han identificado dos
nuevos genes de su metabolismo. En la Fig. C0.1 se muestra el mapa del
agrupamiento génico de la carotenogénesis antes y después de las aportaciones
descritas en este trabajo.

Esta Tesis ha contribuido al esclarecimiento del papel de la desaturasa
determinada por el gen carB, en especial a su papel como enzima responsable
también de la quinta desaturacion (Capitulo 1), y al conocimiento de la
secuencia y regulacién del gen carO (Capitulo 2). La existencia de ambos genes
se conocia anteriormente. El agrupamiento génico se ha extendido a un cuarto
gen, denominado carX (Capitulo 3), el cual se ha demostrado que es respon-
sable de la sintesis de retinal (Capitulo 4), supuesto cromdforo de la proteina
determinada por el gen carO. Finalmente, las herramientas de analisis de
secuencias han permitido identificar un gen de la misma familia de carX, alejado
de los otros genes car, que se ha identificado como carT (Capitulo 5). El analisis
bioquimico de la enzima determinada por este gen ha permitido demostrar que
su funcién es la catélisis del corte oxidativo del toruleno, paso critico en la
sintesis de neurosporaxantina. El producto de la reaccion sugiere la existencia
de una nueva enzima necesaria para generar el extremo carboxilo de esta
xantofila.
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Capitulo 1.

Caracterizacion de un mutante carB
superproductor de y-caroteno y B-caroteno

La primera estrategia experimental abordada
en esta Tesis fue la obtencion de mutantes de la
carotenogénesis en el fondo genético FKMC1995,
que como se indica en la Introduccion (apartado
1.3), presenta ventajas metodologicas sobre la
estirpe silvestre IMI58289.

Por la experiencia previa con esta ultima estirpe,
las alteraciones de color son mas visibles en un
fondo superproductor de carotenoides. Por tanto, el
primer paso fue la obtencion de mutantes
superproductores a partir de la estirpe FKMC1995.
Se eligié como estirpe patron el mutante SF4, cuyas
caracteristicas fenotipicas son muy similares a las
del mutante carS SG22, anteriormente descrito
(Avalos y Cerda-Olmedo, 1987). La mutagénesis de
SF4 permiti¢ identificar distintos mutantes con la
coloracion alterada, entre los cuales llamo
especialmente la atencion una estirpe con una
intensa pigmentacion amarilla, que se denomind
SF21 (Fig. C1.1). De acuerdo con la informacion
disponible sobre la carotenogénesis de F. fujikuroi,
no se espera ningun fenotipo de ese color por
pérdida de funcién de cualquiera de los genes de la
ruta. Por ese motivo, se decidio investigar el
mutante mas en detalle.
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SF21

Fig. C1.1. Aspecto de las
colonias de la estirpe silvestre
FKMC1995 (silv), y los
mutantes SF4 y SF21. Las
estirpes se cultivaron en la luz
a 22°C en medio minimo con
asparragina como fuente de
nitrégeno.

1.1. Fenotipo del mutante SF21

Se analizaron los carotenoides acumulados por el mutante SF21 y su estirpe
parental SF4 mediante HPLC (Fig. C1.2), asi como espectrofotometria y
cromatografia en capa fina (Fig. C1.3 y C1.4). Los analisis mostraron que SF21
acumula mayores cantidades de carotenoides que SF4, siendo en su gran
mayoria neutros en el primero frente a una composicion mayoritaria en
carotenoides polares en el segundo. Las concentraciones totales fueron
sensiblemente mayores en la luz que en la oscuridad en el mutante SF4,
mientras que no hubo diferencias significativas en el caso de SF21. Este fenotipo
fotosensible de SF4 contrasta con el de otros mutantes superproductores de
carotenoides de F. fujikuroi obtenidos a partir de la estirpe IMI58289, cuyas
concentraciones de carotenoides no se ven influidas por la luz (Avalos y Cerda-
Olmedo, 1987).

Los andlisis por HPLC de los carotenoides acumulados por ambos mutantes
mostraron una elevada cantidad de y-caroteno y B-caroteno en SF21 en
comparacion con SF4, donde apenas se detectaron estos compuestos (Fig. C1.2).
En su lugar, SF4 acumul6 cantidades menores de toruleno y altas concentra-
ciones de neurosporaxantina, que no aparece en el cromatograma. El nivel de y-
caroteno de SF21 fue unas 400 veces mayor que el de SF4, y el de -caroteno
aproximadamente 800 veces (Fig. C1.2). La concentracion de fitoeno en SF21 es
unas50 veces mayor que en SF4.

Uno de los picos del cromatograma de SF21 (pico a, Fig. C1.2A) corresponde
a un carotenoide ausente en la estirpe SF4, cuyo espectro no nos permite su
identificacidon. Su absorcién maxima se produce a 446 nm, y la forma de su
espectro sugiere la presencia de al menos un anillo de -ionona en su estructura.

En el cromatograma de SF21 no se detectd toruleno, que es el carotenoide
neutro mayoritario en el mutante SF4. Las condiciones de separacién empleadas
estan optimizadas para la separacion de carotenos no polares; a fin de
determinar la presencia de neurosporaxantina en el mutante SF21 decidimos
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Fig. C1.2. Analisis de los carotenoides acumulados por SF4 y SF21. A. Andlisis mediante HPLC de los carotenos
neutros acumulados por ambas estirpes cultivadas 9 dias en oscuridad en medio DG con asparragina. Se muestra el
cromatograma a 462 y 286 nm. Se muestra el espectro de absorcion de los carotenos coloreados (350-550 nm) y del
fitoeno (250-400 nm), asi como su longitud de onda de absorcién maxima. B. Carotenoides acumulados por la estirpe

silvestre FKMC1995 (silv) y los mutantes SF4 y SF21 en luz (L) y oscuridad (O). Los datos mostrados combinan
resultados de analisis por HPLC y espectrofotometria de muestras neutras y polares.
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aprovechar su polaridad para separarla de los carotenos no polares en
cromatografia en capa fina. En las condiciones empleadas en la separacion
cromatografica mostrada en la Fig. C1.3, se pudo apreciar que la gran mayoria
de los carotenoides acumulados por el mutante SF4 quedan retenidos en el
origen de la capa fina. El espectro de los carotenoides eluidos de esta
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banda, intensamente pigmentada, coincidieron con el de la neurosporaxantina,
con una absorciéon maxima a 473 nm (espectro I, Fig. C1.3). En el mismo carril,
se apreciaron mas arriba una tenue banda correspondiente a toruleno (II) y una
tercera banda atin mas tenue, reconocible como y-caroteno (III). Los resultados
fueron muy diferentes en el caso de SF21, que mostré dos bandas de carotenos
no polares, correspondientes a y-caroteno (III") y B-caroteno (IV’), y una banda
de carotenoides polares retenidos en el origen (I'), en cantidad mucho menor
que la presente en el mutante SF4. El espectro de esta banda difiere del de la
neurosporaxantina, tanto en su forma como en su longitud de onda de maxima
absorcion (Fig. C1.3C). Hemos calculado que los carotenoides presentes en esta
banda no supera el 7% del total de carotenoides acumulados por la estirpe SF21.
Esta estima se ha hecho atribuyendo a esta fraccion el coeficiente de extincion
de la neurosporaxantina, aunque desconocemos la naturaleza quimica de los
carotenoides que la forman. Estos resultados nos permiten afirmar, sin embar-
go, que la sintesis de neurosporaxantina por el mutante SF21 es muy reducida o
inexistente.

Fig. C1.3. A. Separacién por cro-
matografia en capa fina de silica gel
(tolueno:eter de petroleo 5:95) de
los carotenoides acumulados por
SF4 y SF21. Las estirpes se
cultivaron durante 9 dias en DG con
asparragina en luz. Se muestran los
espectros (350-550 nm) de las
fracciones de carotenoides sepa-
radas, indicadas con numeros
romanos. B. Comparacién del
espectro (350-550 nm) de los carote-
noides totales de SF4 y SF21. C.
Comparacion del espectro de
absorciéon (350-550 nm) de los
carotenoides polares de SF4 y SF21
(bandas Iy |).

Fig. C1.4. A. Separacion por cromato-
grafia en capa fina de silica gel
(hexano:acetato de etilo:isopropanol
76:12:12) de los carotenoides
polares acumulados por SF4 y SF21.
Los carotenoides provienen de las
estirpes cultivadas durante 9 dias en
DG con asparragina en luz. El espectro
de absorcion de cada banda (350-550
nm) se indica con nimeros romanos.
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A fin de obtener mas informacién sobre los carotenoides polares presentes
en SF21, las muestras se analizaron en otra capa fina en condiciones que
permiten su separacion (Fig. C1.4). El resultado muestra que la fraccion de
carotenoides polares de esta estirpe tiene componentes distintos a la de SF4,
diferenciandose no solo en el nimero de bandas sino también en su posicion y
su color. Los carotenoides polares presentes en SF4 se separaron en 2 bandas
principales y tres bandas secundarias, con espectros y longitudes de onda de
maxima absorcidon semejantes a los de la neurosporaxantina. La presencia de
estas presuntas variantes del producto final puede deberse a modificaciones
quimicas de su grupo carboxilo, tales como reacciones de esterificacion (Sakaki
et al.,, 2002). En el caso de SF21, las bandas centrales se resolvieron peor en la
separacion cromatogréfica, posiblemente porque la muestra se concentr6 para
equiparar la cantidad de carotenoides polares con la del mutante SF4. A pesar
de ello se distinguen al menos 7 bandas, lo que implica la presencia de otros
tantos carotenoides polares en este mutante. Tres de las bandas (II', III" y IV’,
Fig. C1.4) muestran un espectro y una longitud de onda de maxima absorcion
semejante a los mostrados por las bandas de SF4. La elucién y cuantificaciéon de
estas bandas con el coeficiente de extincién de la neurosporaxantina indicé que
aproximadamente el 1% del total de carotenoides acumulados por SF21
corresponde a esta xantofila o a derivados de ella.

El extracto de carotenoides polares de SF21 mostré otras bandas de interés.
Entre ellas destaca la banda VII', que muestra un espectro semejante al del y-
caroteno. El resto de las bandas presenta un espectro menos definido, en todos
los casos con una longitud de onda de maxima absorcion inferior al de la
neurosporaxantina.

La acumulacién de y-caroteno y B-caroteno y la casi inexistencia de
neurosporaxantina en SF21 sugieren que este mutante esta afectado en el paso
de desaturacién que convierte el y-caroteno en toruleno. Esta desaturacion,
como las cuatro anteriores de la ruta, se atribuyen a la desaturasa de fitoeno
determinada por el gen carB. De ser cierta esta hipdtesis, la mutacion habria
afectado la capacidad de la desaturasa para reconocer el y-caroteno pero no a
los sustratos precedentes.

1.2. El alelo carB de SF21 esta mutado

Para investigar la posible relacion del fenotipo amarillo con el gen carB, se
determind la secuencia del alelo correspondiente en SF21. La comparacion con
la secuencia silvestre reveld una sola diferencia, consistente en una transicion
C608->T, que da lugar a un cambio Pro173->Ser. Este alelo se denomind carB36.

Con el objetivo de analizar la relacion de la mutacién carB36, asi como la de
otras mutaciones conocidas en el gen homdlogo de P. blakesleeanus (Sanz et al.,
2002), con la estructura de la proteina se realizaron predicciones de la estruc-
tura secundaria de la desaturasa de F. fujikuroi y de otros hongos con el
programa 3D-PSSM (Kelley et al., 2000) (Fig. C1.5). La mutacién carB36 esta
localizada lejos de la region afectada en el gen carB en los mutantes albinos de P.
blakeesleaanus), que corresponde al dominio de unién de caroteno (Armstrong et
al., 1989). A su vez la mutacién esta proxima al dominio de uniéon de dinucled-
tido, la segunda region caracteristica de estas enzimas (Armstrong et al., 1990;
Bartley et al., 1990). En el apartado 1.9 se analizan en mas detalle las estructuras
predichas para estas y otras proteinas afines.

Los alelos carB de las estirpes IMI58289 y FKMC1995 solo se diferencian en
XX
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una base (C196 frente a T196, respectivamente), pero este cambio no altera la
secuencia polipeptidica. La desaturasa de F. fujikuroi muestra un 80% de iden-
tidad con la de F. graminearum (codigo de acceso XP_383241.1). Cuando la com-
paracion se lleva a cabo con las desaturasas de otros hongos, como el ascomice-
to N. crassa, el badisiomiceto X. dendrorhous o el zigomiceto P. blakesleeanus (Fig.
C1.5), los porcentajes de identidad bajan a 58%, 47% y 48%, respectivamente.
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Fig. C1.5. Alineamiento y prediccion de estructura secundaria de la desaturasa de carotenoides de varios hongos y localizacién de
mutaciones estudiadas. A. Alineamiento de las estructuras de las desaturasas CarB de F. fujikuroi (Ff, codigo de acceso CAD19989.2),
Al-1 de N. crassa (Nc, XP964713.1), Crtl de X. dendrorhous (Xd, AAO53257.1), CarB de M. circinelloides (Mc,CAB40843.1) y CarB de P.
blakesleeanus (Pb, CAA55197.1) deducidas con el programa 3D-PSSM. Los rectangulos grandes representan hélices a, y los rectangulos
pequenos representan laminas B. Los rectangulos negros indican el dominio de unién de dinucleotido, y la zona sombreada indica el
dominio previamente descrito como de union de caroteno. Las mutaciones son las siguientes: SF21 Pro173->Ser; SF73 Trp449->Stop;
SF98 Gly504->Asp (descritas en esta Tesis) y A486 Glu426->Lys; C5 Ser444->Phe, Leu446->Phe; S442 Glu482->Lys, descritas por Sanz et
al., (2002). B. Posiciones donde se encuentran aminoacidos idénticos en las cinco secuencias (indicadas por barras verticales).

1.3. Reemplazamiento de un alelo carB silvestre por el alelo
carB36

Los resultados mostrados sugieren que el fenotipo amarillo del mutante
SF21 es debido a la mutacion Pro173->Ser, descrita en el apartado anterior. Sin
embargo, puesto que SF21 se obtuvo por mutagénesis, existe la posibilidad de
que la mutacién observada en carB sea accidental y que el fenotipo se deba
realmente a una mutacién en un segundo gen. Para descartar esta posibilidad, y
para averiguar el fenotipo que tendria la mutaciéon en un fondo genético
silvestre, se decidi6 hacer un experimento de reemplazamiento alélico mediante
el método en dos pasos descrito por Fernandez-Martin et al., (2000), esquema-
tizado en la Fig. C1.6. Para ello se construyo el plasmido pB21H, que contiene el
alelo carB del mutante SF21 y un gen de resistencia a higromicina, y se empled
para transformar protoplastos de la estirpe SF1 (estirpe silvestre con una
mutacion espontanea en el gen de la reductasa de nitrato, niaD). Se obtuvieron
10 transformantes, de los cuales 5 integraron una tinica copia del plasmido por
recombinacién homologa (Fig. C1.6C).

1.4. Busqueda de mutantes carB36 en el fondo genético silvestre

Se escogid uno de los transformantes (T5) para buscar estirpes derivadas de
éste que posean el gen carB con la mutacion y carezcan de la copia silvestre (Fig.
C1.6B). Ademas del proceso representado en la Figura, resultados anteriores
indican que se pueden producir mutantes con el alelo carB36 por conversion
génica del alelo silvestre (Fernandez-Martin et al., 2000). En ese caso, el
plasmido puede ser conservado por el mutante, que seguiria siendo por tanto
resistente a higromicina y poseeria dos copias mutadas del gen carB.
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Fig. C1.6. Reemplazamiento alélico en dos pasos del gen carB. A. Integracion del plasmido pB21H por recombinacion homologa en la
estirpe SF1. B. Salto del plasmido por un segundo evento de recombinacion homdloga entre las secuencias duplicadas. Se muestra el
resultado de la recombinacion por el lado contrario respecto a la mutacion, de forma que el plasmido pB21H liberado contiene la copia
silvestre del gen carB. La estirpe resultante contiene el alelo carB36 y carece del gen de resistencia a higromicina. C. Southern blot de
diez transformantes. Las muestras de ADN se digirieron con la enzima BamHI, cuyas dianas relevantes se indican con la letra B en los
esquemas superiores. Se empled como sonda el segmento del gen carB indicado en el panel A. La recombinacion homéloga simple debe
dar dos bandas (3,25 y 4,15 kb). Se indican con estrellas los transformantes con el patron esperado.
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En un primer intento, se buscaron colonias amarillas entre miles de colonias obteni-
das en agar a partir de conidios del transformante original. El escrutinio no
permitié identificar ningin mutante con este fenotipo. Ante este resultado, se
considerd la posibilidad de que la palidez de la pigmentacion en la luz de la estirpe
usada dificultara la deteccién del cambio de color. Por ello, en un segundo intento
se buscaron estirpes sensibles a higromicina entre las colonias formadas. Se
aprovecho que la mutacion carB36 produce la pérdida de una diana de restriccion
de la enzima Fokl (Fig. C1.7) para escrutar a nivel molecular la presencia de la
mutacidn en las estirpes sensibles a higromicina obtenidas. Se obtuvieron conidios
del transformante incubado en diferentes condiciones de cultivo (medio s6lido con
distintas fuentes de nitrégeno, en luz o en oscuridad) y se sembraron en medio
selectivo. El porcentaje de colonias sensibles a higromicina fue muy variable en
funcién del lote de conidios, oscilando entre 0% y 40%. Se aisl6 ADN de 94 colonias
sensibles, se obtuvo de ellas el fragmento relevante del gen carB por PCR y se
digiri6 con Fokl. Ninguna de las estirpes presento el alelo mutante (Fig. C1.8). Este

A 5...CATCC(N), V... 37
..CCTAC(N)HA... 5°

B 5 ...carcc...3
5

37...GTAGG...5" silv

Fig. C1.7. A. Diana de restriccion de la
enzima Fokl. B. Diana presente en el alelo
C 5 ...carcr...3’ SF21 carB silvestre (silv). C. Pérdida de la diana

37...GTAGG. .. Fokl en el alelo carB36.
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resultado sugiere que en todas las estirpes sensibles a higromicina analizadas el
plasmido salté por recombinaciéon por la misma regién por donde se produjo la
integracion original. Este resultado sugiere la existencia de un punto caliente de
recombinacion en esa region del ADN.
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Fig. C1.8. ldentificacion mediante andlisis de restriccién con Fokl del alelo carB presente en
estirpes sensibles a higromicina derivadas de T5. A. Esquema de las bandas resultantes del producto
de PCR digerido con Fokl. La banda de 968 pb indica la presencia del alelo carB36. La banda de 628
pb indica la presencia del alelo carB silvestre. La existencia de ambas bandas delata la coexistencia
de ambos alelos. B. Electroforesis en agarosa del producto de PCR digerido con Fokl de 10
revertientes (R1-R10) y de las estirpes control: FKMC1995 (silv), SF4, SF21 y el transformante T5.

1.5. Generacion de mutantes carB36 en un fondo superproductor de
carotenoides

Debido a que el mutante SF21 se obtuvo en un fondo superproductor de
carotenoides, decidimos cambiar la estrategia para identificar la mutacién por
reemplazamiento génico. Asumimos que si el mutante carB36 se generara con una
frecuencia extremadamente baja, se podria identificar entre un ntimero muy
elevado de colonias en un fondo de alta concentracién de carotenoides. Por ello,
obtuvimos un mutante superproductor de carotenoides a partir del transformante
T5 por tratamiento con N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina. La estirpe obtenida se
designé SF191.

El proceso realizado con el transformante T5 se repitié con la estirpe SF191. Se
obtuvo un elevado niimero de conidios a partir de esta estirpe incubada en dife-
rentes condiciones de cultivo y se sembraron en medio minimo en la oscuridad.
Como resultado se identificaron dos colonias de color amarillo entre aproximada-
mente 8.500 colonias de color naranja escrutadas. Estas dos estirpes, que deno-
minamos SF214 y SF215, fueron sensibles a higromicina y el andlisis con la enzima
de restriccion Fokl mostré que solo poseen el alelo mutante carB36 (Fig. C1.9).
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Fig. C1.9. Ausencia del alelo carB silvestre en las estirpes SF214 y SF215. A. Esquema de las bandas
resultantes del producto de PCR digerido con Fokl. B. Electroforesis del producto de PCR de SF214 y
SF215, y de las estirpes control FKMC1995 (silv), SF4, y el transformante T5 digeridos con Fokl. C. Caja
de Petri con colonias derivadas de conidios de SF191 donde apareci6 el mutante SF214 (flecha).
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1.6. Fenotipo de los mutantes carB36 obtenidos por
reemplazamiento alélico

El andlisis de carotenoides de los mutantes SF214 y SF215 mostro que
producen cuantitativa y cualitativamente los mismos carotenoides que SF21 (Fig.
C1.10), con un predominio de -caroteno y y-caroteno, responsables de su color
amarillo. Estos resultados demuestran que la mutacidon Ser173->Pro presente en
el alelo carB36 es la causante del fenotipo de la estirpe SF21.

Las tres estirpes presentan cantidades similares de carotenoides en la luz y
en la oscuridad, mayores que las mostradas por las estirpes superproductoras
de carotenoides como SF4, a partir de la cual se obtuvo SF21.
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Fig. C1.10. Produccion de carotenoides de la estirpe SF21 y de los mutantes SF214 y SF215. A.
Separacion por cromatografia en capa fina de silicagel (tolueno:éter de petrdleo 5:95) de los
carotenoides producidos por las estirpes SF21, SF214 y SF215. Las estirpes se cultivaron durante 9
dias en DG con asparragina en la luz. Se muestra encima el espectro de absorcion del extracto
total de carotenoides (350-550 nm) de cada estirpe. Los niUmeros romanos identifican los
diferentes carotenoides en los que se fraccionan los extractos (I, carotenoides polares; Ill, y-
caroteno y IV, B-caroteno; ver Fig. C1.3). B. Carotenoides acumulados en oscuridad (O) y luz (L)
por las estirpes SF21, SF214 y SF215. Se representa la media y la desviacion tipica de al menos
dos medidas.

1.7. Mutantes derivados de SF21

Las especiales caracteristicas del mutante SF21 pueden facilitar la identifica-
ciéon de nuevas mutaciones cuyo fenotipo no seria facilmente reconocible en el
fondo pigmentado de la estirpe superproductora parental. Tal puede ser el caso,
por ejemplo, de las mutaciones en la actividad ciclasa del gen carRA, o de
nuevas mutaciones en el gen carB que afecten de forma diferente a la enzima.
Por ese motivo, se realizaron experimentos de mutagénesis sobre SF21. Entre las
colonias obtenidas a partir de las esporas mutagenizadas (21,5% de
supervivencia), se encontré una proporcion inusualmente elevada de mutantes
albinos (aproximadamente 0,75% de las colonias supervivientes). De estas
colonias se seleccionaron dos con una leve pigmentacion verdosa. Bajo ilumina-
cién con “luz negra” (radiacion UV de longitud de onda préxima al visible) no
se detectd fluorescencia, indicando la ausencia de fitoflueno. Por tanto, por el
color se dedujo que estos mutantes podrian contener cantidades apreciables de
(-caroteno. El analisis por HPLC de los carotenoides acumulados por sus
micelios confirm¢ esta prediccion (Fig. C1.11). Los cromatogramas mostraron la
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presencia de altas concentraciones de fitoeno, con diferencia el caroteno
predominante, y pequefias cantidades de carotenoides parcialmente
desaturados, sugiriendo nuevas mutaciones en el gen carB (Fig. C1.5). Se
secuenciaron los alelos carB de estos mutantes y se analiz6é su produccion de
carotenoides.

El analisis de las secuencias mostré la presencia en SF73 de una transicion
G1493->A, que da lugar a la conversion del codon Trp449 en un codén stop (Fig.
C1.5). La proteina predicha carece por tanto del dominio de unién de
carotenoides (Armstrong et al., 1989). Este dato contrasta con la acumulacién de
pequenas cantidades de {-caroteno en el mutante, indicando la conservacion de
una cierta capacidad para realizar las primeras dos desaturaciones de la ruta
(Fig. C1.11). La escasez de y-caroteno indica la pérdida casi completa de
actividad para el segundo par de desaturaciones.

El alelo carB de SF98 también contiene un cambio en la secuencia de bases
cuando se compara con el alelo carB36. La mutacidn, en este caso una
transversion G1657->T, reemplaza a la glicina 504, presente en el dominio de
unioén de carotenoides, por un residuo de acido aspartico (Fig. C1.5). El analisis
de carotenoides de este mutante muestra la acumulacién de pequefias
cantidades de {-caroteno y y-caroteno, es decir, los productos de las dos
primeras parejas de desaturaciones. A diferencia del mutante SF73, las
concentraciones de estos intermediarios en SF98 es significativamente mayor en
la luz. Este efecto de la iluminacion, patente en la estirpe silvestre y detectable
aun en el mutante SF4, sorprende en este caso, ya que su estirpe parental (SF21)
acumula cantidades similares de carotenoides en luz y en oscuridad.
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Fig. C1.11. Produccion de carotenoides de las estirpes descritas en este capitulo. Los semicirculos indican la cantidad de
carotenoide en pg/g de peso seco; su superficie representa las concentraciones de carotenoides de acuerdo con la escala mostrada
sobre la ruta, la cual permite identificar los distintos carotenoides en el esquema. La mitad izquierda indica las cantidades en la
oscuridad, y la mitad derecha en la luz. La semicircunferencia que rodea a cada semicirculo indica la desviacion tipica de la media.
El asterisco indica carotenoides no determinados (ver apartado 1.1).

1.8. Expresion de los genes car en los mutantes del gen carB

Las diferencias en las cantidades de carotenoides acumuladas en los
mutantes carB en relacion a las estirpes parentales nos indujo a investigar los
niveles de ARNm del gen carB en estas estirpes (Fig. C1.12). Como cabia esperar,
no detectamos ARNm de carB en oscuridad en la estirpe silvestre o en el
mutante SF1 (niaD"), acumulandose altos niveles tras una hora de xxxxxxxx 41
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exposicion a la luz. La cantidad de ARNm de este gen en el mutante superpro-
ductor de carotenoides SF4 en la oscuridad fue similar a la detectada en la
estirpe silvestre y SF1 expuestas a la luz. Se observé asi mismo un sensible
aumento de ARNm en SF4 en el cultivo iluminado.

Los niveles de ARNm de carB en las estirpes derivadas de SF4 fueron
comparables a los mostrados por ésta, observandose en todas ellas un
incremento moderado cuando se cultivan una hora en la luz. Este comporta-
miento en los mutantes superproductores provenientes de la estirpe silvestre
FKMC1995 es comparable al observado en mutantes similares provenientes de
la estirpe silvestre IMI58289 (Capitulo 5, Fig. C5.11). En conclusidn, la expresion
de carB en el mutante SF21 y en los mutantes derivados de éste son muy
parecidos a los de SF4, lo que indica que la mayor produccién de carotenoides
en estas estirpes no es resultado de un aumento en la expresion de los genes
responsables de la carotenogénesis .

FKMC1995 SF1 SF4 SF21 SF73 SF98
OLOLOLOLOL OL

Fig. C1.12. Expresion del gen carB en la estirpe silvestre FKMC1995
y en los mutantes indicados. Northern blot de muestras de ARN total
de las estirpes cultivadas en la oscuridad (O) durante tres dias, y
expuestas 1 hora a 25 W/m? de luz blanca (L). Se muestran las sefiales
de ARNr como control de carga. Las barras mostradas bajo las
hibridaciones muestran el cociente entre la intensidad de cada sefal
de ARNm y la de ARNr (oscuridad: barras grises; luz: barras blancas).
Los valores, estimados por analisis de densitometria de las
hibridaciones, muestran la media de dos experimentos
independientes referidos al valor mas alto, tomado como 1; los
puntos muestran los valores reales de cada experimento. La barra
sombreada indica el valor mas alto, tomado como 1.
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1.9. Predicciones estructurales de CarB y ubicacion de la
mutacion carB36

El anadlisis estructural delas desaturasas de carotenoides descrito en el
apartado 1.2 se extendid a otras desaturasas, a la isomerasa de carotenoides de
plantas y cianobacterias (CRTISO, Isaacson et al., 2002; Park et al., 2002;
Breitenbach, 2001, Masamoto, 2001) y a la todo-trans-retinol:todo-trans-13,14-
dihidroretinol saturasa (RetSat, Moise et al., 2004) (Fig. C1.13). A pesar de la
baja similitud de secuencia entre las proteinas estudiadas (por ej. 12% de
identidad entre CarB de F. fujikuroi y ZCD de A. thaliana), el programa predijo
una estructura secundaria similar en todas ellas (Fig. C1.13).

Se han propuesto dos dominios para las desaturasas de carotenoides, el de
unién del sustrato (Armstrong et al., 1989) y el de unién de dinucleotido
(Armstrong et al., 1990; Bartley et al., 1990), el cual formaparte de uno mayor, el
dominio de Rossman (Rossmann et al., 1974). Estos dos dominios se estable-
cieron a partir de las similitudes de secuencia de las desaturasas de carote-
noides con la deshidrogenasa de lipoamida y la reductasa de glutation por un
lado (Bartley et al., 1990), y con la oxidasa de monoamina y la oxidasa de
protoporfirinégeno por otro (Dailey and Dailey, 1998). El programa 3D-PSSM
confirm¢ la conservacion de ambos dominios en estas proteinas y un mayor
parecido estructural de las desaturasas de carotenoides con la MAO (codigo de
acceso de estructura mmdb Id: 18020; valor E dado por el programa 3D-PSSM
al comparar con CarB: 4,8e-5), a la oxidasa de L-aminoacidos (mmdb Id: 14081;
E: 2,9e-3) y a la oxidasa de poliaminas (mmdb Id: PAO, 15294; E: 3,2e-3).
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Fig. C1.13. Predicciones de estructura secundaria de enzimas de la familia de las desaturasas de carotenos. Las predicciones se
realizaron con el programa 3D PSSM (Kelley et al., 2000). Se comparan la desaturasa de fitoeno (PHD), deshidrogenasa de diapofitoeno
(DPDH), 6 deshidrogenasa de (-caroteno (ZCD) de Sulfolobus solfataricus (Ss), Halobacterium salinarum (Hs), Methanobacterium
thermoautotrophicum (Mt), Fusarium fujikuroi (Ff), Arabidopsis thaliana (At), Rhodobacter sphaeroides (Rs), Anabaena sp. (As) y
Heliobacillus mobilis AAC84034.1 (Hm). Los rectangulos grandes indican hélices a, y los rectangulos pequefos indican laminas B. Los
rectangulos coloreados forman parte del dominio de Rossmann. La flecha indica la posicion de la mutacion carB36.

Todas estas proteinas utilizan FAD como cofactor, unido supuestamente por
medio del dominio de Rossman. El andlisis estructural realizado (Fig. C1.13)
indica que dicho dominio esta conservado en todas ellas. Lo forman tres
regiones: la primera constituye el dominio de unién de dinucleotido, formado
por dos laminas B y una hélice a (81, al y B2, Fig. C1.14A y C1.15); la segunda
abarca cinco laminas (3 adyacentes (B3, Ba, b, Bc y B4, Fig. C1.14B y C1.15) y
una sexta ldmina [3 separada de éstas, no incluida en la Figura; la tercera
comprende una ldmina [ y una hélice a préximas al extremo carboxilo (B5y 02,
Fig. C1.14C y C1.15). Se han identificado varios aminoacidos conser-vados en
este ultimo segmento para las proteinas que unen dinucleétidos como cofactor
(Eggink et al., 1990), y se ha propuesto que una secuencia similar esta presente
en las desaturasas de carotenoides estructurada como una ldmina 3 y una
hélice a (Vallon et al., 2000). Esta secuencia conservada (TxxxxhghhGD; donde
“h” indica aminodcido hidrofébico, “¢ aromatico y “x” cualquier aminodcido)
se encuentra dentro del dominio anteriormente propuesto de uniéon de
caroteno. La mutacion carB36 se ubica fuera del dominio de Rossmann.

Fig. C1.15. Dominio de Rossmann en las A
desaturasas de carotenoides segln se
deduce de las predicciones de
estructura secundaria y de las simili-

tudes de secuencia. A. Representacion
integrada de las tres partes del dominio

de Rossmann. B. Posicion relativa de las

tres partes del dominio de Rossmann a

lo largo de las desaturasas de
carotenoides.

B

B3 Papbfcp4

100 aminoacids

Fig. C1.14. Estructura predicha
para las tres regiones que
conforman el dominio de
Rossmann en las proteinas
descritas en el texto. A. dominio
lamina B-hélice a-lamina B que
contiene el dominio de union de
dinucleotido. B. laminas B
contiguas que envuelven al
dominio de unién de dinucleotido.
C. Lamina B y hélice alfa que
incluye el dominio de union de
caroteno.
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1.10. Discusion

Este capitulo describe un mutante de F. fujikuroi, SF21, que presenta una
fuerte pigmentacion amarilla debido a la acumulacién de y-caroteno y (-
caroteno como productos mayoritarios de la carotenogénesis. Hemos
comprobado que esta estirpe posee una mutacion en el gen carB (alelo carB36) y
hemos demostrado mediante la técnica de reemplazamiento alélico que esta
mutacion es la responsable del fenotipo. Las caracteristicas del mutante indican
que su desaturasa realiza las primeras cuatro desaturaciones de la ruta, pero ha
perdido casi completamente la capacidad de catalizar la quinta. Se trata por
tanto de una alteracién muy sutil en la proteina, que explica la infrecuencia de
este tipo de mutante. Anteriormente se habian descrito dos mutantes de F.
fujikuroi, llamados SG45 y SG70, con incrementos en las cantidades relativas de
B-caroteno y Yy-caroteno, pero en ambos casos se detectaron también cantidades
apreciables de toruleno y uno de ellos sintetiza tanta neurosporaxantina como
la estirpe parental (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987). Se trata, por tanto, del pri-
mer mutante con un fenotipo nulo especifico para la quinta desaturacion en este
organismo y en cualquier otro que posea una ruta similar. Asi lo indican la
ausencia de toruleno en su micelio y la cantidad extremadamente baja de
neurosporaxantina detectable en los andlisis.

El fenotipo de SF21 recuerda en su coloracion al mutante ylo de N. crassa,
aunque en este caso el patron de acumulacién de carotenoides no permite sacar
conclusiones claras sobre el tipo de alteracion sufrida (Goldie y Subden, 1973).
Esto puede ser debido a que la estirpe silvestre de este hongo acumula mayores
cantidades de carotenoides intermediarios que F. fujikuroi en las condiciones
habituales de cultivo. Llama la atenciéon que el fenotipo ylo de N. crassa no se
debe a una alteracién en la desaturasa (Al-1), sino en una supuesta deshidro-
genasa de aldehido, cuyo gen no ha sido atin objeto de investigacion. Este hecho
sugiere una interpretacion alternativa al fenotipo del mutante SF21: la mutaciéon
puede haber afectado al sitio de interaccion de la desaturasa con otra proteina.
Ese podria ser el caso, por ejemplo de una proteina dedicada a regenerar el
poder reductor de su cofactor (ver Introduccion, apartado 3.1.3). En contra de
esta hipdtesis, parece dificil que tal tipo de interaccion solo sea necesaria para
llevar a cabo una de las cinco desaturaciones.

Ademas de la diferencia en su composicion, la concentraciéon de carotenoides
en el mutante SF21 cuadruplica al menos la mostrada por la estirpe super-
productora de carotenoides de la que procede (SF4). Esta diferencia es
especialmente acusada en la oscuridad, ya que la estirpe parental muestra un
aumento en la concentracion de carotenoides en la luz, resultado que tiene su
reflejo en un sensible incremento en las cantidades de ARNm del gen carB tras
una hora de iluminacién. Los niveles de ARNm son muy similares en el
mutante SF21, por lo que no parece que las diferencias en las concentraciones de
carotenos acumulados sean debidas a diferencias de expresién o de estabilidad
de dichos ARNm. Las diferencias observadas pueden tener su causa en que el y-
caroteno y [B-caroteno sean mas estables que la neurosporaxantina, pero esta
hipdtesis exigiria ademas una alta sensibilidad de la neurosporaxantina a la luz.
En contra de esta prediccidn, los mutantes superproductores de neurospora-
xantina derivados de IMI58289 contienen cantidades parecidas de esta xantofila
en luz y en oscuridad (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987). Alternativamente, el
alelo carB36 puede conferir una mayor capacidad biosintética de carotenoides a
la estirpe que lo alberga. Dicho aumento en la eficiencia afectaria también como
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minimo a la sintasa de fitoeno, como indica la mayor acumulacién de fitoeno en
SF21 en comparacion con la estirpe parental SF4 (Fig. C1.11). Cabe especular
que la desaturasa controle de alguna forma la actividad de la sintasa de fitoeno,
y que tal mecanismo de control se haya perdido en la desaturasa determinada
por el alelo carB36. Otra posible explicacion la proporciona un trabajo en M.
circinelloides, donde se ha descrito el gen crgA, que determina una proteina
represora de la carotenogénesis. Se ha propuesto que CrgA lleva a cabo esta
fun-cién colaborando con el mecanismo de ubiquitinaciéon, promoviendo la
degra-dacion de las proteinas de la carotenogénesis (Lorca-Pascual et al., 2004).
Si un mecanismo semejante actuara en Fusarium, la mutacion carB36 podria
haber abolido la actuacién de este mecanismo sobre la maquinaria caroteno-
génica, traduciéndose en un incremento en la produccién de carotenoides en
SF21.

Las predicciones de la estructura de las proteinas de la familia a la que
pertenecen las desaturasas han mostrado que, aunque la similitud entre ellas a
nivel de secuencia es relativamente baja, conservan en rasgos generales las
mismas caracteristicas estructurales, incluyendo la persistencia del dominio de
Rossmann, presuntamente responsable de la unién del cofactor aceptor de
protones (Fig. C1.13). Esta conservacion en la estructura facilita las compara-
ciones de resultados obtenidos con desaturasas de diferentes origenes. Un
ejemplo particularmente relevante lo encontramos en una mutaciéon descrita en
la desaturasa de Rhodobacter sphaeroides (Wang et al., 2001) que presenta un
curioso paralelismo con la alteracion encontrada en la desaturasa de fitoeno del
mutante SF21. La mutacidon de R. sphaeroides afecta también a un solo
aminodcido situado en la misma regién de la proteina. Sin embargo, en este
caso la consecuencia es opuesta a la observada en el mutante de F. fujikuroi,
pues la version alterada de esta enzima bacteriana introduce una desaturacién
adicional en su sustrato (Wang et al., 2001). Tanto la mutaciéon carB36 de F.
fujikuroi, como la de la desaturasa de R. sphaeroides, localizadas fuera del
dominio de Rossmann, se encuentran en una zona compuesta por hélices a (Fig.
C1.16), que presenta una alta variabilidad de secuencia incluso entre las
desaturasas fungicas (Fig. C1.5). A pesar de su bajo grado de conservacion, dos
de las hélices son siempre anfipaticas y ricas en aminoacidos basicos. Estas
caracteristicas son tipicas del dominio de unién a membrana de ciertas
proteinas monotopicas, que utilizan hélices o anfipaticas para embeberse
parcialmente en la membrana lipidica y son particularmente ricas en amino-
acidos basicos para interaccionar con las cabezas oxigenadas de los fosfolipidos
(Picot et al., 1994; Wendt et al., 1997). Este dominio estructural forma un poro a
través del cual el sustrato, hidrofébico y supuestamente ubicado en la membra-
na, entra en la enzima para ser metabolizado.

Fig. C1.16. Prediccion del dominio de union a membrana de la desaturasa de F. fujikuroi (Ff) y R. sphaeroides (Rs). Los rectangulos
grandes representan hélices a, y los rectangulos pequeiios representan laminas B. En negro se destaca la region de hélices a donde se
encuentran las mutaciones descritas en el texto; las barras verticales indican posiciones donde se localizan aminoacidos basicos (lisina o
arginina). Dentro de ese segmento, se indica el caracter hidrofilico (Hl), hidrofébico (Hf) o anfipatico (A) de cada hélice a. En gris se

indican las tres regiones de la proteina que forman el dominio de Rossmann (Fig. C1.13).
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Las desaturasas de carotenoides son proteinas perimembranales (Sandmann,
1997), y los carotenoides son moléculas hidrofébicas que encuentran acomodo
en la bicapa lipidica. Se ha demostrado recientemente que otras enzimas que
reconocen carotenoides como sustrato, las oxigenasas de carotenoides, los
discriminan en el sitio de entrada a la enzima (Kloer et al., 2005; Schezinger et
al., 2006). Como ocurre con las oxigenasas de carotenoides, las desaturasas son
capaces de metabolizar in vitro muchos sustratos inexistentes en su entorno na-
tural (Raisig y Sandmann, 2001; Tobias y Arnold, 2006). Este hecho sugiere un
mecanismo de discriminacioén particularmente relajado, que tiene lugar a nivel
de entrada de la molécula en el hueco hidréfobo de la enzima. El aminoacido
sustituido en la proteina del alelo carB36 esta localizado en el giro previo a las
dos hélices a anfipaticas (Fig. C1.15), y la de R. sphaeroides se encuentra en el
giro precedente, previo a la hélice a hidrofdbica (Fig. C1.15). Parece probable
que la sustitucién de una leucina original por una histidina en la desaturasa de
R. sphaeroides haya relajado el reconocimiento del sustrato de forma que permita
la entrada de neurosporeno en la proteina. En el caso de CarB de F. fujikuroi el
cambio de la serina original por una prolina, un aminoacido particularmente
influyente en las estructuras proteicas, podria traer consigo un reordenamiento
estructural de las hélices a adyacentes de forma que el y-caroteno no pueda
entrar en el sitio activo de la enzima. Curiosamente esta prolina esta conservada
en dos desaturasas capaces de llevar a cabo cinco desaturaciones, Al-1 de N.
crassa (Haussmann y Sandmann, 2000) y Crtl de X. dendrorhous (An et al., 1999;
Verdoes et al., 1999). En contraste, las desaturasas que llevan a cabo cuatro
desaturaciones presentan un aminoacido alifatico en esa posicion. Ese es el caso
de CarB de P. blakesleeanus (Ruiz-Hidalgo et al., 1997) y M. circinelloides (Velayos
et al., 2000), que acumulan B-caroteno como producto final. Una excepcién es la
desaturasa de C. nicotianae, que conserva la prolina pero que produce también
B-caroteno (Ehrenshaft y Daub, 1994).

A partir de la estirpe SF21 se obtuvieron dos nuevos mutantes con altera-
ciones sutiles en la desaturasa que afectan a la preferencia de sustrato. Ambos
mutantes estan afectados en el altimo segmento del dominio de Rossmann, que
solapa con el dominio de unién de carotenoide, region donde se encuentran
también varias mutaciones carB descritas en P. blakesleeanus (Sanz et al., 2002).
Uno de nuestros mutantes, SF73, se espera que produzca una version truncada
de la desaturasa que carezca de toda esa region. A pesar de ello, el mutante
acumula pequefias cantidades de {-caroteno, lo que significa que la variante
truncada de la proteina conserva una actividad residual para las dos primeras
desaturaciones de la ruta, indicando que la regioén perdida no es absolutamente
critica para su funcionamiento. De acuerdo con nuestras predicciones
estructurales, el dominio afectado se encarga de interaccionar con el cofactor
aceptor de electrones.

En el segundo mutante, SF98, la mutacién produce el cambio de un solo
aminodcido. Si bien el mutante es capaz de sintetizar cantidades modestas de y-
caroteno, acumula una cantidad inusualmente alta de {-caroteno, demostrando
una disminucion parcial en la capacidad de realizar la tercera y cuarta
desaturacion. En ambos casos se acumulan concentraciones elevadas de fitoeno,
demostrando que se trata de desaturasas muy defectuosas. Debido a la simetria
de las dos primeras parejas de reacciones, no sorprende que en ambos mutantes
las desaturaciones se vean afectadas por pares. Este tipo de alteracion de la
desaturasa tiene un precedente en el hongo P. blakesleeanus, donde se ha descrito
un mutante (5442) que acumula una mezcla de carotenos enriquecida en fitoeno
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y {-caroteno. Su fenotipo indica una mutacion rezumante que afecta sobre todo
al segundo par de desaturaciones (Bejarano et al., 1987; Sanz et al., 2002).

Los resultados descritos en este capitulo corroboran la conclusion alcanzada
por medios bioquimicos en N. crassa sobre el papel de la desaturasa como
enzima responsable de las cinco desaturaciones de la ruta (Hausmann y
Sandmann 2000). A la misma conclusion se llegd por métodos genéticos con la
desaturasa de P. blakesleeanus, aunque en este caso la ruta solo incluye cuatro
desaturaciones. En este organismo se ha propuesto que las desaturasas forman
un tetramero dentro del cual se transfieren los sustratos a medida que cada
mondmero realiza una reaccién de desaturacién (Aragén et al., 1976;
Hausmann y Sandmann 2000; Sanz et al., 2002). Las predicciones estructurales
ya discutidas parecen indicar que la desaturasa de F. fujikuroi ejerce su funcién
individual-mente como proteina monotdpica, de forma que una misma enzima
podria reconocer y desaturar uno a uno los diferentes sustratos. Este modelo se
amoldaria también mas facilmente al peculiar fenotipo del mutante ya
mencionado de R. sphaeroides, en el cual la enzima adquiere la capacidad de
llevar a cabo una quinta desaturacion inexistente en la enzima silvestre (Wang
et al., 2000). Tobias y Arnold (2006) optaron por esta misma hipdtesis tras
conseguir que la desaturasa de Erwinia uredovora introduzca hasta dos
desaturaciones adicionales en carotenoides de 45 y 50 carbonos. El modelo es
compatible con que la desaturasa de F. fujikuroi forme dimeros u homopoli-
meros, siempre que cada subunidad ejerza su actividad individualmente a
través del poro en su conexién con la membrana. Asi, por ejemplo, la oxidasa
de protoporfirinégeno (PPO) se organiza en dimeros, donde cada mondémero
introduce seis desaturaciones en el protoporfirinégeno IX (Poulson y Polglase,
1975).

La propiedad del alelo carB36 de desviar la ruta hacia la sintesis de y-
caroteno y 3-caroteno sugiere posibles aplicaciones biotecnoldgicas. Un ejemplo
lo encontramos en el basidiomiceto X. dendrorhous, usado como fuente indus-
trial de astaxantina. Esta xantofila, utilizada por la industria piscicola para
proporcionar la pigmentacién a salmones y crustaceos (Visser et al., 2003),
deriva del B-caroteno y contiene grupos hidroxilo y ceto en los anillos de la
molécula. En este hongo, la sintesis de astaxantina compite con una ruta
paralela en la que la desaturasa (Crtl) introduce una quinta desaturacion para
producir toruleno, precursor de los productos finales 3-hidroxi-3’,4’-didehidro-
B-W-caroten-4-ona (HDCO) y 3,3'-dihidroxi-B,-caroten-4,4"-diona (DCD) (An
et al.,, 1999). El residuo de prolina afectado por la mutacion del alelo carB36 esta
conservado en el gen crtl de X. dendrorhous. La introduccién de la misma
mutacion en el gen crtl silvestre podria bloquear la ruta paralela no deseada
incrementando la cantidad y proporcion de astaxantina. De no tener el mismo
efecto la mutacién en este hongo, cabe la alternativa de introducir el alelo
carB36 de F. fujikuroi bajo control de un promotor de X. dendrorhous en una
estirpe de este basidiomiceto carente de actividad Crtl.

Otro ejemplo de sus posibles aplicaciones nos lo proporciona la especie
Fusarium venenatum. Este hongo es la base del producto denominado
micoproteina (Wiebe, 2002), usado como sustituto de la carne por la industria
alimentaria en algunos paises de la Unién Europea. F. venenatum posee la
misma ruta biosintética que F. fujikuroi (L.R. Rodriguez-Ortiz, resultados no
publicados). La introducciéon de la mutacion carB36 en F. venenatum daria lugar
a la acumulaciéon de pequenas cantidades de y-caroteno y [-caroteno en el
micelio empleado para uso alimentario, incrementando por tanto el valor
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nutritivo de la micoproteina por su contenido en provitamina A. Aunque la leg-
islacion actual es extremadamente restrictiva en cuanto al uso de organismos
modificados genéticamente, el posible uso del alelo carB36 para fines aplicados
ha dado lugar a la solicitud de una patente (Prado-Cabrero y Avalos, 2003).

La baja similitud de secuencia entre las desaturasas de carotenoides de
bacterias y plantas ha llevado a algunos autores a proponer para ellas un origen
independiente (Pecker et al., 1992; Sandmann, 1994). El reciente descubrimiento
de nuevos miembros de esta familia (CRTISO y RetSat) ha llevado a
reconsiderar la evolucion de esta familia. Ambas enzimas, a pesar de
encontrarse en organismos fotosintéticos y vertebrados respectivamente, son
mas parecidas a las desaturasas bacterianas que a las vegetales (Park et al., 2002).
Hemos comparado la estructura secundaria predicha para estas dos nuevas
enzimas con ejemplos representativos de desaturasas de origen bacteriano y
vegetal (Fig. C1.13). A pesar de la alta variabilidad en las secuencias compa-
radas (el grado de identidad de CarB de F. fujikuroi con ZCD de A. thaliana es
del 12%, y con la desaturasa del hongo C. nicotianae del 60%), todas las enzimas
analizadas comparten una estructura secundaria predicha similar, condicionada
probablemente por la necesidad de conservar el dominio de Rossmann (Fig.
C1.14 y C1.15). Estos resultados sugieren un origen evolutivo comun para todas
las enzimas de esta familia.



Capitulo 2.

Secuencia y regulacion del gen carO, que determina
una proteina de la familia de las opsinas

Uno de los puntos de arranque de esta Tesis es el
conocimiento previo de la existencia a continuacién
de carB de un gen que se denomind carO (Fig. C2.1)
y que determina una proteina de la familia de las
opsinas. Su descubrimiento, a raiz de la
secuenciacion de un extremo de un segmento de
ADN que contiene el gen carB (Ferndndez-Martin et
al., 2000), dio lugar al andlisis de su funcién por
reemplazamiento génico y al estudio del efecto de la
luz y de las mutaciones carS sobre sus niveles de
ARNm. Estos experimentos, realizados por Maria
del Mar Prado en el mismo grupo de investigaciéon
(Prado et al., 2004), revelaron que la pérdida de
carO no produce sobre F. fujikuroi ninguna
alteracion fenotipica externa en las condiciones de
cultivo de laboratorio, incluyendo la sintesis de
carotenoides (Fig. C2.2). Ademads, los niveles de
ARNm del gen carO muestran el mismo patrén de
regulacion que el de los genes carB y carRA en
respuesta a la luz y a las mutaciones de
superproduccidn de carotenoides, motivo de la
denominacion car del gen.
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2.1. El gen carO

En este capitulo se ha determinado la secuencia del gen carO, tanto a partir
de ADN gendmico como a partir de ADN complementario. A continuacion se
ha analizado dicha secuencia y la de la correspondiente proteina, y se ha
ampliado el conocimiento de su regulacién mediante el estudio del efecto del
choque térmico sobre los niveles de su ARNm.

I :> il i > i -t
carRA carB carO

Fig. C2.1. Mapa del gen carO y genes vecinos.

El gen carO se extiende a lo largo de 1192 pb, incluyendo 4 intrones (54, 57,
97 y 50 pb), tres de los cuales se agrupan en la region 5" del gen (Fig. C2.1,
apéndice 2.1). Con la excepcion del intron de 97 pb, el tamano de los intrones
concuerda con los de otros genes de Fusarium estudiados, habitualmente muy
proximos a los 50 pb.

-+ —

Fig. C2.2. Aspecto de colonias de un mutante carO" (-) y su estirpe control (+) con el alelo
carO funcional. Las estirpes fueron cultivadas durante 5 dias en medio minimo con asparragina
como fuente de nitrogeno en oscuridad (panel izquierdo) o en luz (panel derecho).

La secuencia codificante, 924 pb, determina una proteina de 307 aminoacidos
(apéndice 2.2) predominantemente hidrofébica. El analisis de su secuencia
polipéptidica con la herramienta TMHMM (CBS, Dinamarca) indica que se trata
de una proteina membranal con siete dominios transmembrana.

2.2. Similitud de CarO con otras proteinas

La proteina CarO es muy similar a las proteinas de la familia de las opsinas.
El parecido mas elevado lo encontramos en dos proteinas del hongo Coriolus
versicolor, Cvhsp30/1 y Cvhsp30/2, a las que se ha atribuido un papel en la
respuesta al choque térmico (limura y Tatsumi, 2002). De los 307 aminodacidos
de CarO, el 34% coinciden en las mismas posiciones en estas dos proteinas, las
cuales difieren entre si solo en tres posiciones. También se han encontrado
grados significativos de identidad con la proteina de choque térmico HSP30 de
S. cerevisiae (29%), las opsinas Ops de L. maculans (29%) y Nop-1 de N. crassa
(26%) y la bacteriorrodopsina de H. salinarum (26%). En la Fig. C2.3 se
comparan las secuencias de estas proteinas resaltando las posiciones
coincidentes. Se incluye también en esta comparacién una segunda presunta
opsina de N. crassa, mas parecida a CarO que Nop-1 (29% vs 26%). Al comparar
CarO con otras opsinas de esta amplia familia (Zhai et al., 2001), los porcentajes
de identidad son similares o ligeramente menores.

Se conoce la estructura tridimensional de la bacteriorrodopsina y se han
determinado los aminoacidos implicados en su mecanismo de transporte de
protones (Luecke et al., 1998), lo cual se ha utilizado como guia en el analisis
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Fig. C2.3. Comparacion de CarO con proteinas representativas de la familia de las opsinas. Las proteinas mostradas son HSP30 de S.
cerevisiae (Sc, codigo de acceso NP_009950), Cvhsp30/1 de C. versicolor (Cv, 074631), Yro-2r de N. crassa (Nc2, CAB92637), Nop-1 del
mismo hongo (Nc1, AAD45253), CarO (Ff, CAD97459), Ops de L. maculans (Lm, AAG01180) y la bacteriorrodopsina de H. salinarum (Hs
AAG42454). Los aminoacidos coincidentes en la misma posicion en al menos cuatro de las proteinas comparadas estan sombreados en
gris. Los aminoacidos relevantes conservados estan indicados por el cddigo de una letra y su posicion en la bacteriorrodopsina. Las
barras numeradas indican los siete dominios transmembrana.

estructural de nuevos miembros de la familia. La similitud de la secuencia de
CarO con la de la bacteriorrodopsina sugiere una estructura tridimensional sim-
ilar para la primera, organizada en siete hélices o transmembranales. Los
segmentos correspondientes a cada una de estas hélices se destacan en la Fig.
C2.3.

Una vez disponible la secuencia del genoma de F. graminearum, se llevo a
cabo un analisis de la presencia de genes de presuntas opsinas en este hongo
mediante la busqueda de genes con similitud a carO. Los andlisis mediante
BLAST permiteron identificar tres genes de esta familia. Uno de ellos
(XP_383240) es presumiblemente el ortélogo de carO, a juzgar por el alto
porcentaje de identidad de la proteina determinada (77%) y su ligamiento al
agrupamiento de los genes car. El segundo (XP_387730) determina una presunta
proteina con un porcentaje de identidad con CarO del 36%. El correspondiente
ortélogo de F. fujikuroi se ha denominado opsA y esta siendo actualmente
estudiado por Alejandro F. Estrada en el mismo grupo de investigacion. El
tercero (XP_381616) determina una proteina con un grado de identidad menor
con CarO (25%). Como CarO, las presumibles proteinas determinadas por
XP_387730 y OpsA poseen el residuo de lisina supuestamente responsable de la
unioén de retinal, pero no asi la proteina determinada por XP_381616, por lo cual
se esta dando menos prioridad al estudio de esta tltima. 51
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2.3. Predicciones sobre la estructura de CarO

Como ya se ha indicado, la informacién disponible sobre la estructura tridi-
mensional de la bacteriorrodopsina incluye el conocimiento de los residuos
involucrados en la transferencia de protones (Luecke et al., 1998). La
comparacion de las secuencias de las proteinas CarO, Nop-1 y Ops
(respectivamente Ff, Ncl y Lm en la Fig. C2.3) con la de la bacteriorrodopsina
(Hs en la Fig. C2.3) muestra la conservacion en las tres proteinas fungicas de los
aminodcidos criticos para la unién de retinal (Lys 216) y el bombeo de protones
inducido por luz (Asp 96, donador intracelular; Asp85, aceptor extracelular;
Arg82, Glu194, Glu204, complejo liberador). Este grado de conservacién sugiere
para CarO, al igual que para las otras dos proteinas, una posible actividad de
bombeo de protones utilizando la luz como fuente de energia, similar a la
llevada a cabo por la bacteriorrodopsina.

2.4. Regulacion de carO a nivel de ARNm

Como ya se ha indicado, el patréon de regulacion de los niveles de ARNm del
gen carO coincide con el mostrado por los genes carRA y carB, tanto en la
induccion por la luz como en la desregulacion en los mutantes superpro-
ductores de carotenoides, indicando una regulacién coordinada de los tres
genes (Prado et al., 2004). Debido al alto grado de similitud de CarO con las
proteinas Cvhsp30 de C. versicolor y HSP30 de S. cerevisiae, investigamos el
posible efecto del choque térmico sobre la regulacién del ARNm de este gen.
Para ello adoptamos condiciones experimentales empleadas para N. crassa,
hongo en el que se ha investigado en detalle la induccién a nivel de ARNm de
varios genes asociados al choque térmico (Mohsenzadeh et al., 1998). Lo habi-
tual es que los ARNm de estos genes muestren un elevado nivel de induccion
tras una hora de incubacion a alta temperatura.

38°C 42°C
O L th 2h th 2h

carO carB

39§l 44400

ARNTr

Fig. C2.4. Efecto del choque térmico sobre los niveles de ARNm de
los genes carO y carB. Northern blot de ARN total de la estirpe
silvestre FKMC1995 cultivada en la oscuridad (O) y expuestas durante
los tiempos indicados a 38°C o 42°C. Como control de induccion se
muestra el resultado de 1 hora de iluminacion (L). Los ARNr se
muestran bajo las hibridaciones como control de carga.
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E. fujikuroi muestra un buen crecimiento entre 22°C y 30°C, con un 6ptimo préximo a
los 26°C. Aunque no hay diferencias llamativas en la biomasa, se observan diferencias
en la morfologia externa y en la textura del micelio a diferentes temperaturas, siendo las
colonias méds compactas y los bordes mas definidos a 30°C que a 22°C. A medida que
superamos los 30°C aumenta la compactacion y disminuye el tamafio de las colonias. El
crecimiento es muy limitado a 37°C, y no se aprecia crecimiento alguno a 40°C.

Elegimos como temperaturas de estrés térmico en nuestros experimentos 38°C y
42°C. No detectamos induccién de los niveles de ARNm carO en la oscuridad después
de la incubacién de la estirpe silvestre FKMC1995 durante una hora a cualquiera de
estas temperaturas (Fig. C2.4), pero se observo una ligera induccion tras 2 horas de
incubacion a 42°C. El analisis en el mismo experimento de los niveles de ARNm del gen
carB, utilizado como control de gen estructural de la carotenogénesis, arrojo resultados
similares, aunque en este caso si pudimos observar una cierta induccién a 1 hora. En
ambos casos, el aumento en los niveles de ARNm producido por la elevada temperatura
fue muy inferior a la provocada por una hora de exposicion a la luz.

Como ya se ha indicado, los mutantes carO mostraron una carotenogénesis
indistinguible de la de la estirpe silvestre (Fig. C2.2). Esta observacion se confirmo a
nivel de los niveles de ARNm del gen carB, como representativo de la ruta, y del propio
gen carO en un mutante carO- y en su estirpe control (Fig. C2.5), que mostraron una
regulacién muy similar a las ya publicadas para el mismo gen en la estirpe silvestre
(Prado et al., 2004).

carB carO

[-:;f

-:ﬁo . ; P - 4

' .” ARNr
i A A

Fig. C2.5. Efecto de la luz sobre los niveles de ARNm de los genes
carB y carO en un mutante carO" (-) y su estirpe control (+) con el
alelo carO funcional. Se muestra un Northern blot de ARN total de
micelio cultivado en la oscuridad y expuesto a luz blanca durante 1
hora a 25 W/m?. Los ARNr se muestran bajo las hibridaciones como
controles de carga.
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2.5. Discusion

La conservacion de aminodcidos relevantes en la secuencia de la proteina
CarQO, puesta en evidencia por los alineamientos con proteinas de la familia de
las bacteriorrodopsinas de arqueas, sugiere un posible papel como fotoproteina,
posiblemente asociada a bombeo de protones. Sin embargo, los analisis
mediante Clustal muestran una identidad ligeramente mayor con las proteinas
Cvhsp30/1 de C. versicolor (limura et al., 2002) y HSP30 de S. cerevisinze (Regnacq
y Boucherie, 1993), ambas asociadas por sus descubridores al estrés resultante
de la exposicion a altas temperaturas (choque térmico). También muestra un
elevado parecido con otras opsinas fungicas, como Ops de L. maculans (Idnurm
y Howlett 2001) y Nop-1 de N.crassa (Bieszke et al., 1999a). El parecido con las
bacteriorrodopsinas es particularmente significativo, debido a la enorme
distancia filogenética con las arqueas. Este parecido puede ser explicado
también por un origen relativamente reciente de estos genes en hongos por
transferencia horizontal a partir de arqueas, su presencia en grupos de hongos
distantes sugieren mas bien un origen antiguo, posiblemente a partir de un
antepasado comun previo a la aparicién de los eucariotas. En ese caso, el
parecido entre CarO y la bacteriorrodopsina se deberia mas bien a las limita-
ciones estructurales necesarias para el mantenimiento de la funcion de la
proteina. A favor del origen evolutivo comuin apunta también la presencia de
opsinas en animales, y en contra la ausencia de opsinas en plantas (Ruiz-
Gonzalez y Marin, 2004) y en los escasos genomas de hongos zigomicetos y
oomicetos disponibles en el momento de redaccion de esta memoria.

Las opsinas usan como cromoforo un apocarotenoide, el retinal (ver seccion
4.2 de la Introduccién). Recientemente se han distribuido las proteinas de la
familia de las opsinas en dos grupos en base a su secuencia (Brown, 2004), uno
formado por las opsinas propiamente dichas y otro por las llamadas ORP
(Opsin-Related Proteins o proteinas relacionadas con opsinas), donde se incluyen
las proteinas de choque térmico. El andlisis detallado de la secuencia de CarO y
su comparacidn con otras proteinas de estas familias identificadas en los
genomas de otros hongos, incluyendo desde especies proximas a F. fujikuroi (F.
graminearum y F. solani) a especies muy alejadas (basidiomicetos como Ustilago
maydis, u oomicetos, como Phytophtora sp.), nos permite hacer conjeturas mejor
fundamentadas sobre el grupo funcional al que puede pertenecer CarO.

El analisis de los genomas de hongos disponibles muestra que la presencia
de genes de la familia de las opsinas no coincide siempre con la presencia de
genes de la carotenogénesis. En la tabla 1 se distinguen dos tipos de opsinas en
funcién de la presencia o ausencia de la lisina a la que se liga el retinal en las
opsinas fotoreactivas (Tabla C2.1). El resultado muestra que dos hongos, C.
globosum y C. neoformans, posee presuntas opsinas con esta caracteristica pero
carecen de genes de la carotenogénesis. Los cuatro hongos restantes que
contienen genes para este tipo de opsinas poseen aparentemente la ruta
carotenogénica. Es de notar, sin embargo, que las presumibles opsinas de C.
globosum y C. neoformans no contienen algunos de los aminoacidos relevantes
para el bombeo de protones. La supuesta incapacidad para sintetizar
carotenoides por estos dos hongos sugiere que estas proteinas no dependen de
retinal para cumplir su funcion.

La opsina mejor estudiada en hongos es Nop-1 de N. crassa, la tnica para la
cual se ha demostrado a nivel bioquimico su unién a retinal. En su genoma se
encuentra una segunda opsina (Yro-2r), cuya secuencia sugiere que es una ORP.
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Tabla C2.1. Presencia de presuntos genes homélogos a carRA, carB y genes de la familia de las opsinas en hongos. Se
indica el codigo de acceso del correspondiente proyecto de secuenciacion en C. globosum, C. neoformans y R. oryzae.
Para los demas hongos se indica el cddigo SPTREMBL.

carRA? carB? Opsinas® ORPs® totald
Ascomicetos
Fusarium graminearum XP_383242 XP_383241 XP_383240 XP_381 616 3
XP_387730
Fusarium solani (Nectria h.) 56746 56757 104772 57350 3
108757
Neurospora crassa AAA19428 AAA33555 AAD45253 CAB92637 2
Magnaporthe grisea - - - XP_364170 1
Trichoderma harzianum - - - - -
Asperqgillus nidulans - - - XP_660965 1
Chaetomium globosum - - CHGG_10008.1 CHGG_10380.1 2
Saccharomyces cerevisiae - - - NP_009950 3
CAA84997
274329
Basidiomicetos
Ustilago maydis XP_762434 XP_760357 XP_760272 XP_758776 3
XP_756518
Coprinus cinereus - - - - -
Cryptococcus neoformans - - CNAG_03572.1 - -
Zigomicetos
Rhizopus oryzae | RO3G_01212.1 RO3G_16669.1 - - -
Phycomyces blakesleeanus CAB86388 CAA55197 - - -
Oomicetos
Phytophthora sojae - - - - -

2 Presuntos genes homologos a carRA o carB

b Presuntos genes para proteinas de la familia de las opsinas con la supuesta lisina que une retinal

¢ Presuntos genes para proteinas de la familia de las opsinas carentes de la supuesta lisina que une retinal
4 Nimero total de genes de presuntas opsinas

La proteina CarO es mas parecida a Nop-1 que a Yro-2r, lo que motivé experimentos
para confirmar si los mutantes carO muestran la alteracién morfoldgica observada en el
mutante Nop-1 en presencia de oligomicina (Bieszke et al., 1999a). El posterior hallazgo
de un segundo gen mas parecido a Nop-1 en F. graminearum y en F. solani hace pensar
que el gen carO no tiene un auténtico ortdlogo en N. crassa. No sorprende por tanto que
no se encontrara ningun fenotipo asociable a la presencia de oligomicina en el mutante
carO de F. fujikuroi (Prado et al., 2004).

Estas observaciones son reforzadas por los resultados del analisis filogenético de un
numero representativo de opsinas de hongos (Fig. C2.6). El arbol resultante muestra
que la proteina XP_387730 de F. graminearum (denominada OpsA en F. fujikuroi) se
agrupa con Nop-1 de N. crassa y Ops de L. maculans, y que la proteina de tipo ORP
XP_381616 de F. graminearum se agrupa con otras proteinas de tipo ORP, incluyendo las
asociadas al choque térmico. Estas proteinas carecen de la lisina que une covalente-
mente retinal, caracteristica fundamental de las opsinas auténticas. La proteina CarO
conserva esta lisina y presenta los aminoacidos clave para funcionar como bomba de
protones. Esta asociacion mas a las ORP que a las auténticas opsinas sugiere un origen
por tanto a partir de las primeras. Se puede conjeturar que XP_383240 (CarO en F.
fujikuroi) proceda de una duplicacion de una proteina de tipo ORP (XP_381616), de la
cual evoluciond en la direccion de recuperar una funcion como fotoproteina. xxxxxxxx 55
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XP_756518 Um

. AAGA42454 Hs (rhodopsin)*
Fig. C2.6. Arbol filogenético

(método neibourgh joining) de

opsinas y ORPs representativas de P25964 Hs (SR-)

hongos y arqueas. Cada proteina { NP 280434 Heo (Son
esta nombrada con su codigo de - sp (Sop1)
acceso SPTREMBL y la abreviatura ————————— AAGO01180 Lm (Opsin)*

de la especie. Entre paréntesis se

o . AAD45253 Nc (Nop-1)*

indica el nombre convencional. Um, —|

Ustilago maydis; Hs, Halobacterium XP_387730 Fg (OpsA)
salinarum; Hsp, Halobacterium sp; NP_009950 Sc (HSP30)* X

Lm, Laeptosphaeria maculans; Nc, CAB92637 Ne(Yro2r* %
Neurospora crassa; Fg, Fusarium | N (Yro-2r)
graminearum; Sc, Saccharomyces XP_381616_Fg *

cerevisiae; Cv, Coriolus versicolor; XP 760272 Um

Mg, Magnaporthe grisea; Ff,
Fusarium fujikuroi. Se indican con 074631_Cv (FDD123)" *
asteriscos las proteinas incluidas en XP_758776 Um

la comparacion de secuencias de la
Fig. C2.2. Se indican con estrellas

las proteinas que no contienen la {CADQMSQ Ff (CarO)*
lisina conservada de union a retinal. XP_383240_Fg

Como ya se ha mencionado, el fenotipo del mutante nulo carO- es
indistinguible del fenotipo silvestre en las condiciones de laboratorio (Prado et

al., 2004). Por tanto, el gen no parece jugar un papel relevante en el crecimiento
vegetativo del hongo, al menos en las condiciones empleadas en el laboratorio.

P7141 Hs (SR-)

XP_364170 Mg *

De la corregulacion de carO con los genes estructurales car y de su estrecho
ligamiento con ellos cabe deducir que la funcién de carO esta relacionada con la
luz, lo cual cuadra con su predecible funciéon como fotoproteina, deducible de
su estructura. Hay que tener en cuenta ademas que el presumible cromoéforo de
la opsina, el retinal, es un derivado de los carotenoides, lo cual da coherencia a
la necesidad de una sintesis coordinada de la opsina y de las enzimas necesarias
para las sintesis de su cromoforo. Este es el caso de la produccion de
bacteriorrodopsina en H. salinarum: la eliminacion del gen carY en esta arquea,
requerido para la sintesis de (3-caroteno, da lugar a la pérdida simultanea de la
produccion de retinal y bacteriorrodopsina (Peck et al., 2002).

Los mutantes del gen carO no han proporcionado ninguna pista sobre la
posible relacion de esta opsina con la luz. Ninguna de las fotorrespuestas
conocidas en Fusarium, como son la propia carotenogénesis o la esporulacion
(Prado et al., 2004), ni una fotorrespuesta recientemente identificada, la
inhibicién de la produccién de fusarinas, se ven afectadas en estos mutantes
(Prado et al., 2004). Se ha descrito también en F. fujikuroi una eficiente
fotorreactivacion tras dafio por radiacion UV (Avalos et al., 1985), pero esta
fotorrespuesta no se ha investigado por ser de sobra conocida la proteina
responsable ( Jorns et al., 2002; Sancar et al., 2002a, 2002b).

La falta de papel del retinal, y por extension de CarO en la fotoinduccion de
la carotenogénesis ya quedd patente al observar que los mutantes en el gen carB
conservan su respuesta a la luz (Ferndandez-Martinez, 2000). EI mismo
argumento se empled para descartar un papel del caroteno como cromoéforo en
el fotropismo en el zigomiceto P. blakesleeanus, una de las varias fotorrespuestas
conocidas en este hongo (Corrochano y Cerda-Olmedo 1992). Esto no solo
concuerda con la fotoinduccion normal del gen carB a nivel de ARNm en los
mutantes carO" (Fig. C2.5), sino que ademas descarta a una eventual proteina
con un retinoide de cofactor como responsable de la fotoinduccién de la
carotenogénesis en F. fujikuroi. Este dato concuerda con la probable funcion
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funcién fotorreceptora de proteinas homologas a las que forman el complejo
White Collar en N. crassa (Froehlich et al., 2002; He et al., 2002), un papel
recientemente confirmado en P. blakesleeanus para varias fotorrespuestas
(Idnurm et al., 2006) y objeto de investigacion actualmente en F. fujikuroi (A.F.
Estrada, datos no publicados).

La similitud de CarO a proteinas de choque térmico (pertenecientes al grupo
de las ORPs) nos llevd a sospechar un posible papel de esta proteina en la
respuesta a este factor de estrés. Aunque los resultados muestran una cierta
induccion a nivel de ARNm tanto de carO como de carB en respuesta a la subida
de temperatura de 30°C a 42°C, el aumento es inferior al observado en genes de
otros hongos asociados a esta respuesta (Mohsenzadeh et al., 1998). De hecho, el
aumento es muy inferior al producido por la luz. Parece mas logico pensar que
esta ligera induccion es un efecto indirecto. El efecto similar sobre carO y carB
constituye una nueva evidencia de coregulacion de carO con los genes estructu-
rales de la carotenogénesis.

Una explicacion a la ausencia de fenotipo de los mutantes carO" puede ser la
redundancia de funcién, una hipdtesis tentadora por la existencia en F. fujikuroi
de otra opsina (OpsA) cuya secuencia contiene la lisina presumiblemente
encargada de unir retinal. Sin embargo, las dos opsinas de F. fujikuroi muestran
considerables diferencias a nivel de secuencia, lo cual explica su ubicaciéon en
grupos separados en el arbol filogenético mostrado en la Fig. C2.6. Esta
divergencia sugiere funciones diferentes para ambas proteinas, un hecho que
solo podra ser demostrado cuando se lleve a cabo la mutacién dirigida de este
segundo gen, opsA, por separado y en conjuncion con la mutacion carO-.

A la hora de hacer conjeturas sobre el posible papel biologico de CarO, debe
someterse a consideracion una eventual funcion tanto de CarO como de OpsA
en otros aspectos del metabolismo de F. fujikuroi, como puede ser el
mantenimiento del pH intra y extracelular. Fusarium es un hongo capaz de vivir
en condiciones hipdxicas y andxicas (Gunner y Alexander, 1964), bajo las cuales
amonifica o denitrifica el medio alterando como consecuencia el equilibrio
acido-base. Ciertas ATPasas, bombas de protones activadas por ATP, juegan un
papel importante en el control de este equilibrio. No descartamos que CarO u
OpsA puedan jugar un papel en estos procesos en Fusarium, quizas también
como bombas de protones.

Ademas de la neurosporaxantina, el producto final de la ruta, F. fujikuroi
acumula pequefias cantidades de B-caroteno (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987),
sustrato empleado por las enzimas conocidas capaces de sintetizar retinal. El
descubrimiento de CarO y OpsA, y su presumible utilizaciéon de retinal como
grupo prostético, implica la existencia de al menos una enzima responsable de
su sintesis. El analisis de tal enzima y del gen responsable es objeto de atencién
en los capitulos 3 y 4.

57






Capitulo 3.

Caracterizacion del gen carX, que
determina una proteina de la familia de las
oxigenasas de carotenoides

Como ya se ha indicado en la introduccion, los genes
carRA, carB y carO se encuentran contiguos en el genoma de
E. fujikuroi y comparten su regulacion a nivel de ARNm
(Prado et al., 2004). Puesto que predecimos la existencia de
mas genes asociados a esta ruta, parece probable que
puedan estar ubicados en el entorno de esos tres genes,
formando un agrupamiento génico de mayor tamano. A fin
de investigar esta posibilidad, se han analizado las
secuencias adyacentes bajo la perspectiva de una posible
conexion funcional con la ruta biosintética o el metabolismo
de los carotenoides.

Resultados previos del grupo mostraron que en direccion
3’ por detras de carO se encuentra un marco abierto de
lectura que determina una proteina similar a permeasas de
amonio (Fernandez et al., 2000). El grupo de la Dra. Bettina
Tudzynski, en la Universidad de Miinster (Alemania),
analizo la secuencia en direccion 5" por delante de carRA
(Linnemanstons et al., 2002), y encontroé un marco abierto de
lectura cuya similitud con otras proteinas nos ha permitido
identificar sus extremos 5’y 3’. La secuencia de este gen, al
cual llamamos carX, fue determinada en colaboracion entre
ambos laboratorios, a partir de ADN gendmico en el
laboratorio de Miinster, y a partir de ADN complementario
en esta Tesis. La secuencia fue depositada en las bases de
datos bajo el codigo de acceso GenBank/EMBL AJ854252.
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3.1. CarX es una posible oxigenasa de carotenoides

El gen carX consiste en una secuencia codificante de 2.135 pares de bases
(apéndice 3.1), interrumpida por un unico intrén de 44 pares de bases, que se
espera que determine una proteina de 696 aminoacidos (Apéndice 3.2). El gen
carX estd orientado en sentido contrario a carRA, compartiendo con éste una
misma region 5’ con potenciales sefiales reguladoras comunes (Fig. C3.1).

Fig. C3.1. Agrupamiento de los genes

car. En gris se destacan los genes ya _I:lm:ﬂ - T i M
estudladQS, y en negro el gen objeto carX carRA carB carO

de estudio de este capitulo, carX. Las

interrupciones indican intrones

El analisis mediante Blast de la secuencia de la presumible proteina CarX
reveld un elevado grado de similitud con proteinas de la familia de las
oxigenasas de carotenoides, de las cuales se muestran algunos ejemplos
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Fig. 2. Comparacion de CarX con seis proteinas de la familia de las oxigenasas de carotenoides. Los aminoacidos presentes en la
misma posicion en al menos tres de las proteinas estan sombreados en gris; los recuadros negros indican las posiciones conservadas en al
menos seis de las proteinas comparadas. Hs: Homo sapiens (Hs1: proteina del epitelio pigmentado de la retina (RPE65), codigo de acceso
Q16518; Hs2: B,B-caroteno 15,15 -dioxigenasa, QIHAY6). At: Arabidopsis thaliana (At1: 9-cisepoxicarotenoide dioxigenasa, QILRR7; At2:
carotenoide 9,10-9°,10" dioxigenasa, CAA06712). Ss: Synechocystis sp. (lignostilbeno-a,B dioxigenasa, P74334). Cc: Coprinus cinereus
(UDP-N-acetilglucosamina-dolicil-fosfato-N-acetilglucosaminafosfotransferasa, 013438). Ff: Fusarium fujikuroi (proteina CarX).
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representativos en la Fig. C3.2. Varios miembros de esta familia catalizan reac-
ciones de rotura oxidativa de diferentes carotenoides, dando lugar a
apocarotenoides.

Hemos confeccionado un arbol filogenético con una coleccién representativa
de proteinas de esta familia (Fig. C3.3). En este arbol se puede apreciar que
CarX no se ubica en ninguno de los grupos de enzimas de funcién conocida,
sugiriendo que se trata de una enzima perteneciente a una nueva subfamilia. El
mayor parecido se encuentra en una enzima de Streptomyces antibioticus,
probablemente implicada en la sintesis del antibiético simociclinona (Galm et al.,

2002).

CAA06712 At *
Q94IR2 Pv oxigenasas de
Q84KG4 Ca carotenoides 9,10-
Q84KG5 Cs 9.10
Q9AXZ5 Pa
Q8LP14 Ps
1 QILRM7 At ) de 9-ci
oxigenasas de 9-cis
024592 Zm epoxicarotenoide
QILRR7 At *
024023 Le
Q91993 Gg oxigenasas de
Q9HAY6 Hs * B,B-caroteno -
Q7zTs0 Br 15,15
Q99NF1 Mm
Q9YI125 Ag
Q8AXN9 Cp proteinas del
epitelio
Q05661 Bs pigmentado
Q16518 Hs *  de la retina
Q9YGX2 Gg
I x3 AN 013438 Cc*
L— q8spmus se
Q8YPB4 As
: P74334 Ss * oxigenasas de a,f3
QBRQW2 Pp lignostilbeno
Q52008 Pp
01 Q93FA4 Sa
—_— CarX *

3.2. Transcripcion de carX

Fig. C3.3. Arbol filogenético (método
Neibourgh joining) de proteinas
representativas de la familia de las
oxigenasas de carotenoides. Cada
proteina esta nombrada con su codigo
de acceso SPTREMBL y la abreviatura de
la especie. Ag, Ambystoma tigrinum; As,
Anabaena sp.; At, Arabidopsis thaliana;
Br, Brachydanio rerio; Bs, Bos taurus;
Ca, Capsicum annuum; Cc, Coprinus
cinereus; Cp, Cynops pyrrhogaster; Cs,
Crocus sativus; Gg: Gallus gallus; Hs,
Homo sapiens; Le, Lycopersicon
esculentum; Mm, Mus musculus; Pa,
Persea americana; Pp, Pseudomonas
paucimobilis; Ps, Pisum sativum; Pv,
Phaseolus vulgaris; Sa, Streptomyces
antibioticus; Se, Synechococcus
elongatus; Ss, Synechocystis sp.; Zm,
Zea mays. Los asteriscos indican las
secuencias comparadas en la Fig. C2.3
La barra interrumpida es tres veces mas
larga de lo mostrado (marcada con
“x3”). La barra de escala representa
0,1 sustituciones por sitio.

La secuencia de carX y su ligamiento al agrupamiento génico sugiere una

posible relacion con la ruta biosintética de los carotenoides. Esta relacion es
reforzada por el andlisis del efecto de la luz y las mutaciones de super-
produccion de carotenoides sobre los niveles de ARNm del gen carX (Thewes et
al., 2005). El resultado (Fig. C3.4) mostr6 un claro paralelismo con los genes
carRA, carB y carO en diferentes condiciones de cultivo y fondos genéticos
(Prado et al., 2004), indicando la existencia de un mecanismo de regulacion
comun para los cuatro genes. En particular, los niveles de ARNm de carX
fueron casi indetectables en la estirpe silvestre incubada en la oscuridad y
aparecieron en respuesta a la luz, alcanzando un maximo tras una hora de
iluminacién para disminuir en las horas siguientes, un proceso conocido como
fotoadaptacion, ya descrito en la Introduccion. Atin mas significativamente, los
niveles de ARNm fueron elevados en la oscuridad en dos mutantes
desregulados para la sintesis de carotenoides.

61



Resultados. C3

Fig. C3.5. Aspecto de la
estirpe silvestre IMI58289
y tres mutantes AcarX.
Las estirpes han sido
cultivadas en oscuridad
(panel superior) o en la luz
(panel inferior) en medio
minimo durante 4 dias a
30°C.
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Fig. C3.4. Expresion de carX. Northern blot de ARN total de la estirpe silvestre IMI58289 (silv) y
dos mutantes superproductores de carotenoides (5G22 y SG68) cultivados en oscuridad (O) o en
luz durante el tiempo indicado (minutos). Se muestran las sefales de ARNr como control de carga.

Las barras mostradas bajo las hibridaciones muestran el cociente entre la intensidad de cada
sefal de ARNm y la de ARNr (Oscuridad: barras grises; luz: barras blancas). El valor mas alto en
cada hibridacion se tomé como 1.

3.3. Funcion del gen carX

La clase de reacciones enzimaticas llevadas a cabo por las oxigenasas de
carotenoides sugiere de inmediato una funcién para CarX en la ruta
carotenogénica de Fusarium, ya que el ultimo paso de esta ruta es la rotura
oxidativa de toruleno para dar lugar a un apocarotenoide oxigenado, la
neurosporaxantina. Aunque la naturaleza de esta reaccion quimica difiere en
sus detalles con las realizadas por otras enzimas de la misma familia
(generacion de un radical carboxilo en lugar de un radical aldehido), se decidi
comprobar esta hipdtesis investigando el efecto de la pérdida de funcion del
gen carX.

Como parte de la colaboracion ya citada, el grupo de la Dra. Tudzynski
gener6é mutantes nulos del gen carX por reemplazamiento con un gen de
resistencia a higromicina (hygR). Para ello transformaron la estirpe silvestre
IMI58289 con un plasmido que contiene dicho gen rodeado por secuencias
adyacentes a carX y seleccionaron transformantes que hubieran reemplazado el
gen carX por el gen hygR mediante doble recombinacioén (Thewes et al., 2005).

3.4. Fenotipo de mutantes AcarX

El grupo de la Dra. Tudzynski proporciono tres transformantes carentes del
gen carX, que denominaron T2.1, T5.2 y T17.1, y cuyo fenotipo fue investigado
en esta Tesis. Los tres mutantes mostraron un crecimiento y morfologia
similares a los de la estirpe silvestre (Fig. C3.5). Sin embargo, se apreciaron
diferencias en la pigmentacion, siendo ésta mas intensa en la luz en los tres
mutantes en comparacion con la estirpe silvestre. También llamé la atencion la
presencia de una ligera pigmentacion anaranjada en la oscuridad, ausente en la
estirpe silvestre.

Se determind la concentracion de carotenoides en las cuatro estirpes, (tres
mutantes y silvestre) cultivadas sobre agar en luz y oscuridad a dos
temperaturas diferentes, 22°C y 30°C. Las diferencias de pigmentacion se
apreciaron externamente a ambas temperaturas, y correlacionaron con la
acumulacion de diferentes concentraciones de carotenoides en sus micelios,
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siendo éstas mayores en los mutantes en todas las condiciones de cultivo (Fig.
C3.6). El incremento de la cantidad de carotenoides de los mutantes fue
proporcionalmente mas llamativo en oscuridad, donde se observé un
incremento de unas 5 veces (T5.2 y T17.1) o 10 veces (T2.1) en relacién a los
valores en la estirpe silvestre. Cuando las estirpes se cultivaron en la luz, las
diferencias fueron mayores a nivel de cantidad, pero no tanto en cociente,
limitandose la diferencia a incrementos del 50% a 30°C y del doble a 22°C. El
contenido de carotenoides de todas las estirpes fue mayor a 30°C que a 22°C en
la oscuridad, un dato ya descrito anteriormente (Avalos y Cerda-Olmedo., 1987).
La mayor concentracion de carotenoides en la luz a 30°C que a 22°C debe
atribuirse a la mayor intensidad luminica empleada a 30°C mas que a la
diferencia de temperatura. Para llevar a cabo un analisis mas detallado de los
carotenoides producidos por la estirpe silvestre y los mutantes, se escogieron
las condiciones de iluminacién por ser mayores las concentraciones de
carotenoides y, por tanto, la fiabilidad del analisis. De forma analoga a la estirpe
silvestre, los tres mutantes contienen una mezcla de carotenoides polares y no
polares (Fig. C3.6A) tanto a 22°C como a 30°C. El espectro de la fracciéon polar
de las cuatro estirpes es similar en forma y maximo de absorcion, y coincide
aproximada-mente con el de la neurosporaxantina (Fig. C3.6B). El incremento
en el contenido de carotenoides de los mutantes se debe principalmente a una
mayor acumulacién de carotenos neutros, correspondientes a los intermediarios
de la ruta.

A
350
_ 22°C 30°C o
§ 300 4 Fig. C3.6. Analisis de
» EI'L_ carotenoides de la estirpe
8 2504 _I_ silvestre IMI58289 (silv) y tres
g mutantes carX. A. Contenido en
D 2004 o carotenoides de las estirpes
2 cultivadas en medio minimo en
% 1504 oscuridad (barras gris oscuro) y
ﬁ Ed ]-lg = luz (barras gris claro). Los datos
2 1004 de los cultivos iluminados
% representan la suma de los
& 504 — carotenos neutros (seccion infe-
o l rior de la barra) y los carotenos
0w T21 T52 T174  siv T21 Ts2 Ti7.4  Polares (seccion superior de la
barra). Cada barra representa la
B media de dos determinaciones.
© [wt T21 T5.2 T17.1 B. Espectro de absorcion de la
e fraccion polar de la estirpe
g silvestre y los tres mutantes
) cultivados en la luz a 30°C. La
2 longitud de onda de absorcion
maxima de los cuatro espectros

400 500 600 400 500 600 400 500 600 400 500 600  es aproximadamente 477 nm.
longitud de onda (nm)

El analisis mediante HPLC de los carotenoides neutros acumulados por
estas estirpes mostr6é un incremento de al menos cuatro veces en fitoeno y f3-
caroteno en los mutantes en relacion a la estirpe silvestre (Fig. C3.7). Ademas,
el pico de y-caroteno fue mas prominente en los cromatogramas de los
mutantes, indicando un cociente mayor y-caroteno/toruleno. La mayor
proporcién de fitoeno, B-caroteno y y-caroteno sugiere una mayor actividad de
sintasa de fitoeno y ciclasa, ambas actividades supuestamente determinadas
por el gen bifuncional carRA.

63



Resultados. C3

64

Fig. C3.7. Cromatogramas de
HPLC de la fraccion de
carotenos neutros acumulados
por la estirpe silvestre
IMI58289 (silv) y los mutantes
carX. Las estirpes se cultivaron
a 30°C en la luz (absorcion a 462
nm para los carotenos
coloreados y 286 nm para el

fitoeno).
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3.5. Expresion de los genes car en los mutantes carX

Investigamos la expresion de los genes carRA, carB y carO en la estirpe
silvestre y en dos de los mutantes AcarX (Fig. C3.8). Las tres estirpes
contuvieron cantidades muy bajas de ARNm de estos genes en la oscuridad, y
cantidades mucho mayores tras una hora de iluminacion. El analisis

cuantitativo de las sefiales de los tres genes en las estirpes investigadas mostro
mayores niveles para carRA y carO en los dos mutantes en la luz, pero no para
carB (Fig. C3.8, recuadros de la izquierda). Aunque las diferencias observadas

Fig. C3.8. Expresion de los genes
carRA, carB y carO en los mutantes
carX. Los Northern blots mostrados
estan realizados con ARN total de la
estirpe silvestre IMI58289 (silv) y dos
mutantes AcarX, cultivados en la
oscuridad (O) o expuestos a la luz (L)
durante una hora. Los paneles a la
izquierda muestran el resultado de
exposiciones cortas para una mejor
apreciacion de las diferencias en
expresion. Los paneles de la derecha
muestran exposiciones largas de las
senales en la oscuridad de la izquierda y
la de la estirpe silvestre en la luz como
control de sobreexposicion. Las sefales
de ARNr se utilizan como control de
carga. Las barras bajo los paneles
muestran los cocientes entre las
intensidades de las senales de los genes
indicados y las sefnales de ARNm
(oscuridad: barras grises; luz: barras
blancas). Los valores se representan en
relacion al cociente maximo en cada
panel, tomado como 1. La intensidad de
las senales fue estimada mediante
densitometria.
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no fueron muy importantes, correlacionan con el incremento de fitoeno y
carotenos ciclados en los cromatogramas de los mutantes (Fig. C3.7).

La sobreexposicion de las membranas obtenidas en estos experimentos de
Northern sobre las peliculas permitié detectar niveles apreciables de ARNm de
carRA 'y carB en el micelio de los mutantes cultivados en la oscuridad, pero no
en el de la estirpe silvestre (Fig. C3.8, paneles de la derecha). Este dato
correlaciona con el incremento en carotenoides en la oscuridad observada en los
mutantes AcarX. Esta diferencia no se aprecio, sin embargo, para el gen carO,
aunque los cambios de expresion de este gen no se espera que tengan
consecuencias sobre la ruta carotenogénica.
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3.6. Discusion

En este capitulo hemos descrito el gen carX, situado en la regién 5 anterior
al gen carRA y orientado de forma divergente a éste tltimo. carX determina una
proteina cuya secuencia la identifica como miembro de la familia de la oxigena-
sas de carotenoides. La mayoria de los miembros de esta familia llevan a cabo
reacciones de corte oxidativo de carotenoides. La comparacién de su secuencia
con las de enzimas de esta familia investigadas en detalle a nivel bioquimico
muestra que CarX conserva las cuatro histidinas que coordinan el atomo de Fe?*
del centro activo de este tipo de enzima. Por tanto, CarX presenta caracteristicas
que sugieren que se trata de una enzima funcional, capaz de llevar a cabo una
reaccion de corte oxidativo de un carotenoide.

El andlisis filogenético no coloca a CarX dentro de ninguno de los grupos
bien establecidos de oxigenasas de carotenoides, lo que dificulta hacer
predicciones mas concretas sobre la reaccion enzimatica que cataliza. Su
pertenencia a una subfamilia diferente seria coherente con una actividad
enzimatica distinta a las descritas hasta la fecha, como podria ser el corte
oxidativo del toruleno, cuya enzima responsable no ha sido identificada. Este
hecho, unido al ligamiento de carX a los genes necesarios para producir
toruleno desde pirofosfato de geranilgeranilo (carRA y carB), y a compartir con
ellos una misma regulacion a nivel de ARNm (Linnemanstons et al., 2002; Prado
et al., 2004), hacen que su funcién como enzima responsable de la conversion de
toruleno en neurosporaxantina sea una hipdtesis muy tentadora. La existencia
de un gen responsable de este paso enzimatico fue puesto en evidencia por la
identificacion de mutantes que acumulan toruleno (Avalos y Cerda-Olmedo.,
1987). Uno de ellos, denominado SG68, fue tomado como referencia de este
fenotipo y de base para la denominacion genética del gen responsable, carT. En
consecuencia, de ser cierta la citada hipotesis, los mutantes del gen carX
deberian tener el fenotipo de SG68, visible externamente por una caracteristica
pigmentacidn rojiza resultante de la acumulaciéon de toruleno en lugar de
neurosporaxantina. Sin embargo, los mutantes carX descritos en este capitulo
conservan la capacidad de sintetizar neurosporaxantina y su pigmentacion,
como en la estirpe silvestre, es anaranjada. El gen que denominamos carX no es,
por tanto, carT. Esta conclusion fue reafirmada por la posterior identificacion
del auténtico gen carT, descrita en el Capitulo 5 de esta Tesis.

La informacién disponible sobre carX, su hipotética funcion como gen de
una oxigenasa de carotenoides y su corregulacion con los genes carRA, carB y
carO, son aun pistas muy significativas sobre su posible papel biolégico. Los
genes car investigados proporcionan una segunda hipotesis tan sugerente como
la anterior. Como ya se indicé en la Introduccién, las opsinas utilizan retinal
como grupo prostético. Las caracteristicas de la hipotética opsina determinada
por el gen carO sugiere que muy probablemente necesita retinal para llevar a
cabo su funcion (Capitulo 2 de resultados; Prado et al., 2004). La capacidad para
ligar retinal ha sido demostrada in vitro para la opsina determinada por un gen
similar en N. crassa, nop-1 (Bieszke et al., 1999a). Parece l6gico pensar que si
carO necesita retinal, esta molécula la sintetice una enzima cuyo gen comparta
su regulacién con la de carO. Por tanto, es plausible que la funcion de CarX sea
producir retinal por rotura oxidativa de un carotenoide precursor. Son varias la
enzimas conocidas de la familia de las oxigenasas de carotenoides responsables
de la produccion de retinal por rotura oxidativa de B-caroteno, precursor que se
encuentra presente en F. fujikuroi.
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De ser cierta esta hipdtesis, el fenotipo de los mutantes AcarX deberia
coincidir con el del mutante carO. Los mutantes de este gen no dan lugar a
ninguna alteracion fenotipica en condiciones de laboratorio (Prado et al., 2004).
Sin embargo, la pérdida del gen carX produce un sensible incremento en los
niveles de carotenoides, una alteracion detectable externamente y reflejada en
cambios en los niveles de ARNm. Concluimos que la mutacion carX tiene
consecuencias en la regulacion de la ruta biosintética en su conjunto. En el
contexto de la hipdtesis planteada, este hecho puede tener al menos dos causas:
(1) el retinal es una sefal reguladora y su ausencia induce la ruta, y (2) el retinal
es usado como grupo prostético por al menos una segunda proteina, que pierde
su funcién en su ausencia y da lugar al fenotipo observado. En apoyo de la
segunda opcioén, ya se hizo mencion en el Capitulo anterior de la existencia en F.
fujikuroi al menos un segundo gen para una supuesta opsina potencialmente
capaz de ligar retinal (Alejandro F. Estrada, datos no publicados). Cabe pensar,
por tanto, que el fenotipo de la mutacion carX se deba a la pérdida de funciéon
de esta segunda opsina, actualmente en estudio en el mismo grupo de
investigacion.

El fenotipo manifestado por los mutantes AcarX puede tener su causa
también en un posible papel regulador de la propia proteina CarX. Hasta ahora
se han descrito tres agentes causantes de incremento de la produccién de
carotenoides en F. fujikuroi: la luz (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987; Avalos y
Schrott, 1990), las mutaciones en el gen carS (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987) y la
pérdida del gen carB (Fernandez-Martin et al., 2000). El tercero de ellos,
interpretado como resultado de un mecanismo de retroinhibicién por producto
final, se caracteriza por un incremento de cinco veces en el contenido de
carotenoides y solo se manifiesta en la luz (Fernandez-Martin et al., 2000; A. F.
Estrada, datos no publicados). Ninguno de estos tres fenémenos regulatorios es
aparentemente asociable al fenotipo mostrado por los mutantes carX, que pro-
duce un incremento moderado de la carotenogénesis, tanto en luz como en
oscuridad.

El andlisis quimico de los carotenoides acumulados en la luz por las estirpes
estudiadas muestra un enriquecimiento en fitoeno, B-caroteno y y-caroteno en
los mutantes AcarX, lo que sugiere un incremento relativo de las actividades
sintasa de fitoeno y ciclasa de caroteno (dependientes de CarRA) respecto a la
actividad desaturasa (CarB). Es interesante resaltar que este resultado
concuerda con el sensible incremento observado en los niveles de ARNm de
carRA pero no de carB en los mutantes carX en la luz. Es también un hecho a
resaltar que la mutacién carX en la luz aparentemente solo afecta a carRA,
mientras que en la oscuridad se observa que la mutacion AcarX afecta también a
la expresiéon de carB. Aunque no tiene aparentes consecuencias sobre la ruta
biosintética, también parece haber diferencias en el efecto de la mutacion carX
sobre los niveles de ARNm del gen carO en la luz y en la oscuridad. La falta de
informacién sobre los mecanismos de regulacién a nivel molecular de la
carotenogénesis por la luz nos impiden proponer explicaciones a estas
diferencias.

Si la funcion de carX fuera sintetizar retinal, cabria esperar que la regulacion
de dicha sintesis mostrara peculiaridades independientes de las necesidades de
regulacion de la sintesis de neurosporaxantina. Asi, en oscuridad, un nivel bajo
de expresion de los genes car debe dar lugar a un nivel bajo de opsina, que
necesitara un nivel bajo de retinal. La pérdida de carX daria lugar a la pérdida
completa de retinal; en ese caso, el incremento en la sintesis de carotenoides en
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la oscuridad podria ser el resultado de una respuesta regulatoria encaminada a
intentar suplir la ausencia de retinal en la célula. De acuerdo con dicha hipotesis,
existiria por tanto un mecanismo de retroinhibicion en el que el retinal actuaria
de sefial represora una vez que todas las opsinas dispongan de retinal y se
empiece a acumular retinal libre en la célula.

Cabe concebir, finalmente, una hipoétesis alternativa: el aumento de
carotenoides en el mutante carX podria ser una consecuencia indirecta de su no
conversion en retinal. Ello implicaria que la fuente de retinal no seria solo el 3-
caroteno, sino también el y-caroteno u otro intermediario de la ruta, ya que el
primero constituye una rama lateral en la ruta biosintética de neurospora-
xantina. En contra de esta hipdtesis, (1) no se esperaria que este efecto tuviera
consecuencias a nivel de regulaciéon de ARNm (2) el aumento de carotenoides
en la luz no deberia incluir el fitoeno. Sin embargo, no podemos descartar que
este efecto sea parcialmente responsable de la mayor acumulacion de
carotenoides en los mutantes AcarX.

Algunas de las hipotesis planteadas se basan en atribuir a carX una actividad
enzimatica de sintesis de retinal. Para establecer si ésta hipdtesis es correcta, se
decidid investigar la actividad de la proteina CarX a nivel bioquimico. Los
resultados se muestran en el siguiente capitulo.



Capitulo 4.

Determinacion de la actividad enzimatica
de la proteina CarX: sintesis de retinal

Como ya se ha descrito en el capitulo anterior,
la similitud de la proteina determinada por el
gen carX con enzimas de la familia de las
oxigenasas de carotenoides sugiere una posible
actividad de corte oxidativo de un carotenoide
de la ruta de F. fujikuroi. Para comprobar esta
posible funcidn, se siguieron dos estrategias: por
un lado se expresd una copia de ADNc de carX
en células de E. coli productoras de licopeno o [3-
caroteno para analizar su comportamiento in
vivo; por otro lado se expresd y purifico la
proteina CarX para realizar ensayos in vitro. Los
resultados indican que CarX corta 3-caroteno
para producir retinal.
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Fig. C4.1. Aspecto de los
precipitados de dos cultivos de
E. coli que contienen los genes
de la sintesis de f-caroteno y
el gen carX de F. fujikuroi. A la
derecha, el gen carX se expreso
en la orientacion correcta. A la
izquierda, se empled una
construccion con el gen carX en
sentido contrario al promotor.
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4.1. La expresion de carX en células de E. coli altera el fenotipo
cuando estas acumulan B-caroteno

Los experimentos de expresion de carX in vivo no permitieron detectar
ningun producto de corte en células de E. coli productoras de licopeno, pero si
mostraron la formacion de un producto nuevo en células productoras de -
caroteno. El resultado fue patente a simple vista, ya que se aprecié una fuerte
decoloracion del cultivo (Fig. C4.1) que delatd la desaparicion de una elevada
proporcidon del B-caroteno presente en las células. El consiguiente analisis
quimico de los carotenoides acumulados (Fig. C4.2) confirmo el descenso en [3-
caroteno y la aparicion de dos nuevos productos. Tanto el pico “b” como el “c”
mostraron un espectro de absorcidon muy similar al del retinol (maxima
absorcion a 325 nm). Sin embargo, mientras que el pico “b” mostr6 el mismo
tiempo de retencion en la columna que retinol comercial, la fraccién
correspondiente al pico “c” mostré un tiempo de retencion mayor. Esta fraccion
es muy posiblemente un producto de esterificacion del primero, modificacion
quimica que no alteraria de forma significativa el espectro de absorcién, pero si
sus propiedades quimicas en relacién a su comportamiento en la columna.
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Fig. C4.2. Andlisis de los carotenoides presentes en cultivos de E. coli que contienen los genes
de la sintesis de B-caroteno y el gen carX de F. fujikuroi. A. Se muestran los cromatogramas a
325 nm de los productos separados por HPLC tras su extraccion de un cultivo que expresa el gen
carX en la direccion correcta (cromatograma inferior) o en direccion contraria (cromatograma
superior). Los espectros (300-550 nm) y longitud de onda de absorcion maxima de los picos
relevantes se muestran en los recuadros internos.

4.2. Los cultivos de E. coli productores de B-caroteno que expre-
san carX contienen retinal

Los resultados descritos en el apartado anterior sugieren que la enzima CarX
corta el B-caroteno para producir dos moléculas de retinol, el cual es
posiblemente esterificado. El B-caroteno, por tanto, seria cortado en el doble
enlace 15,15°, de forma similar a como acttian otras enzimas de esta familia. Sin
embargo, el retinol y su subproducto son apocarotenoles, mientras que los
productos de las oxigenasas de carotenoides conocidas son apocarotenales, reti-
nal en el caso de que el sustrato sea el B-caroteno. Una explicaciéon a esta
diferencia es que el radical alcohol sea el resultado de una modificacién
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posterior del radical aldehido, de forma que el retinal sea el verdadero
producto de la actividad de CarX y que el retinol detectado sea resultado del
metabolismo de E. coli. De esta forma, el grupo aldehido del retinal seria
primero oxidado y luego esterificado, segiin se ha descrito anteriormente (von
Lintig y Vogt, 2002).

Para comprobar esta hipotesis, se extrajeron con hidroxilamina los carote-
noides producidos en el ensayo in vivo (Landers et al., 1988; Kiefer et al., 2001).
Este compuesto nitrogenado reacciona con los grupos aldehido libres (Fig. C4.3),
como el presente en un apocarotenal, dando lugar a un incremento en la
longitud de onda de maxima absorcién por agrandamiento del cromdforo. Una
consecuencia adicional esperable de esta modificacion quimica es un aumento
en el tiempo de retencién en la separacion en HPLC.

En el caso del retinal, se espera que la reaccién con hidroxilamina de lugar a
retinil oxima (Fig. C4.3). La longitud de onda de maxima absorcion y el tiempo
de retencion en HPLC de este compuesto son conocidos, y como ya se ha
adelantado, mayores que los mostrados por el retinal. El analisis por HPLC tras
tratamiento con hidroxilamina de los carotenoides producidos en el ensayo in
vivo de expresion de carX en células de E. coli productoras de [3-caroteno mostrd
la aparicién de un nuevo pico con las caracteristicas esperadas de la retinil
oxima (pico “c”, Fig. C4.4), indicando que ademas de retinol habia cantidades
apreciables de retinal en el cultivo.
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Fig. C4.4. Tratamiento con hidroxilamina de los carotenoides presentes en los cultivos de E.
coli productores de B-caroteno que expresan el gen carX de F. fujikuroi. Se muestran los
cromatogramas a 325 nm de los productos separados por HPLC tras su extraccion de un cultivo
que expresa el gen carX en la direccion correcta (cromatograma inferior) o en direccion contraria
(cromatograma superior) y su tratamiento con hidroxilamina. Los espectros (300-550 nm) y
longitud de onda de absorcion maxima de los picos relevantes se muestran en los recuadros
internos.

El bajo contenido en retinal del cultivo de E. coli analizado puede tener
también su causa en la interaccién del primero con proteinas bacterianas, con
las cuales puede formar enlaces covalentes, impidiendo su accesibilidad en el
proceso de extracciéon y su posterior visualizacion en HPLC. El retinal ligado
covalentemente a proteinas es liberado en presencia de formaldehido (Fig. C4.5).
El analisis por HPLC de las muestras de carotenoides extraidas en presencia de
formaldehido mostré dos picos (Fig. C4.6), ambos con el maximo de absorcién
correspondiente al retinol. El espectro del pico “b” mostr6é un hombro (indicado
con una flecha) a una longitud de onda que coincide aproximadamente con la

retinal é:\)wk/\o
HoN-OH
hidroxilamina

retinil oxima N/OH
+ Hp0

H

Fig C4.3. Reaccion quimica
del retinal con hidroxilamina.

W\OLNHz —Prot

Hy0

é(\JWK/\N—PrOI

CHy0
formaldehido
é(vwg/"o CH3-NH-Prot

Fig. C4.5. Formacion y
destruccion del enlace
llamado “base de Schiff”
entre el retinal y el grupo
amino de wuna lisina
perteneciente a una
proteina. La rotura del
enlace se produce por la
adicion de formaldehido.
Notese que el retinal no es
modificado por la adicion de
este compuesto.
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Fig. C4.7. Reaccion de acetila-

cion del retinol.
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Fig. C4.6. Tratamiento con formaldehido de los carotenoides presentes en los cultivos de E.
coli productores de B-caroteno que expresan el gen carX de F. fujikuroi. Se muestra el
cromatograma a 325 nm de los productos separados por HPLC tras el tratamiento. Los espectros
(300-550 nm) y longitud de onda de absorcion maxima de los picos relevantes se muestran en los
recuadros internos. La flecha en el recuadro b sefiala el hombro citado en el texto.

longitud de onda de maxima absorcién del retinal. Es plausible que se trate de
este compuesto, ya que el retinal y el retinol presentan el mismo tiempo de
retencion. De nuevo, el pico “c” puede corresponder a una fracciéon de retinol
esterificado.

Los resultados descritos sugieren que la expresion de carX en la estirpe de E.
coli productora de B-caroteno da lugar a la formacion de retinal, el cual es
posteriormente oxidado a retinol. La identificacion como retinol del compuesto
correspondiente al pico “b” en las Fig. C4.2, C4.4 y C4.6 se baso en sus
propiedades cromatograficas. En busca de nuevos apoyos a esta identificacion,
se llevaron a cabo ensayos quimicos adicionales. Una prueba muy sencilla se
basa precisa-mente en la posibilidad de esterificar el grupo alcohol. De ser reti-
nol, podra reaccionar con acido acético y formar acetato de retinol, (Fig. C4.7), el
cual mostraria un tiempo de retencion diferente en la separacién por HPLC. En
ese caso, el hombro interpretado como retinal en la Fig. C4.6 (espectro del pico
“b”, indicado por una flecha) quedaria libre, ya que éste no es susceptible de
sufrir esta reaccion.

El analisis por HPLC de los carotenoides presentes en el cultivo que expresa
carX y sometidos a la reaccién de acetilacion (Fig. C4.8) confirmo estas
predicciones. Efectivamente, se observa que el pico arriba mencionado se
retrasa, pasando a tener un espectro y un tiempo de retencion igual al pico “c”
de las Fig. C4.2 y C4. 6 y al pico “d” de la Fig. C4.4. Esta identidad entre
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Fig. C4.8. Tratamiento con acido acético de los carotenoides presentes en los cultivos de E.
coli productores de B-caroteno que expresan el gen carX de F. fujikuroi. Se muestra el
cromatograma a 325 nm de los productos separados por HPLC tras el tratamiento. Los espectros
(300-550 nm) y longitud de onda de absorcion maxima de los picos relevantes se muestran en los
recuadros internos.
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espectros y tiempo de retencion no solo apoya la identidad del retinol, sino que
indica ademas que el compuesto interpretado mds arriba como un producto de
esterificacion del retinol es acetato de retinol. Como cabia esperar, fue visible en
este caso un pequeno pico atribuible a retinal (pico “b”, Fig. C4.8), que en el
apartado anterior podia solo intuirse por un hombro en el espectro del pico “b”
(Fig. C4.6).

4.3. Produccion de retinal libre in vivo

Dos lineas de evidencia diferentes permitieron demostrar la presencia de re-
tinal en el cultivo de E. coli productor de B-caroteno que expresa carX,
sugiriendo que este compuesto es el origen del retinol detectado en las
muestras. Por un lado, como ya se mencion6 en el apartado 4.2, la repeticion de
experimentos como el representado en la Fig. C4.2 mostrd una variablidad en
las proporciones de los apocarotenoides producidos. En algunos casos, como el
mostrado en la Fig. C4.9, el espectro de absorcion del pico con 10 min de
retencion (pico b) corresponde basicamente a retinal y no a retinol. La interpre-
tacién de este resultado es que algunas de las muestras obtenidas en el
experimento contuvieron una cantidad proporcionalmente mas elevada de reti-
nal que de retinol, ya sea por una menor oxidacién de retinal o por una
esterificacion mas eficiente del retinol producido (pico c). Desconocemos las
razones de esta variabilidad en la proporcién retinal/retinol, inesperada al
tratarse de la misma estirpe, condiciones cultivo y proceso analitico. La segunda
evidencia se describe en el apartado siguiente.
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Fig. C4.9. Ejemplo de repeticion del experimento mostrado en la Fig. C4.2. Se muestran el

resultado del mismo analisis de HPLC. En este caso, el pico “b” posee una longitud de onda de
absorcion maxima atribuible a retinal.

4.4. Espectrometria de masas del producto de CarX in vivo

Para confirmar la identidad quimica del retinal, los carotenoides producidos
en el experimento descrito en la Fig. C4.9 se separaron en cromatografia de capa
fina (TLC) y la fraccién correspondiente al retinal se purificd y se someti6 a
analisis mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS),
utilizando retinal comercial como control.

El producto aislado del cultivo de E. coli y el retinal mostraron los mismos
tiempos de retencion y, como puede verse en la Fig. C4.10, espectros de masas
equivalentes, que coincidieron ademas con el espectro del retinal de la base de
datos NIST Mass Spectral Search Program Version 2.0 (National Institute of
Standards and Technology, EE.UU) y con espectros ya publicados (Ruch et al.,
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Fig. C4.10. Cromatograma CG/EM de la muestra de presunto retinal presente en el cultivo de E. coli que expresa el gen carX.
A. Espectro del compuesto correspondiente al pico “b” en la Fig. C4.9. B. Espectro del retinal.

170 =
130

100
70—
55—

40

35—

Fig. C4.11. Expresion y
purificacion de la proteina
CarX. SDS-PAGE del extracto
total de E. coli expresando GST-
CarX (carril 1), el correspon-
diente control, expresando GST
(carril 2), proteinas solubili-
zadas conteniendo GST-CarX
(carril 3) y GST-CarX purificada
por glutation-sefarosa y eluida
con glutation (carril 4).
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2005; Scherzinger et al., 2006). El espectro incluye la presencia del ion
caracteristico de m/z = 284 y el fragmento tipico de m/z = 161, indicativo de la
pérdida del anillo de ionona del ion parental. Los datos descritos sugieren
fuertemente que las células de E. coli que expresan el gen carX cortan B-caroteno
para producir retinal.

4.5. Actividad in vitro de la proteina CarX

Para investigar la actividad enzimatica de la proteina CarX, se expreso el gen
carX fusionado a un gen de transferasa de S-glutation (GST) en una estirpe
apropiada de E. coli. La correspondiente proteina de fusiéon CarX-GST
producida por la bacteria se purificé (Fig. C4.11) y se utilizo en ensayos in vitro
con [-caroteno como sustrato. El andlisis mediante HPLC mostré que dicha
incubacién da lugar a la aparicién de cantidades significativas de retinal,
ausente en incubaciones control (Fig. C4.12). Experimentos hechos en paralelo
en presencia de licopeno no permitieron detectar ningtin producto, indicando la

Fig. C4.12. Actividad in vitro
de CarX sobre B-caroteno.
e SRR R e a Analisis por HPLC de los
‘ productos resultantes de la

incubacion de B-caroteno en
ausencia de CarX (GST) o en
presencia de 1,1 pg/ml de CarX
(GST-CarX). Los recuadros
interiores muestran el espectro
GST de los picos relevantes y su
interpretacion: B-caroteno (a);
retinal (b). La longitud de onda
a (nm) de absorcion maxima de
cada carotenoide se indica en
b GST- el espectro (350-550 nm). Se
A CarX muestra en el recuadro superi-
or la reaccion de corte
propuesta.
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necesidad de una anillo -ionona en el sustrato.

Recientemente se ha descrito que la enzima SynACO (ver apartado 3.3.1 en
Introduccién) corta apocarotenoides de diferente longitud de cadena en el doble
enlace central 15,15, produciendo en todos los casos una molécula de retinal y
un supuesto fragmento de tamafo variable (Ruch et al., 2005). Para investigar la
capacidad de CarX de producir retinal a partir de apocarotenales, se hicieron
ensayos in vitro con B-apo-8’-carotenal (C30) como sustrato. El analisis mediante
HPLC de los carotenoides resultantes de esta incubacién muestran de nuevo la
aparicién de retinal, indicando la capacidad de CarX para reconocer también
este sustrato (Fig. C4.13).

a 162 b 282 a WO
. ﬁﬁ(‘*g‘)“o % yo

&
o
C
8
5 GST
2
© b
a
J GST-CarX
0 10 20 30 40 50 60
tiempo (min)

Fig. C4.13. Actividad in vitro de CarX sobre B-apo-8 -carotenal. Analisis por HPLC de los
productos resultantes de la incubacion de B-apo-8 -carotenal en ausencia de CarX (GST) o en
presencia de 1,1 pg/ml de CarX (GST-CarX). Los recuadros interiores muestran el espectro de los
picos principales y su interpretacion: B-apo-8°-carotenal (a); retinal (b). La longitud de onda
(nm) de absorcion maxima de cada carotenoide se indica en el espectro (350-550 nm). Se
muestra a la derecha la reaccion de corte propuesta.

4.6. Relacion entre la produccion de retinal y el fenotipo de los
mutantes carX

Como ya se ha descrito, los mutantes carX acumulan mas carotenoides que
la estirpe silvestre tanto en luz como en oscuridad (Capitulo 3; Thewes et al.,
2005). Se ha propuesto en la discusion del capitulo anterior que este fenotipo,
presuntamente regulatorio, puede ser causado por la falta de retinal, que podria
ejercer asi de sefal regulatoria. Para comprobar esta hipotesis, se cultivé la
estirpe silvestre y un mutante AcarX en medio minimo suplementado con reti-
nal y 4cido retinoico (ambos a 0,75 mM). Para facilitar el acceso de estos
retinoides a la célula, se afiadieron al medio disueltos en etanol y emulsionados
con un detergente (tween-80), condiciones empleadas previamente para
investigar el efecto de la vitamina A (en forma de acetato de retinol) o la -
ionona (apocarotenoide) en la estirpe silvestre (Avalos y Cerda-Olmedo, 1986).
El experimento se realizd a 22°C en oscuridad, condiciones en las que la
diferencia en la produccién de carotenoides entre la estirpe sivestre y los
mutantes carX es proporcionalmente mayor.

Los resultados de este experimento (Fig. C4.14) muestran un aumento en las
concentraciones de carotenoides tanto en la estirpe silvestre como en el mutante
AcarX en presencia de retinal o de acido retinoico, pero también en presencia de
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carotenoides (Hg/g masa seca)

las mismas concentraciones de etanol y detergente empleados para su
solubilizacion. El resultado del experimento sugiere que la presencia de estos
retinoides no tiene consecuencias relevantes sobre la regulacion de la sintesis de
carotenoides en F. fujikuroi, tanto en la estirpe silvestre como en el mutante
carente de actividad CarX.

60
501
401
301
1 Fig. C4.14. Concentraciones de carotenoides
20+ en el micelio de la estirpe silvestre
i s IMI58289 (silv) y el mutante AcarX T2.1. Las
: estirpes se incubaron siete dias en la
101 . oscuridad a 22°C en medio minimo en
E - presencia de los compuestos que se indican.
0 Se representa la media de dos medidas,
silv T21 silvT21 silv T21 silv T21 indicadas por puntos.
control EtOH EtOH EtOH
Tween Tween Tween

retinal  ac.retinoico
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4.6. Discusion

En este capitulo se han empleado varias estrategias experimentales para
demostrar que la proteina CarX es una oxigenasa de carotenoides que cataliza
la reaccion de corte de B-caroteno para producir retinal. Aunque los cultivos de
E. coli productores de [B-caroteno no mostraron una coloracién muy intensa, la
expresion del gen carX en estas células dio lugar a la pérdida de la
pigmentacién amarilla caracteristica del B-caroteno, un cambio particularmente
visible cuando las células se precipitan por centrifugacion. Tal pérdida de color
no fue resultado de la desaparicién de los carotenoides, sino de su conversion
en carotenoides de menor tamano que absorben a longitudes de onda fuera del
visible. Tal es el caso del retinol, retinil ester y retinal, detectados a
concentraciones variables en estos experimentos, pero cuyos maximos de
absorcién por debajo de 400 nm les impiden dar color al cultivo.

Especialmente relevante fue la confirmacion de la presencia de retinal en este
cultivo de E. coli. Su naturaleza quimica queddé sélidamente demostrada
mediante la comparacion con retinal comercial por varias técnicas diferentes,
incluyendo su patréon de separaciéon en HPLC, su espectro de absorcién y su
cromatograma CG-EM. La presencia de retinol y retinil ester fue verificada
también por su patréon de elucion en HPLC y su espectro. En el caso del retinol,
se confirmé ademads la naturaleza quimica del grupo alcohol mediante
esterificacion.

En contraste con la decoloraciéon producida en células de E. coli productoras
de B-caroteno, no se observd cambio de color como resultado de la expresion de
carX en un cultivo productor de licopeno. Una actividad baja de la enzima sobre
este sustrato posiblemente no se veria reflejada en el color del cultivo, pero en
los cromatogramas de HPLC no se detecta la menor traza de ningun
carotenoide nuevo, sugiriendo muy baja o nula eficiencia de CarX para cortar
licopeno. Resultados similares se obtuvieron con la enzima BCO-I humana, que
corta 3-caroteno pero no licopeno (Lindqvist y Andersson, 2002). Este resultado
indica que CarX necesita que su sustrato posea un extremo ciclado. Esta
conclusién fue reafirmada por la ausencia de actividad sobre licopeno en
ensayos in vitro con la enzima CarX purificada.

La presencia de retinol ademas de retinal en los experimentos in vivo puede
levantar dudas sobre la identidad del auténtico producto generado por la Retinal MO

. . 7 . . E. coli
enzima CarX a partir del B-caroteno. Esta duda qued6 despejada mediante el ! |
r1e . .. . . . . .. Retinol >
analisis de la actividad in vitro de la enzima. Bajo estas condiciones, la | . } o
incubacién de CarX con B-caroteno dio lugar exclusivamente a retinal, -y PN
Retinil-acetato 0”0

demostrando que la actividad de la enzima es la reaccién de corte en el doble
en?ace 1?,15' del .sustrato dejando gruPos aldehido en los dos extremos. La Fig. C4.15. Probables modi-
existencia de retinol y acetato de retinol en las muestras solo puede ser ficaciones quimicas del retinal
explicada por la oxidacién del radical aldehido del retinal y la posterior enE. coli.
acetilacion del grupo alcohol, reacciones que tienen lugar presuntamente en la
propia bacteria (Fig. C4.15). Existen ya precedentes de la capacidad de E. coli
para oxidar retinal a retinol (von Lintig y Vogt, 2002).

La enzima CarX fue capaz de cortar también un sustrato monociclico, el -
apo-8’-apocarotenal, dando lugar igualmente a retinal. Este experimento nos
dice que el reconocimiento del doble enlace 15,15" es determinado por la

distancia desde un anillo de B-ionona, siendo la naturaleza quimica del otro
extremo mucho menos relevante. Este mismo mecanismo de seleccion de sitio
se observd en las enzimas SynACO (Ruch et al., 2005; Kloer et al., 2005) y 77
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NosACO (Scherzinger et al., 2006).

Desconocemos si las modificaciones sufridas por el retinal en E. coli tienen
lugar también en F. fujikuroi. El grupo aldehido de los apocarotenales tiende a
reaccionar de forma espontanea con los grupos amino de los aminodacidos de
proteinas de E. coli, formando enlaces de base de Schiff similares a los que
forma con las opsinas. Puesto que la presencia de retinal en E. coli es una
situacién artificial para la bacteria, las reacciones quimicas sufridas (oxidacion,
esterificacién y union a proteinas) pueden ser consecuencia de su acumulacion
en ausencia de procesos naturales que controlen su destino. No debe ser ese el
caso del hongo, que se espera que posea mecanismos de captacion del retinal
para ser incorporado a las opsinas, bien de forma directa o por mediacion de
algun tipo de proteina transportadora. La primera posibilidad es plausible, ya
que el retinal es una molécula basicamente apolar que se ubica con facilidad en
el entorno hidrofdbico de las membranas lipidicas, lugar donde se encuentran
también las opsinas. La segunda posibilidad seria necesaria si el lugar de
sintesis de carotenoides estuviera fisicamente separado de las membranas
donde ejerzan su funcion las opsinas. Ese podria ser facilmente el caso si las
opsinas fueran proteinas mitocondriales.

La demostracion del papel de CarX como enzima suministradora de retinal
permite reconsiderar el fenotipo parcialmente desregulado de los mutantes
carentes de la enzima (capitulo 3). Estrictamente hablando, podemos considerar
a carX como un nuevo gen estructural de la ruta, y el retinal como uno de sus
presumibles productos finales. Parece razonable pensar por tanto que la célula
emplee el retinal como sefial reguladora, y que la ausencia de retinal provoque
una estimulacién de la ruta, por €j. a través de un mecanismo de retroinhibicién.
Nuestros resultados contradicen esta hipdtesis, ya que el mutante carX sigue
mostrando una sintesis elevada de carotenoides cuando se le suministra retinal
en el medio de cultivo. Sin embargo, no la descartan, ya que no se puede
demostrar que el retinal acceda al sitio adecuado en la célula. En experimentos
similares en el hongo P. blakesleeanus, la adicion al medio de acetato de retinol u
otros retinoides, emulsionados de la misma forma que en nuestro experimento,
da lugar a una fuerte activacién de la carotenogénesis, resultado que es
interpretado por la interferencia ejercida por estos compuestos sobre el
mecanismo de retroinhibiciéon por [B-caroteno (Eslava et al., 1974). En F. fujikuroi
ya se conocia con anterioridad la falta de efecto de la adicién de acetato de reti-
nol o B-ionona a la estirpe silvestre (Avalos y Cerdd-Olmedo., 1986). Estos
mismos experimentos describieron sin embargo un modesto efecto inductor del
etanol, que explica la ligera activacion encontrada en los experimentos descritos
en la Fig. C4.14.

Si el retinal no ejerce un papel como senal reguladora, la desregulacion
observada en los mutantes carX puede ser debida a la ausencia de la propia
enzima o a la pérdida de funcién de una proteina que requiera retinal, como es
el caso de las opsinas (Capitulo 1 de resultados). La primera hipétesis parece
improbable, ya que no hay precedentes que nos permitan atribuir a una
oxigenasa de carotenoides una funcién regulatoria a sumar a la de su propia
actividad enzimética. Como ya se indicd en el Capitulo 2 de resultados, los
mutantes nulos carO carecen de fenotipo sobre la carotenogénesis, pero existe
un segundo gen de opsina, opsA, cuya pérdida de funcidon pudiera ser la
desencadenante de la desregulacion. Ese seria el caso, por ej., si como
consecuencia de la pérdida de las opsinas se produjera un aumento del estrés
oxidativo en la célula, sefial capaz de incrementar la sintesis de carotenoides en
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otros hongos (Gessler et al., 2002; Yoshida y Hasunuma, 2004).

Los resultados descritos en este capitulo constituyen la primera demostra-
cion de sintesis de retinal en hongos. El descubrimiento en los tiltimos afios de la
existencia de opsinas en este Reino, y la demostracion en el caso particular de
una de ellas (Nop-1 de N. crassa) de la utilizacidn de retinal como grupo
prostético, dirige la atencion a la existencia de enzimas similares con la misma
funcién que carX en otros hongos. Nuestros resultados abren la puerta a estos
estudios.
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Capitulo 5.

Identificacion del gen carT, que determina la
oxigenasa de carotenoides responsable del
corte oxidativo de toruleno

Los resultados del capitulo anterior muestran
que el gen carX determina una oxigenasa de
carotenoides, confirmando por tanto su relacién con
la carotenogénesis y extendiendo el regulon car a
cuatro genes. Puesto que tanto la mutacion dirigida
del gen carX (Capitulo 3; Thewes et al., 2005) como
el analisis de la actividad de la proteina CarX
(Capitulo 4) indican que no guardan relacion con la
reaccion de rotura oxidativa del toruleno, se
procedio a buscar otros genes de la misma familia
en el genoma de F. graminearum. El andlisis
mediante Blast revelo la presencia de un nuevo gen
con similitud significativa a la oxigenasa de [3-
caroteno humana I (BCO [; cdédigo de acceso
NP_059125). A la luz de los resultados descritos en
este capitulo, hemos identificado este gen como carT,
anteriormente definido por mutacion (Avalos y
Cerda-Olmedo, 1987). En contraste con carX, carT
no esta ligado a los genes estructurales de la ruta en
el genoma de F. graminearum, sino que se encuentra
a 1,2 megabases de distancia en el mismo
cromosoma.
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Fig C5.2. Diferencias de
secuencia de la proteina
CarT en las estirpes
silvestres IMI58289 y
FKMC1995. Las barras indi-
can sobre el mapa del gen
las posiciones donde el
aminoacido es distinto en
ambas estirpes.
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5.1. Clonacion del gen carT

La supuesta proteina con similitud a BCO I identificada en F. graminearum es
XM_382801. Aprovechando la similitud de secuencia entre F. graminearum y F.
fujikuroi, se escogieron segmentos altamente conservados de dicha proteina y se
disefiaron cebadores adecuados con los que se hicieron experimentos de PCR
para obtener un fragmento interno del mismo gen de F. fujikuroi (Fig. C5.1). De
esta forma se obtuvo un fragmento de 657 pb a partir de la estirpe silvestre
FKMC1995. A continuacién se emplearon nuevos cebadores basados en dicha
secuencia para obtener los extremos 5" y 3" del gen mediante la técnica de Rapid
Amplification of cDNA Ends (RACE). Finalmente, se clono el gen completo de las
estirpes silvestres FKMC1995 e IMI58289 a partir de ADN genémico y ADN
complementario, y se determind su secuencia.

carT

5 —{IM >3
Fig C5.1. Proceso de clonacion del gen carT > <oligos degenerados
de F. fujikuroi. En un primer paso se obtuvo > RACE <
un segmento interno .medlante PCR. En Lfn > RAGE -«
segundo paso se obtuvieron los extremos 5"y
3"mediante la técnica de RACE. — ___I

0 1000 2000

En ambas estirpes silvestres se identific6 un marco de lectura de 1781 pb
(apéndices 5.1 y 5.2), interrumpidos por un solo intrén de 47 pb, que determina
una presumible proteina de 577 aminodcidos (apéndices 5.3 y 5.4). La secuencia
del gen carT de FKMC1995 difiere de la de IMI58289 en 11 bases, que da lugar a
siete aminoacidos diferentes en las correspondientes proteinas (Fig. C5.2). Esta
divergencia es inesperadamente alta al tratarse de dos estirpes silvestres de la
misma especie, y contrasta con la ausencia de diferencias entre otras parejas de
genes ortdlogos, tales como carRA o carO.

La proteina CarT tiene el mismo tamano que la de F. graminearum, y ambas
comparten un 82% de identidad. Como cabe esperar, la identidad es mucho
menor si se compara con enzimas de la misma familia de otras especies. Asi, por
€j., solo un 27% de los aminoacidos estan conservados entre CarT y BCO I (Fig.
C5.3). Sorprendentemente, BCOI muestra menor similitud con la otra oxigenasa
de carotenoides de F. fujikuroi (20%), CarX, aunque ambas enzimas catalizan la
misma reaccion, la rotura central del B-caroteno para dar retinal (Capitulo 4).
Ademas, las proteinas CarX y CarT de F. fujikuroi son tan diferentes entre si
como cada una de ellas con BCOI, (28% de identidad). Ambos genes contienen
un solo intrén en el dominio 5°, aunque no estd localizado en posiciones
idénticas (Fig. C5.3).

5.2. El gen carT esta mutado en la estirpe productora de toruleno
SG68

Se ha descrito previamente un mutante de F. fujikuroi que acumula toruleno
en lugar del producto final neurosporaxantina (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987).
Este mutante (SG68) presenta un color rojizo, distinguible del color naranja de
la estirpe de la que proviene, SG22 (Fig. C5.4). El analisis por HPLC de los
carotenoides de ambas estirpes confirmo la abundancia de toruleno y la
inexistencia de neurosporaxantina en el mutante SG68 en comparacién con
5G22.
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Fig. C5.3. Comparacion mediante Clustal de CarT, CarX y tres proteinas representativas de la familia de las dioxigenasas de
carotenoides. Se han sombreado en gris los aminoacidos presentes en la misma posicion en al menos tres de las proteinas. Se destacan
en negro las cuatro histidinas que coordinan el atomo de Fe?. Los recuadros de trazo continuo enmarcan laminas B y los de trazo
discontinuo hélices a (Kloer et al., 2005). La estrella bajo la secuencia de CarT muestra el residuo afectado por la mutacion en la estirpe
SG68. Los triangulos muestran la posicion del intron en carX y carT. ACO: oxigenasa de apocarotenoides de Synechocystis sp, codigo de
acceso NP_441748; BCO-1: dioxigenasa de B-caroteno 1 de H. sapiens, Q9HAY6; NCDE: oxigenasa de carotenoides 1 de A. thaliana,
CAA06712.

Como primera aproximacion para elucidar el posible papel del gen carT en

la conversién enzimatica de toruleno en neurosporaxantina, se secuenci6 el
alelo de este gen en SG68 y se compard con la secuencia de la estirpe parental.
El alelo carT de SG68 contiene una transicion G259->A, que se espera provoque

la sustitucion de una glicina por un residuo de aspartato en la posicién 71 de la

proteina (Fig. C5.3). Este aminoacido neutro estd muy conservado en diferentes

enzimas de esta familia, lo cual sugiere que su sustitucion por un aminoacido
altamente polar puede alterar severamente a la actividad de la enzima. Este

resultado nos lleva a proponer que CarT es la oxigenasa de carotenoides que

media el corte oxidativo del toruleno para producir neurosporaxantina en F.

fujikuroi.

absorbencia

Fig. C5.4. Pigmentaciéon y analisis de carotenoides de las
estirpes SG22 y SG68. Las fotos muestran colonias de 3 dias de
edad cultivadas a 30°C en medio minimo en la oscuridad. Los
carotenoides acumulados por estas colonias fueron analizados
por HPLC. Se muestran los cromatogramas obtenidos a la
longitud de onda de 462 nm. Los espectros (350-550 nm) y
longitud de onda de absorcion maxima de los picos relevantes,

correspondientes a neurosporaxantina (a), toruleno (b), y-
caroteno (c) y B-caroteno (d), se muestran en los recuadros
internos.
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5.3. CarT es una oxigenasa de carotenoides que corta licopeno in
vivo

La familia de las oxigenasas de carotenoides incluye miembros que cortan
sustratos no carotenoides, como el lignostilbeno, reconocido por la dioxigenasa
0-B de Pseudomonas paucimobilis (Kamoda and Saburi, 1993), o que no cortan su
sustrato, como la RPE65 humana (Xue et al., 2004). Para determinar si CarT es
una oxigenasa de carotenoides enzimaticamente activa, expresamos la enzima
en estirpes de E. coli productoras de 3-caroteno y licopeno, y analizamos el
contenido de carotenoides mediante HPLC.

En el caso de su expresion en la estirpe productora de licopeno se detectaron
pequenias cantidades de nuevos carotenoides, ausentes en los cultivos control
(Fig. C5.5). El espectro y maximo de absorcion del producto mayoritario (Fig.
C5.5, pico “b”) es consistente con el esperado para un apocarotenoide
producido a partir del licopeno, lo cual apoya la hipétesis que propone a CarT
como una proteina que rompe caroteno. Aunque no se ha establecido la
naturaleza quimica de los productos de corte, su espectro de absorcion sugiere
que el punto de rotura se localiza cerca del extremo del licopeno. Por otro lado,
al contrario de lo observado anteriormente para CarX (Capitulo 4), no se detectd
ningun producto cuando CarT se expresoé en células de E. coli productoras de 3-
caroteno, sugiriendo que la enzima no corta carotenos biciclicos.
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Fig. C5.5. Andlisis de los carotenoides presentes en cultivos de E. coli que contienen los genes
de la sintesis de licopeno y el gen carT de F. fujikuroi. Se muestran los cromatogramas a 520
nm de los productos separados por HPLC tras su extraccion de un cultivo que expresa el gen carT
en la direccion correcta (cromatograma inferior) o en direccion contraria (cromatograma
superior). Los espectros (350-550 nm) y longitud de onda de absorcion maxima de los picos
relevantes se muestran en los recuadros internos (a: licopeno; b: producto principal).

5.4. CarT convierte el toruleno en (B-apo-4’-carotenal (C35) in
vitro

Para comprobar la actividad enzimatica de CarT sobre otros carotenoides, la
enzima se expresd como proteina de fusion en células de E. coli de forma
analoga a los experimentos anteriormente realizados con la proteina CarX en el
Capitulo 4. Una vez purificada y separada de la GST mediante tratamiento con
trombina, la proteina se detect6 en cantidades apreciables en el extracto soluble
(Fig. C5.6), haciendo posible ensayos de su actividad enzimatica in vitro. Para
probar la presumible actividad de CarT sobre toruleno, se obtuvieron
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Fig. C5.6. Expresion y purificacion de la proteina
150 ] CarT. SDS-PAGE del extracto total de E. coli
expresando GST-CarT (carril 1), el correspondiente
- CarT control, expresando GST-carT en la direccion opuesta
(carril 2), proteinas solubilizadas conteniendo CarT
(carril 3) y CarT purificada por glutation-sefarosa y

eluida con trombina (carril 4).
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cantidades elevadas de este caroteno a partir de la estirpe SG68. La incubacion
de la enzima con toruleno dio lugar a la sintesis de un nuevo carotenoide (Fig.
C5.7). Los cromatogramas del HPLC no permitieron detectar otros productos,
lo que indica que la enzima cataliza una unica reaccién. El espectro y el patréon
de elucién del producto de la reaccion mediada por CarT sobre el toruleno es
idéntico al B-apo-4’-carotenal. Este compuesto fue analizado como patrén ya
que la informacidn previa sobre otras oxigenasas de carotenoides indica que los
productos de sus reacciones de corte poseen habitualmente un radical aldehido
en el extremo. Por tanto, este compuesto es el que se esperaria que se formara si
la enzima rompiera el toruleno en el lugar necesario para producir neurospora-
xantina. Los resultados indican por tanto que CarT cataliza la reacciéon de corte
del toruleno como primer paso para la produccién de dicha xantofila.
Posteriormente cabe esperar una nueva reaccidon quimica para generar el
extremo acido caracteristico de la neurosporaxantina.

a b ¢ Fig. C5.7. Actividad in vitro

87 485 485 de CarT sobre toruleno.
Analisis por HPLC de los
productos resultantes de la
incubacion de toruleno (20
UM) en ausencia de CarT

control jL_ (control) o en presencia de
0,3 pg/ml de CarT (ensayo).
b Los recuadros interiores

a
W’Y‘W muestran el espectro de los

picos relevantes y su
interpretacion: toruleno (a);
. B-apo-4'-carotenal (b:
producido a partir de
Cart JL’«——J\— toruleno; c: patroén). La
¢ longitud de onda de
absorcion maxima de cada
carotenoide se indica en el
espectro (350-550 nm). Se
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tral la reacciéon de corte
0 10 20 30 40 50 60 70 propuesta.
tiempo (min)

absorbencia
o
S ~—
_20

5.5. El lugar de rotura de CarT esta determinado por la distancia
al extremo no ciclado

A diferencia de CarX, la reaccion de corte llevada a cabo por CarT es
excéntrica, ya que acttia sobre el doble enlace 4', 5" del toruleno para generar un
apocarotenoide de 35 atomos de carbono y un fragmento predecible de 5
atomos de carbono, del que no cabe esperar capacidad de absorcion suficiente
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para ser detectado en los cromatogramas. A la luz de estos resultados, nos
planteamos la pregunta de cual es el mecanismo empleado por la enzima para
determinar el lugar de corte, es decir, si éste viene determinado por la distancia
al anillo de B-ionona o al extremo no ciclado de la molécula. Para averiguarlo, se
llevaron a cabo ensayos in vitro de carT sobre apocarotenoides monociclicos
sintéticos con diferentes longitudes de cadena. Como se muestra en la Fig. C5.8,
la enzima convirtié B-apo-8’-carotenal, de 30 atomos de carbono (C30, Fig.
C5.8A) y B-apo-10'-carotenal (C27, Fig. C5.8B) en B-apo-14"-carotenal (C22) y
retinal (B-apo-15"-carotenal; C20) respectivamente. Ambos productos fueron
identificados por la comparacion de su espectro de absorcién y tiempo de
elucion en HPLC con los correspondientes patrones.

La formacién de B-apo-14’-carotenal y retinal indican que el corte se produjo
en el tercer doble enlace (13,14 y 15’,15; respectivamente) a partir del extremo
no ciclado. Este dato contrasta con la reaccion de corte sobre el toruleno, que se
produce en el segundo doble enlace. Esta diferencia se debe probablemente a la
distinta naturaleza quimica de los extremos de estas moléculas, con un grupo
aldehido en los apocarotenales ausente en el toruleno. Parece probable que la
presencia de este grupo pueda alterar la disposicién del sustrato en el sitio
activo de la enzima y provocar la exposicion de un doble enlace diferente al
atomo de Fe* en el sitio activo. De cualquier manera, los resultados indican de
forma contundente que CarT reconoce su punto de corte a partir de la distancia
al extremo no ciclado del carotenoide.
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Fig. C5.8. Actividad in vitro de CarT sobre B-apo-8-carotenal (A) y B-apo-10"-carotenal (B). Analisis por HPLC de los
productos resultantes de la incubacion de los dos apocarotenales (40 uM) en ausencia de CarT (control) o en presencia de
300 ng/ul de CarT. Los recuadros interiores muestran el espectro de los picos relevantes y su interpretacion: B-apo-8°-
carotenal (a), retinal (b), y B-apo-14"-carotenal (dos isomeros, ¢ y d). La longitud de onda (nm) de absorcion maxima de
cada carotenoide se indica en el espectro (350-550 nm). Se muestran también la reacciones de corte propuestas.
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5.6. CarT muestra preferencia de corte por extremos no
oxigenados frente a extremos oxigenados

Los experimentos mostrados en el apartado anterior conllevan ademas dos
conclusiones interesantes: (1) CarT es capaz de cortar carotenoides mas cortos
que el toruleno, y (2) lo puede hacer también si el extremo esta oxigenado. Nada
impide por tanto que la enzima pueda actuar sobre su propio producto, el -
apo-4’-carotenal. Es posible, sin embargo, que esta reaccion posea una eficacia
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menor en comparacion con la presentada sobre su sustrato habitual, el toruleno.
Para comparar las eficiencias relativas de CarT sobre un extremo oxigenado y
otro no oxigenado, llevamos a cabo un ensayo in vitro con apo-8'-licopenal. Este
sustrato contiene un extremo idéntico al extremo no ciclado del toruleno, y el
otro extremo oxigenado en forma de grupo aldehido. Debido a la asimetria del
corte producido por CarT, los productos resultantes de la reaccién serian
diferentes en funcién del extremo donde se produce el corte. Como puede
apreciarse en la Fig. C5.9, el producto mayoritario de la incubacién de CarT con
licopenal fue el dialdehido crocetin-dial (C20). La naturaleza quimica de este
producto, confirmada por su espectro de absorcién y su patron de elucién en
HPLC, indica que CarT corta preferentemente en el extremo no oxigenado. En
menor cantidad se detectaron también otros dos productos, probablemente
originados por una actividad de corte residual en el extremo oxigenado de la
molécula.

0 10 20 30 40 50 60
tiempo (min)

5.7. El gen carT muestra una regulacion coman con los otros
genes car de F. fujikuroi

Los genes estructurales carRA, carB y carX y el gen ligado a ellos carO estan
sujetos a una regulacion comun. Sus niveles de ARNm, muy bajos en la
oscuridad, aumentan transitoriamente al ser iluminado el cultivo, y son
constitutivamente altos en mutantes superproductores de carotenoides (Fig.
C3.4) (Prado et al., 2004; Thewes et al., 2005). Experimentos de Northern usando
como sonda un fragmento del gen carT mostraron una regulacion muy similar:
no se apreci6 ARNm de carT en oscuridad en la estirpe silvestre, comenzo a
acumularse tras exponer el hongo a la luz para alcanzar su maximo después de
una hora de iluminacién (Fig. C5.10). Adicionalmente, tal como se observa en
los otros genes car, se aprecia un incremento significativo de los niveles de
ARNm de carT en oscuridad en tres estirpes superproductoras independientes
(5G22, SG36 y SG39, Avalos y Cerda-Olmedo, 1987) en comparacion con la
estirpe silvestre (Fig. C5.10). Por tanto, las mismas proteinas reguladoras que
controlan la expresion de los genes car anteriormente estudiados parecen
controlar los niveles de ARNm de carT, presumiblemente a nivel del inicio de la
transcripcion. Los cinco genes forman parte por tanto de un mismo regulén.
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B AN control Fig. C5.9. Actividad in vitro de CarT sobre apo-8°-
2 licopenal. Analisis por HPLC de los productos
©

resultantes de la incubacion en ausencia de CarT
(control) o en presencia de 0,3 pg/ul de CarT. Los
recuadros interiores muestran el espectro de los picos
relevantes y su interpretacion: crocetin-dial (b) y dos
carotenoides no identificados (c y d). La longitud de
onda de absorcion maxima de cada carotenoide se
indica en el espectro (350-550 nm). Se muestra la
reaccion de corte propuesta.
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Fig. C5.10. Expresion de carT.
Northern blot de ARN total de la estir-
pe silvestre IMI58289 y tres mutantes
superproductores de carotenoides
(SG22, SG36 y SG39) cultivados en
oscuridad (0) o en luz durante el aARNr
tiempo indicado (minutos). Se mues-

tran las sefales de ARNr como control 1F
de carga. Las barras mostradas bajo las

carT

hibridaciones muestran el cociente carT
entre la intensidad de cada sehal de ARNr r

ARNm y la de ARNr. Los valores,
estimados por analisis de densitometria

de las hibridaciones, muestran la carB
media de dos experimentos indepen-
dientes; los puntos muestran los
valores reales de cada experimento ARNr
(oscuridad: barras grises; luz: barras
blancas). Se hibridaron muestras equi- 1F
valentes de ARN con una sonda de carB,

como control de un gen estructural de -¢@8
la carotenogénesis. El valor mas alto en ARNr
cada hibridacion se tomé como 1. 0
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Se investigd ademas el efecto de la luz sobre los niveles de ARNm de los
genes car en las tres estirpes superproductoras mencionadas, asi como en la
estirpe superproductora de toruleno SG68, derivada de SG22. A pesar de los
elevados niveles de ARNm en la oscuridad de estos mutantes, en todos los
casos se observd una tendencia a acumular mads ARNm de los tres genes car
analizados en la luz (Fig. C5.11). Este efecto fue especialmente pronunciado en

el caso del gen carT, el cual alcanzo tras la iluminacién los mismos niveles que-
los otros dos genes car. Tal como se encontrd previamente para los genes carRA

A

carT
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carRA

Fig. C5.11. Efecto de la luz en la ARNr
expresion de los genes carT, carRA 'y

carB en mutantes superproductores

de carotenoides. A. Northern blot de  ¢arB
ARN total de los mutantes superpro-
ductores de neurosporaxantina (5G22,

SG36 y SG39) y la estirpe superpro- ARNr
ductora de toruleno SG68, derivada de

SG22, cultivados en oscuridad (0) o

tras una hora de iluminacion (L). Se B
muestran las senales de ARNr como
control de carga. B. media y
desviacion estandar de los valores de
densitometria de la sefal de cada gen
referidos a la sefal de ARNr, obtenidos

con las tres estirpes superproductoras

de neurosporaxantina en dos experi-
mentos distintos. Cada dato es por

tanto la media de 6 senales.
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y carB (Thewes et al., 2005) y carX (Capitulo 3), no detectamos ninguna
diferencia en los niveles de ARNm de carT entre la estirpe superproductora de
toruleno SG68 y su estirpe parental SG22, superproductora de neurospora-
xantina.

5.8 Elementos reguladores en los genes car

La regulacion coordinada del gen carT con los genes del agrupamiento
génico carX, carRA, carB y carO, sugiere un control mediado por los mismos
factores de transcripcion. De ser asi, cabe esperar que los promotores de estos
genes compartan elementos de regulacion. Con el objetivo de identificar estos
potenciales elementos reguladores, se han comparado las secuencias de las
regiones 5" por delante de estos cinco genes en F. graminearum (datos de la
secuencia del genoma) y de los cuatro primeros de F. fujikuroi, ya que no se llegd
a clonar la secuencia reguladora de carT en esta tltima estirpe.

La comparacién permite identificar secuencias conservadas en ambos
hongos para los cuatro promotores. El programa MatInspector (Cartharius et al.,
2005) encuentra numerosos sitios potenciales para la union de factores de
transcripcion. De ellos solo se encuentran presentes en las cuatros secuencias
reguladoras analizadas sitios de union para los factores HAP2/3/5 (McNabb y
Pinto, 2005), GCN4 (Hill et al., 1986; Arndt y Fink, 1986) y factores GATA
(Ravagnani et al., 1997).

Contiguo al gen carX se encuentra en el genoma de F. fujikuroi un gen
(XP_383244, Fig. C5.12) que determina una proteina con un dedo de zinc de la
familia GAL4 de S. cerevisiae (Schjerling y Holmberg, 1996). La posible relacion
de este gen con la regulacion de la carotenogénesis de F. fujikuroi es actualmente
objeto de atencién en el grupo de investigacion. El analisis manual de las cuatro
secuencias reguladoras permite detectar posibles sitios de unién para este tipo
de factor de transcripcion, caracterizados por la presencia de la secuencia
CGG(N,)CGG en las cuatro secuencias reguladoras en F. graminearum y en las
tres secuencias disponibles en F. fujikuroi (Fig. C5.12B).

FG03068 carX 7I carRA carB carO carT
B carRA-carX Ff ttgtﬂggtacﬁtcttt -410
Fg ggta ctatc cagaa +561
carB Ff  gotk gtgag‘;&ttatt +47
Fg ttot gtgaa tacaa +58
carO Ff gtac cagag atatg +170
Fg atgc ctggt tatga +390
carT Fg gtgag@geatgttt@dgggcgt +552
Consenso nnnnf{deeyrnrn{deerrnrn

Fig. C5.12. Posibles elementos reguladores compartidos por los cinco genes car. A. Ubicacion del gen FG03068 de F. graminearum
junto al agrupamiento de genes car. El mapa es el mismo en F. fujikuroi. Se indican con tridangulos la ubicacion de las secuencias
mostradas en la parte inferior de la Figura, en negro las correspondientes a las secuencias de F. fujikuroi, y en gris las
correspondientes a F. graminearum B. Posibles secuencias reconocibles por proteinas de la familia GAL4 en las secuencias
reguladoras de los genes car en F. Fujikuroi (Ff) y F. graminearum (Fg). Las secuencias se identificaron por la presencia del nucleo
CGG(N4)CGG, reconocido por los factores de transcripcion de esta familia. Los nimeros indican la distancia de la primera base de la
secuencia a la primera base del codon de comienzo de la transcripcion. El signo (+) indica la hebra sentido y el signo (-) la hebra
antisentido.
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5.9. Discusion

En este capitulo se describe un gen de F. fujikuroi que determina una nueva
enzima de la familia de las oxigenasas de carotenoides. Hemos demostrado que
dicha enzima lleva a cabo una reaccion de corte sobre el toruleno para producir
B-apo-4’-carotenal (C35), la forma aldehido del carotenoide acido neurospora-
xantina. Es la primera vez que se describe esta actividad enzimatica, tanto en
hongos como en cualquier ser vivo. Ademas, hemos encontrado que un
mutante descrito anteriormente como bloqueado en la reaccién de corte del
toruleno, denominado SG68, presenta una mutacién en este gen. Nuestros
resultados rellenan un hueco muy significativo en el conocimiento de la ruta
biosintética de la neurosporaxantina. Esta ruta no solo esta presente en Fusarium
(Avalos y Cerda-Olmedo, 1987) sino también en Verticillium sp. (Valadon y
Mummery, 1976) y N. crassa, el primer organismo en el que este carotenoide fue
descrito (Aasen y Jensen, 1965). Siguiendo una estrategia complementaria a este
trabajo, se ha comprobado que la mutacién dirigida del ortélogo de carT en N.
crassa (lamado cao-2) da lugar al bloqueo de la sintesis de neurosporaxantina y
a la consiguiente acumulacion de toruleno (Saelices et al., manuscrito en
preparacion).

La enzima CarT muestra similitud significativa con la enzima SynACO de la
cianobacteria Synecchocystis sp. (Ruch et al., 2005), cuya estructura tridimension-
al ha sido determinada recientemente (Kloer et al., 2005). Ademas de las cuatro
histidinas esenciales que coordinan el cofactor Fe*, muchos otros aminoacidos
importantes estan conservados en CarT, incluyendo los implicados en la
formacion del centro activo. Asi, esta enzima parece conservar la estructura
basica de SynACO, la cual se presume que se conserva en otros miembros de
esta familia. La disparidad en la longitud del polipéptido predicho para CarT en
comparacién con otros miembros de la familia (87 residuos mas que en
SynACO) se debe basicamente a diferencias en la longitud de los dominios que
constituyen los lazos que unen las diferentes hojas 3, y afectan minimamente a
los dominios importantes. La mutaciéon encontrada en la estirpe SG68,
localizada muy cerca de la cuarta histidina que coordina el Fe*, afecta a un
residuo de glicina altamente conservado. Es presumible que su reem-
plazamiento por un residuo de 4cido aspartico, diferente tanto en tamafio como
en carga eléctrica, altere la estructura del centro activo y de lugar a una proteina
no funcional.

Las pruebas mas consistentes del papel de CarT como enzima responsable
de la reaccion de corte del toruleno para producir neurosporaxantina provienen
del estudio de su actividad enzimatica. Tanto su expresion en células de E. coli
productoras de carotenos como su purificacién y posteriores ensayos in vitro
con diferentes sustratos apuntan a una actividad como oxigenasa de carote-
noides capaz de cortar de forma asimétrica diferentes sustratos para producir
apocarotenoides con un extremo aldehido. Se trata de una enzima que requiere
sustratos con al menos un extremo no ciclado. Asi, la enzima carece de
actividad sobre el B-caroteno, un rasgo que la diferencia del producto del gen
paralogo carX.

Los experimentos in vitro fueron facilitados por la solubilidad y estabilidad
de la proteina CarT purificada, que permitieron hacer los ensayos sobre
carotenoides no disponibles en E. coli. De esta forma, la incubacién con su
sustrato natural predecible, el toruleno, solo se pudo realizar in vitro, ya que
nuestros intentos para obtener una estirpe productora de toruleno de E. coli
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fracasaron. Los ensayos in vitro, sin embargo, fueron particularmente eficaces
cuando se empled toruleno. CarT cortd este sustrato con gran eficiencia para
producir B-apo-4’-carotenal como tnico producto. Esta molécula es idéntica a la
neurosporaxantina, salvo que posee en su extremo un grupo aldehido en lugar
de un grupo acido. Estos datos sugieren que el papel bioldgico de CarT en la
carotenogénesis de F. fujikuroi es producir una primera reaccién de corte
oxidativo sobre el toruleno.

Dadas la singulares caracteristicas de esta reaccion, se llevaron a cabo ensayos
in vitro con diferentes carotenoides para obtener informacion sobre los requisitos
de reconocimiento del sustrato. Para ello se utilizaron carotenoides sintéticos,
como el 3-apo-8'-carotenal, el B-apo-10’-carotenal y el apo-8'-licopenal. Ninguno
de estos sustratos se espera que sean sustratos naturales de CarT en el hongo; sin
embargo, fueron reconocidos por la enzima para dar lugar con diferentes grados
de eficiencia a otros apocarotenoides. La incubacién con B-apo-8’-carotenal (C30)
y B-apo-10"-carotenal (C27) di6 lugar a la produccién principalmente de dos
isomeros de un aldehido de 22 carbonos y retinal, respectivamente. Aunque se
obtuvieron trazas de retinal en el ensayo con B-apo-8'-carotenal (C30), estos
resultados sugieren que el sitio de corte lo determina la distancia al extremo no
ciclado, no la distancia al extremo ciclado. De ser la distancia al anillo la que
determinara el punto de reaccién, se esperaria un solo producto de ambos
sustratos, sin importar que ambos tengan diferente longitud de cadena. Este es el
caso de la enzima SynACO, la cual produce retinal a partir de apo-carotenales de
diferente tamafio (Ruch et al., 2005; Kloer et al., 2005).

Respecto a la naturaleza quimica del extremo reconocido por la enzima, los
dos apocarotenales utilizados poseen un grupo aldehido, mientras que el
toruleno carece de oxigeno en la molécula. Para investigar el efecto de la
presencia de este radical, se incub6 la enzima con apo-8’-licopenal, sustrato que
presenta dos extremos que se diferencian en la presencia o ausencia de un grupo
aldehido. De hecho, el extremo no oxigenado de este carotenoide es idéntico al
extremo no ciclado del toruleno. El resultado de este ensayo es la formacion
preferente de un dialdehido, lo que nos permite concluir que CarT reconoce mas
eficientemente un extremo como el presente en el toruleno. Adn asi, el
reconocimiento de los diferentes sustratos ensayados implica que CarT reconoce
el extremo de la molécula de forma relativamente relajada, siendo irrelevante la
longitud de ésta o la naturaleza quimica del otro extremo. Por tanto, aunque
posiblemente con menor eficiencia, el producto de corte del toruleno, el 3-apo-4'-
carotenal, puede tedricamente ser reconocido también por la enzima. En tal caso
se generaria un nuevo apocarotenoide de cadena mds corta, que atin podria
seguir siendo sustrato de CarT para sufrir nuevos recortes. In vivo no se detectan
tales productos, probablemente porque la reacciéon predominante sobre el 3-apo-
4’-carotenal sea su oxidacidn para generar un grupo carboxilo y dar lugar a la
neurosporaxantina.

La generacion por CarT de un producto con un extremo aldehido era
predecible, ya que esta es una caracteristica tipica de las enzimas pertenecientes a
la familia de las oxigenasas de carotenoides (Wyss, 2004). Como ya se ha indicado
arriba, nuestros resultados no cierran los genes de la ruta sino que los extiende a
otro mas, ya que cabe esperar la existencia de una enzima que reconozca -apo-
4’-carotenal para producir neurosporaxantina. Los mutantes carentes de esta
actividad enzimatica acumularian presumiblemente B-apo-4’-carotenal, y
deberian por tanto presentar una pigmentacion rojiza, presumiblemente facil de
distinguir en el fondo anaranjado que caracteriza la acumulaciéon de neuros-
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poraxantina. Cabe esperar sin embargo que en ausencia de competencia, el -
apo-4’-carotenal acumulado sea degradado por la propia enzima carT, en cuyo
caso no esta claro la pigmentacion que tendria tal mutante. Hasta la fecha, no se
han identificado mutantes que permitan sospechar la acumulacién de -apo-4'-
carotenal, pero tampoco se han hecho btisquedas sistematicas. Nuestros
resultados invitan a ver con nuevos ojos los escrutinios de los experimentos de
mutagénesis.

El patron de expresion del gen carT proporciona pruebas adicionales sobre
su papel en la ruta de sintesis de carotenoides en F. fujikuroi. Este es el primero
de los genes estructurales que no se encuentra ligado al agrupamiento de los
genes car, formado por cuatro genes corregulados: carX, carRA, carB y carO. El
gen carT comparte con éstos la regulacion por la luz de los niveles de ARNm
incluyendo la fotoadaptacion, y el incremento en la oscuridad en los mutantes
superproductores de carotenoides. Esta es la regulacion esperada para un gen
estructural de la ruta biosintética de la neurosporaxantina. Como cabia esperar,
los promotores de estos genes en F. graminearum comparten secuencias
candidatas a facilitar la unién de proteinas reguladoras. Es interesante resaltar,
sin embargo, que la desregulacion manifestada por los mutantes superpro-
ductores de carotenoides afecta menos al gen carT que a los otros genes car en la
oscuridad, mientras que en la luz no muestra diferencias. Esto se ve reflejado en
una menor producciéon de neurosporaxantina en oscuridad en mutantes carS
(ver estirpe SF4 en la Fig. C1.11). Este resultado sugiere que la luz interfiere
sobre el mecanismo represor alterado en estos mutantes.

Aunque CarT y CarX pertenecen a la misma familia y se encuentran en el
mismo organismo, la comparacion de sus secuencias muestra una alta
divergencia de secuencia. De hecho, son tan diferentes entre si como cada una
de ellas respecto a la enzima humana BCOI, encargada de producir retinal a
partir de B-caroteno. Parece probable que carX y carT provengan de un gen
comun ancestral a raiz de una duplicacion que, a juzgar por la alta divergencia,
debid haber ocurrido muy temprano en la evolucién.
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Los hongos filamentosos han sido extensamente usados como modelos de
investigacidon de la biosintesis de carotenoides y su regulaciéon (Sandmann y
Misawa, 2002). Entre ellos destacan los zigomicetos P. blakesleeanus, M.
circinelloides y B. trispora para la produccidon de B-caroteno, el basidiomiceto X.
dendrorhous para la produccion de astaxantina, y los ascomicetos N. crassa y F.
fujikuroi con la neurosporaxantina como producto mayoritario (revisado por
Avalos y Cerda-Olmedo, 2004). En los casos de produccion de p-caroteno y
astaxantina, las investigaciones han estado justificadas por el interés aplicado de
dichos carotenos, utilizandose actualmente B. trispora y X. dendrorhous para su
produccion industrial. Los genes responsables de las enzimas especificas de la
carotenogénesis a partir de GGPP han sido identificados en los cuatro
organismos citados (Ruiz-Hidalgo et al., 1997; Arrach et al., 2001; Velayos et al.,
2000a, 2000b; Rodriguez-Saiz et al., 2004; Verdoes et al., 1999a; 1999Db),
incluyendo el reciente descubrimiento del gen responsable de la conversion de
B-caroteno en astaxantina en X. dendrorhous (Ojima et al., 2006).

La situacion es distinta en N. crassa y F. fujikuroi. Las dos especies poseen una
ruta carotenogénica muy similar que culmina con la sintesis de neurospora-
xantina, una xantofila para la que de momento no se han encontrado aplica-
ciones comerciales. Los motivos de estudio de su carotenogénesis difieren en
ambos hongos. En el caso de N. crassa las investigaciones tienen su origen en el
aislamiento de mutantes albinos y en su utilizacién como marcadores en
numerosos trabajos genéticos. En el caso de F. fujikuroi, el interés proviene de su
uso como modelo en la produccion de diferentes terpenoides ademas de los
carotenoides, especialmente las giberelinas, asi como otros metabolitos
secundarios de la familia de los policétidos. Los resultados obtenidos abren
nuevas perspectivas biotecnoldgicas en estos hongos ya que demuestran que
sus rutas biosintéticas pueden desviarse hacia (-caroteno. Las concentraciones
de carotenoides en F. fujikuroi, incluyendo el mutante SF21 (Capitulo 1 de
Resultados), no compiten con los elevados niveles de produccién descritos en P,
blakesleeanus (Murillo et al., 1978) o B. trispora (Mehta et al., 2003), pero
representan un punto de partida para futuras mejoras de la produccion. En el
caso de F. fujikuroi, las concentraciones actuales podrian tener ya interés
aplicado si se tiene en cuenta que la biomasa del hongo es un subproducto
obligado en la fermentaciones de produccién de giberelinas, ya que éstas son
escretadas al medio. Desconocemos el destino de las masas de micelio derivadas
de esta industria. Si se reutilizan para alimentacion animal, el incremento de -
caroteno puede representar una ventaja nutricional. También existen
aplicaciones evidentes ain a bajas concentraciones de caroteno en el caso del
uso de micelio de Fusarium para consumo humano (Wiebe, 2002), aunque en
este caso la introduccién de la mutacion en la estirpe empleada por esta
industria biotecnoldgica chocaria con la rigidez de la legislacion en lo referente
al uso de organismos modificados genéticamente.

El peculiar fenotipo del mutante SF21 proporciona nuevas perspectivas en el
conocimiento no solo de la desaturasa de F. fujikuroi sino de las desaturasas de
carotenos en general. La vision rigida que se tenia de esta enzima estd
cambiando a medida que aparecen en la bibliografia nuevos ejemplos sobre su
versatilidad. Asi, por ejemplo, desaturasas que ejercen su funcién sobre
sustratos de 40 atomos de carbono son también capaces de ejercer su accion
sobre sustratos de 35 atomos de carbono (Umeno y Arnold, 2003) o de
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45 0 50 atomos de carbono (Tobias y Arnold, 2006). El unico precedente de
cambio en la especificidad de los sitios de reconocimiento dentro de un mismo
sustrato se ha encontrado en R. sphaeroides (Wang et al, 2001). Es especialmente
interesante que el efecto de la mutacién es justamente el contrario que el
observado en SF21, es decir, la adquisicion de una nueva reacciéon de desatura-
cion en un punto de la molécula donde antes no era capaz de actuar. En ambos
casos se debe al cambio de un aminoacido en la misma regién de la proteina. La
versatilidad en el reconocimiento de sustratos y en la capacidad de hacer cuatro
o mas desaturaciones no parece facil de reconciliar con la supuesta rigidez que
impone la organizacion de la enzima en un complejo multimérico en el que cada
monomero realiza una sola desaturacion, descrito anteriormente para P.
blakesleeanus (Aragoén et al., 1976).

En el momento de iniciar esta Tesis, tanto en N. crassa como en F. fujikuroi se
habian identificado los genes necesarios para la sintesis de toruleno a partir de
GGPP, al-1 y al-2 en un caso, carB y carRA en el otro. Sin embargo, se descono-
cian los genes del resto de la ruta, presumiblemente un solo gen responsable de
la sintesis de neurosporaxantina a partir de toruleno, cuya pérdida de funciéon
da lugar al fenotipo rojo mostrado por un mutante denominado carT (Avalos y
Cerda-Olmedo, 1987). Esta laguna de informacion es particularmente llamativa
en N. crassa debido a la enorme atencidn prestada a la genética de este
organismo, incluyendo el analisis de su genoma y su proteoma. Los resultados
mostrados en esta Tesis han supuesto un avance considerable en el
conocimiento de la genética y bioquimica de la sintesis de carotenoides en estos
hongos, identi-ficando a CarT, una enzima capaz de introducir un corte
oxidativo en el toruleno en una posicion asimétrica. Esta proteina representa
una nueva subfamilia dentro de las oxigenasas de carotenoides, y abre la puerta
a la identificacidon de genes homodlogos en otros hongos. Se espera, por ejemplo,
que esté presente también en otras especies de Fusarium cuyos genomas seran
pronto secuenciados, como es el caso de F. oxysporum. Ademas, su
descubrimiento ha facilitado la identificacién del gen homodlogo en N. crassa en
un trabajo realizado en el mismo grupo, préximo a ser publicado (L. Saelices et
al., manuscrito en preparacion). De forma inesperada, los resultados no cierran
la ruta, sino que descubren una complejidad en sus ultimas reacciones mayor de
lo que cabia anticipar, ya que el producto de rotura del toruleno no es la
neurosporaxantina, sino su versién aldehido. Parece por tanto probable la
existencia de otro gen necesario para la sintesis de la xantofila acida. Ademas,
datos mostrados en el Capitulo 1 de esta Tesis (Fig. C1.4, estirpe SF4) sefhalan
que F. fujikuroi posee diferentes variantes de la neurosporaxantina, como lo indi-
can la similitud del espectro y las diferencias en su comportamiento
cromatografico de las diferentes fracciones de carotenoides polares identificadas.
Aunque es posible que tales variantes sean el resultado de alteraciones quimicas
producidas en el proceso de extraccion o en la manipulacion de las muestras, es
probable que tales modificaciones sean introducidas por el hongo sobre la
neurosporaxantina de forma controlada, como ocurre al menos en otra especie
de Fusarium (Sakaki et al., 2002) y que diferentes productos puedan cumplir
distintas funciones. En tal caso cabe predecir actividades enzimaticas directa o
indirectamente asociadas a la ruta. Como primer paso para abordar este
problema, serd necesario llevar a cabo un andlisis quimico de las diferentes
fracciones mostradas en la Fig. C1.4, estudio no abordado en esta Tesis por
limitaciones de tiempo.

Una aportacién particularmente relevante es la demostracion de que F.
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fujikuroi posee una enzima, que hemos denominado CarX, capaz de sintetizar
retinal. Una enzima similar debe estar presente en todos los hongos que posean
opsinas fotorreactivas. La necesidad de produccién de retinal quedd en
evidencia por primera vez en N. crassa con la demostracion de la unién de este
retinoide a la opsina Nop-1 (Bieszke et al., 1999b), pero este trabajo no fue
acompanado por esfuerzos para demostrar la existencia de genes o enzimas
involucrados en su sintesis. La comparacion de los genomas fungicos
disponibles ha mostrado que no todos los hongos que poseen genes de
presuntas opsinas poseen los genes necesarios para sintetizar caro-tenoides.
Aunque en principio la existencia de opsinas con retinal no exige la capacidad
de sintetizar este compuesto, como lo demuestran las opsinas visuales de los
animales, es improbable que los hongos carentes de caroteno-génesis puedan
incorporar carotenoides externos para utilizarlos como fuente de retinal. Por un
lado los carotenoides son compuestos muy insolubles, y por otro lado no se
conoce ningin mecanismo molecular de incorporacién de carotenoides por
microorganismos a partir del medio. Parece l6gico por tanto que la presencia de
opsinas que utilicen retinal como grupo prostético vaya siempre acompanado
por la capacidad de sintetizar carotenoides y de cortarlos para producir el
correspondiente apocarotenoide.

El descubrimiento del gen carX tiene su origen en su ligamiento con otros
genes estructurales de la carotenogénesis de F. fujikuroi asi como con el gen de
la opsina CarO. El unico precedente de tal relacion de ligamiento se ha
encontrado recientemente en ciertas bacterias marinas fototrdficas, cuyos
operones para sintesis de carotenoides incluyen un gen de sintesis de retinal y
otro gen para la proteorrodopsina, que utiliza como bomba de protones
dependiente de la luz (Sabehi et al., 2005). Como en estas bacterias, la existencia
del agrupamiento en F. fujikuroi cobra especial sentido desde la perspectiva de
un reguldén enfocado a la produccién de una opsina fotoactiva, en el que carRA,
carB y carX acompafarian a carO como genes auxiliares necesarios para la
sintesis de su grupo prostético. La necesidad de iluminacién para la expresion
del agrupamiento génico puede guardar relacion con que la unidad CarO-
retinal sea solo funcional en la luz. Desde el punto de vista de la funcién de los
carotenoides, la provision de retinal a la célula para su uso como croméforo de
ciertas proteinas puede representar su papel bioldégico mas importante en el
hongo.

Ala luz de estas consideraciones, cobra especial relevancia la asignacion de
funcién a la opsina CarO. La ausencia de fenotipo detectable del mutante
carente de la version funcional de la proteina (Prado et al., 2004) sugiere que
CarO juega un papel secundario en la biologia del hongo. Posiblemente su
funcidn es relevante solo bajo circunstancias ambientales o de ciclo de vida
ausentes en las condiciones experimentales usadas en el laboratorio, como
pueden ser el ciclo sexual o la patogénesis. Su secuencia polipeptidica muestra
caracteristicas que la acercan a ciertas proteinas de choque térmico, pero al
contrario que éstas, posee los aminoacidos necesarios para la utilizacion de reti-
nal y para el bombeo de protones; este dato, unido a su regulacién por laluzy a
su estrecha relacion con los genes de la carotenogénesis, apoyan fuertemente
que se trata de una fotoproteina. Pertenece, sin embargo, a una subfamilia de
opsinas que se encuentra en hongos patégenos, como Fusarium y Ustilago, lo
cual podria sugerir alguna conexidn con su capacidad infectiva. A raiz de ciertas
diferencias de CarO con la bacteriorrodopsina, se ha sugerido que esta subfa-
milia podria haberse especializado en captar una longitud de onda distinta de la
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que captan las opsinas mas comunes, como Ops o Nop-1, (Brown, 2004). Se
desconocen las implicaciones que este hecho pueda tener sobre la funcién
biologica de CarO. Actualmente se investiga el posible papel de esta proteina en
el ciclo sexual del hongo (A. F. Estrada, datos no publicados).

El retinal es el primer producto de la carotenogénesis al que se puede
asignar una funcion bioldgica explicita en ascomicetos. No es el caso de la
neurosporaxantina o sus precursores, cuya funcién se desconoce, y que es pro-
bable que jueguen un papel secundario o menos determinante. De los genes
necesarios para la sintesis de neurosporaxantina, ajenos a la produccion de reti-
nal, solo se conoce carT, pero cabe esperar la existencia de otro gen para la
generacién del extremo carboxilo, y posiblemente alguno mas implicado en
modificaciones posteriores de la molécula. Parece probable que tales genes
hayan sido adquisiciones posteriores a la de los genes necesarios para producir
retinal. La escasa presencia de neurosporaxantina en hongos sugiere que los
genes para su sintesis debieron aparecer en un antepasado relativamente
reciente de Fusarium, aunque anterior a su separacion de la linea que dio lugar a
N. crassa. La incorporacion tardia de la capacidad de sintetizar este carotenoide
es coherente con la presencia del gen carT en un lugar independiente del
agrupamiento génico de los restantes genes car. No descartamos la posibilidad
de que los genes asociados a la sintesis 0 metabolismo de esta xantofila formen
un segundo agrupamiento génico. Tal posibilidad no ha sido investigada en F.
fujikuroi, pero en el genoma de F. graminearum carT esta rodeado por genes de
funciéon desconocida. Uno de ellos se transcribe en orientacion divergente y
podria compartir por tanto elementos reguladores con carT. La comprobacion
de esta hipodtesis requeriria nuevos experimentos, que podrian empezar por el
analisis del efecto de la luz o la mutacién carS sobre la expresion de estos genes.

La existencia de proteinas que emplean retinal como grupo prostético no
excluye otros usos de este carotenoide. El importante papel del acido retinoico
como senal reguladora en animales nos lleva a plantearnos un posible papel
biolégico de este compuesto en hongos. Aunque no existen datos de la
presencia de este retinoide en este grupo taxonémico, el analisis del genoma de
F. graminearum revela la existencia de un marco abierto de lectura (XP_391210)
para una proteina con una elevada similitud con la deshidrogenasa de retinal de
Gallus gallus (NP_990326), enzima responsable de la conversidon de retinal en
acido retinoico. Futuros experimentos como los descritos en esta Tesis para
CarT y CarX permitirdan confirmar la actividad de esta supuesta enzima. En
cualquier caso, como ya ocurre con el retinal o las opsinas, la informacién
disponible permite descartar un posible papel del acido retinoico sobre el
desarrollo asexual de F. fujikuroi en las condiciones habituales de laboratorio.
Asi lo demuestra el fenotipo silvestre (excluyendo la pigmentacion) de los
mutantes nulos carB, totalmente bloqueados en la ruta carotenogénica y, por
tanto, incapaces de sintetizar retinal y, en su caso, acido retinoico. A este
respecto, es interesante resaltar que no se ha investigado el papel de la sintesis
de carotenoides (y de retinoides por extension) en aspectos de la biologia de F.
fujikuroi que implican el reconocimiento entre estirpes, como puede ser el ciclo
sexual. De encontrarse un fenotipo asociable a la pérdida de funcién de la
supuesta deshidrogenasa de retinal, la sencillez de F. fujikuroi como modelo de
estudio facilitaria la buisqueda de posibles proteinas receptoras de acido
retinoico como sefial.

La purificacién de las enzimas CarT y CarX descrita en esta Tesis, ademas de
permitir el andlisis de sus actividades enzimaticas in vitro, ha confirmado que se

97



Discusion final

98

trata de enzimas razonablemente solubles y estables, propiedades que han
facilitado la ejecucion de los experimentos. A juzgar por su parecido estructural
con enzimas de la misma familia para las que se ha determinado la estructura
tridimensional (Kloer et al. 2005; Schezinger et al., 2006), tanto CarT como CarX
parecen ser proteinas perimembranales. Sus sustratos predecibles, toruleno en
un caso y probablemente [3-caroteno o y-caroteno en el otro, son altamente
insolubles y se encuentran posiblemente asociados a membranas. La interaccion
de CarX y CarT con la membrana celular donde tienen lugar los pasos
anteriores de la ruta debe facilitar su acceso a los sustratos a las bajas
concentraciones presentes en la estirpe silvestre. Se desconoce si se trata de
cualquier membrana en la célula, de la membrana plasmatica o de la membrana
de algin organulo celular especializado, tal como el denominado carotenosoma
de ciertas bacterias fotosintéticas (Frigaard et al., 2005).

El analisis de las secuencias disponibles de genomas fungicos revela la
existencia de marcos de lectura para supuestas oxigenasas de carotenoides en al
menos un zigomiceto, Rhizopus oryzae, y un basidiomiceto, Ustilago maydis. La
considerable distancia evolutiva de ascomicetos con basidiomicetos y sobre todo
con zigomicetos, sugiere que los genes para oxigenasas de carotenoides ya
estaban presentes en estadios muy tempranos de la evolucion, en antepasados
comunes a los ascomicetos, basidiomicetos y ascomicetos.
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1. Se ha descubierto un mutante de F. fujikuroi con intensa coloraciéon
amarilla (SF21). Se ha demostrado por secuenciacién y reemplazamiento alélico
que su fenotipo es debido a una mutacién en el gen carB consistente en una
transicion C608->T que da lugar a un cambio Pro173->Ser. Hemos denominado
a este alelo carB36.

2. El alelo carB36 provoca la acumulacion de grandes cantidades de y-
caroteno y PB-caroteno y una drastica disminucién en la acumulacién de
neurosporaxantina, indicando la pérdida casi total de la capacidad para realizar
la quinta desaturacion de la ruta sobre y-caroteno. Las predicciones de la
estructura secundaria de la proteina sugieren que la mutacion afecta al dominio
de entrada y reconocimiento de este sustrato.

3. Se ha caracterizado la secuencia del gen carO, que determina una proteina
de la familia de las opsinas con similitud a proteinas de choque térmico. Un
mutante carO” no muestra alteraciones fenotipicas en las condiciones de cultivo
de laboratorio, y la expresion del gen no se ve afectada de forma llamativa por
choque térmico.

4. Se ha determinado la secuencia del gen carX, que da lugar a una proteina
perteneciente a la familia de las oxigenasas de carotenoides. Sus niveles de
ARNmM muestran una regulacion similar por luz y por el producto del gen carS
a la mostrada por los genes estructurales de la carotenogénesis carRA y carB, y
por el gen carO, con los que forma un agrupamiento génico.

5. La pérdida de funcion del gen carX produce una moderada desrepresion
de la carotenogénesis en luz o en oscuridad, que tiene reflejo en cambios
apreciables en los niveles de ARNm de los genes estructurales de la ruta.

6. Se ha purificado la proteina CarX y se ha analizado su actividad
enzimatica in vitro. Los ensayos muestran que CarX corta -caroteno para
producir retinal. Se ha determinado que el mecanismo de reconocimiento de
sustrato requiere la presencia de una anillo de -ionona en la molécula.

7. Se ha clonado y determinado la secuencia del gen carT, responsable una
segunda proteina de F. fujikuroi perteneciente a la familia de las oxigenasas de
carotenoides. Sus niveles de ARNm cambian de forma similar a los niveles de
ARNm del agrupamiento génico formado por los genes carX, carRA, carB y carO
bajo diferentes condiciones de regulacion.

8. El alelo carT del mutante SG68, que acumula toruleno en lugar de
neurosporaxantina, contiene una transicion G71->A, que provoca la sustitucion
de una glicina por un residuo de aspartato en la posicion 24 de la proteina. El
aminoacido sustituido esta conservado en otras oxigenasas de carotenoides y se
localiza muy cerca del centro activo de la proteina.

9. Se ha purificado la proteina CarT y se ha analizado su actividad
enzimatica in vitro. La enzima corta toruleno para producir 3-apo-8’-carotenal,
molécula idéntica a la neurosporaxantina pero con un radical aldehido en su
extremo. Por tanto, el gen carT determina la enzima responsable del corte
oxidativo del toruleno en la carotenogénesis de F. fujikuroi.
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Apéndice 2.1. Secuencia del gen carO.

ATGGCTGACCACCTTTATGCGAGAAAGAATGATGCTCTCAATGTCAACC CT
GACATTGTCAATGGGCAACGCAGTGACATTAACATTACCGTCAGAGGCTCTGACTGGTACTGGGCTGTCTGCGCAG
TCATGACCGTTTCAACCTTTGCGTTTCTCGGGCTTGGAATGAGAAAGCCTCGCACCGATCGTATCTTCCA
CTACATCACTGCAGG

TATCACCATGATCGCATCTATCGCATATTTCACGATGGCTTCAAATCTTGGCTGGACTCCTATCGCGGTTGAGTTCCAGAGGTCCAACCATAGGGTCGCCGGGAT
CTACAGAGAGATTTTCTATGCAAGATACATTGACTGGTTCTTGACAACTCCCCTTCTACTCACAGATCTTCTCCTTACTGCTGGCATGCCCTGGCCGACTGTGCT
GTGGGTGATTCTTGTGGACTGGGTGATGATTGTCACTGGACTGGTCGGAGCCCTCGTGAAGAGTTCTTACAAGTGGGGTTATTTCGCCTTCG

GTTGCGCTGCCCTCGCATACATCGTTTACGTGCTCGCTTGGGAAGCTCGTCTACATGCTAAGCACGTT
GGCCCTGATGTCGGTCGAACCTTTGTCATGTGCGGTTCCCTCACAGCCGTTGTCTGGATTCTCTATCCTATTGCCTGGGGTGTCTGTGAAGGCGGTAACTTGATT
GCCCCTGACTCTGAGGCTGTCTTCTACGGCATTCTTGATCTCATAGCGAAGCCTGTCTTTGGAGCCTTGCTTCTCTGGGGACACCGAAACATCGACCCTGCTCGT
CTTGGTCTACGTATTCGCGACATTGACGAGCGTATCTTCCCAGATGGTCCCAACAACAAGGTTGCATCTGGACATGGTGCTCGAAACGATACTGCCACTGCCTCT
GGCTCTAATGTCAACCCAAACGCCTGA

Apéndice 2.2. Secuencia de la proteina CarO.

MADHLYARKNDALNVNPDIVNGQRSDINITVRGSDWYWAVCAVMTVSTFAFLGLGMRKPRTDRIFHYITAGITMIASIAYFTMASNLGWTPIAVEFQRSNHRVAG
IYREIFYARYIDWFLTTPLLLTDLLLTAGMPWPTVLWVILVDWVMIVTGLVGALVKSSYKWGYFAFGCAALAYIVYVLAWEARLHAKHVGPDVGRTFVMCGSLTA
VVWILYPIAWGVCEGGNLIAPDSEAVFYGILDLIAKPVFGALLLWGHRNIDPARLGLRIRDIDERIFPDGPNNKVASGHGARNDTATASGSNVNPNA

Apéndice 5.1. Secuencia del gen carT de la estirpe FKMC1995. Se indican en negrita las bases que difieren de la secuencia del mismo
gen en la estirpe IMI58289.

ATGGCGCTCAACGGCCCGGGCGTCTATCACCGCACCCGAGAGCATGAGCAAARAAGACGCCTCAGACATCACCAAGAACATCCTCGCCGAATCATGGAAATCATGG
CCCAACGAAGCCGCT TTTGATCGTCTAGAAGAACATCGTGGTCCTCTCCGTCTGACTC
TCAAAGGCACCATCCCCTCATGGGCTGGTGGTTCTCTCTACCGCACTGGTCCTGGCCAAAGTCGCGTTGAAGACACAGCGCGCGGCACACACTTCACAACTCATT
GGTTCGACGGCTTTGCACAGACTCATCGCTTTGATATCATTCCTTCTGAAGATGGCGAGACACAAGTGTGGTACTCATCAAGACGACAGGCCGATGAGTGGATTG
CCGATGTGAAGAAGAAAGGATGGCGATCAGGAATGACGTTTGGACAGAAAGCTGATCCTTGTGTTGGGATCTTTGCAAAGGTCATGACTCTCTTTGAACCAAAGT
TGGGGAATCATAATGTTGCGCTTTTGGCCAACGTTCCTGGTGTACCGAAGGATGAGAAGACAGAGGTATTGAATGGAGTGACGGGACCTCTTGGGCATCGTGTGA
ATACGAGCAATCTGTTTGTTTCTACAGACTACACTGGAATACGTCGCATCGACCCTTCAACGCTCCAACCCCTGGCCGAGACCACACAGTACGATCTACACCCCT
CTCTCAGCGGTCCCTGTTCTTGTTCACACGCCCAACGCGACCCCGACTCAGGAGACCTTTTCAACTTCAACCTTGCATTCGGCCGAGTTCCCACATATCGAATCT
TCAGAGTCGACGCTGCTTCAGGAGAAACAGAGGTACTCGCTACCATCTCCGATCTCAACGTTCCACCGGCCTACATGCACAGTTTCTTCCTCACAGAAAACCACG
TTGTGATATGCATACCTGCATCACACTATGCATGGAGAGGATTGAAGACGCAATGGGAGGGAAACATTATTGACTCAATGAAACCGTTCGATAAAGAGAGGAAAT
GCAAGTGGCTAGTTGTCGATCGCCGGCACGGAAAGGGGCTTGTCGCTACCTTTTCAACGCCCGCTGCTTTCTTCTTCCATAGCATCAATGCATTTGAGAAGAACA
TTGAAGATGAAGATGGTACTGAGCAGACAGATCTGTTTTTTGATTTGGCCAAGTATAACAATATGGATATTATCAAGGGCTTTTACTACGATGTTCTCATGGATC
GCGACGACGCTACGAAGAAATACTGGTTCAAGAATGACCGGTACAAGAATTGTGCACCAACTCTCACAAGATACCGTTTCAGACTTCCCTCGGCACCAACACCAG
ACACAACATTCTCCGCCAGCGCAGAACAAGTCCTTGCCATTCCTAGTCCACACGCCGGCGAGCTCCCAACTATTCACCCCCTTCGCAACGGCAAACCCTATCGCT
ACGTCTACAGCGCCTCACTGCGCGGCCTAACAACCTCAGTTGATGCTCTGGTAAAGACCGACTTAGATACCAGTGAAGCATTCATATGGACAGGACCTGAAGGAC
ATACCCCTGGCGAGCCAGTCTTTGTGCCAAGGCCTGGAGCAGAGGCAGAAGATGATGGGATTGTTTTCAGTCTGGTCGTCGATGGAGTTAATGAGAAGGCATATA
TACTGTGCTTAAATGGAAAGACTATGGAGGAGCTGGGGAGGGCAGAGGCTGATTTTGCGATTGGACAGGGATTCCATGGCATTCATTTGCCAGCTGCTTAA

Apéndice 5.2. Secuencia del gen carT de la estirpe IMI58289. Se indican en negrita las bases que difieren de la secuencia del mismo gen
en la estirpe FKMC1995.

ATGGCGCTCAACGGCCCGGGCGTCTATCACCGCACCCGAGAGCATGAGCAAGAAGACGCCTCAGACATCACCAAGAACATCCTCGCCGAATCATGGAAATCATGG
CCCAACGAAGCCGCT TTTGATCGTCTAGAAGAACATCGTGGTCCTCTCCGTCTGACTC
TCAAAGGCACCATCCCCTCATGGGCTGCTGGTTCTCTCTACCGCACTGGTCCTGGCCAAAGTCGCGTTGAAGACACAGCGCGCGGCACACACTTCACAACTCATT
GGTTCGACGGCTTTGCACAGACTCATCGCTTTGATATCATTCCTTCTGAAGATGGCGAGACACAAGTGTGGTACTCATCAAGACGACAGGCCGATGAGTGGATTG
CCGATGTGAAGAAGAAAGGATGGCGATCAGGAATGACGTTTGGACAGAAAGCTGATCCTTGTGTCGGGATCTTTGCAAAGGTCATGACTGTCTTTGAACCAAAGT
TGGGGAATCATAATGTTGCGCTTTTGGCCAACGTTCCTGGTGTACCGAAGGATGAGGAGACAGAGGCATTGAATGGAGTGCCGGGACCTCTTGGGCATCGTGTGA
ACACGAGCAATCTGTTTGTTTCTACAGACTACACTGGAATACGTCGCATCGACCCTTCAACGCTCCAACCCCTGGCCGAGACCACGCAGTACGATCTACACCCCT
CTCTCAGCGGTCCCTGTTCTTGTTCACACGCCCAACGCGACCCCGACTCAGGAGACCTTTTCAACTTCAACCTTGCATTCGGCCGAGTTCCCACATATCGAATCT
TCAGAGTCGACGCTGCTTCAGGAGAAACAGAGGTACTCGCTACCATCTCCGATCTCAACGTTCCACCGGCCTACATGCACAGTTTCTTCCTCACAGAAAACCACG
TTGTGATATGCATACCTGCATCACACTATGCATGGAGAGGATTGAAGACGCAATGGGAGGGAAACATTATTGACTCAATGAAACCGTTCGATAAAGAGAGGAAAT
GCAAGTGGCTAGTTGTCGATCGCCGGCACGGAAAGGGGCTTGTCGCTACCTTTTCAACGCCCGCTGCTTTCTTCTTCCATAGCATCAATGCATTTGAGAAGAACA
TTGAAGATGAAGATGGTACTGAGCAGACAGATCTGTTTTTTGATTTGGCCAAGTATAACAATATGGATATTATCAAGGGCTTTTACTACGATGTTCTCATGGATC
GCGACGACGCTACGAAGAAATACTGGTTCAAGAATGACCGGTACAAGAATTGTGCACCAACTCTCACAAGATACCGTTTCAGACTTCCCTCGGCACCAACACCAG
ACACAACATTCTCCGCCAGCGCAGAACAAGTCCTTGCCATTCCTAGTCCACACGCCGGCGAGCTCCCAACTATTCACCCCCTTCGCAACGGCAAACCCTATCGCT
ACGTCTACAGCGCCTCACTGCGCGGCCTAACAACCTCAGTTGATGCTCTGGTAAAGACCGACTTAGATACCAGTGAAGCATTCATATGGACAGGACCTGAAGGAC
ATACCCCTGGCGAGCCAGTCTTTGTGCCAAGGCCTGGAGCAGAGGCAGAAGATGATGGGATTGTTTTCAGTCTGGTCGTCGATGGAGTTAATGAGAAGGCATATA
TACTGTGCTTAAATGGAAAGACTATGGAGGAGCTGGGGAGGGCAGAGGCTGATTTTGCGATTGGACAGGGATTCCATGGCATTCATTTGCCAGCTGCTTAA

Apéndice 5.3. Secuencia de la proteina CarT de la estirpe FKMC1995.

MALNGPGVYHRTREHEQKDASDITKNILAESWKSWPNEAAFDRLEEHRGPLRLTLKGTIPSWAGGSLYRTGPGQSRVEDTARGTHFTTHWFDGFAQTHRFDIIPS
EDGETQVWYSSRRQADEWIADVKKKGWRSGMTFGQKADPCVGIFAKVMTLFEPKLGNHNVALLANVPGVPKDEKTEVLNGVTGPLGHRVNTSNLFVSTDYTGIRR
IDPSTLQPLAETTQYDLHPSLSGPCSCSHAQRDPDSGDLFNFNLAFGRVPTYRIFRVDAASGETEVLATISDLNVPPAYMHSFFLTENHVVICIPASHYAWRGLK
TQWEGNIIDSMKPFDKERKCKWLVVDRRHGKGLVATFSTPAAFFFHSINAFEKNIEDEDGTEQTDLFFDLAKYNNMDITIKGFYYDVLMDRDDATKKYWFKNDRYK
NCAPTLTRYRFRLPSAPTPDTTFSASAEQVLAIPSPHAGELPTIHPLRNGKPYRYVYSASLRGLTTSVDALVKTDLDTSEAFIWTGPEGHTPGEPVFVPRPGAEA
EDDGIVFSLVVDGVNEKAYILCLNGKTMEELGRAEADFAIGQGFHGIHLPAA

Apéndice 5.4. Secuencia de la proteina CarT de la estirpe IMI58289. Se indican en negrita los aminoacidos que difieren de la secuencia
de la misma proteina en la estirpe FKMC1995.

MALNGPGVYHRTREHEQEDASDITKNILAESWKSWPNEAAFDRLEEHRGPLRLTLKGTIPSWAAGSLYRTGPGQSRVEDTARGTHFTTHWFDGFAQTHRFDIIPS
EDGETQVWYSSRRQADEWIADVKKKGWRSGMTFGQKADPCVGIFAKVMTVFEPKLGNHNVALLANVPGVPKDEETEVSNGVPGPLGHRVNTSNLFVSTDYTGIRR
IDPSTLQPLAETTQYDLHPSLSGPCSCSHAQRDPDSGDLFNFNLAFGRVPTYRIFRVDTASGETEVLATISDLNVPPAYMHSFFLTENHVVICIPASHYAWRGLK
TQWEGNIIDSMKPFDKERKCKWLVVDRRHGKGLVATFSTPAAFFFHSINAFEKNIEDEDGTEQTDLFFDLAKYNNMDITIKGFYYDVLMDRDDATKKYWFKNDRYK
NCAPTLTRYRFRLPSAPTPDTTFSASAEQVLAIPSPHAGELPTIHPLRNGKPYRYVYSASLRGLTTSVDALVKTDLDTSEAFIWTGPEGHTPGEPVFVPRPGAEA
EDDGIVFSLVVDGVNEKAYILCLNGKTMEELGRAEADFAIGQGFHGIHLPAA
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1. Estirpes

Las estirpes de Fusarium utilizadas en este trabajo, asi como su fenotipo y
origen, se describen en las Tablas 1 y 2. La estirpe silvestre IMI58289 procede del
Imperial Mycological Institute (Kew, Surrey, Inglaterra). La estirpe FKMC1995
fue cedida por el Dr. J.F. Leslie (Universidad del Estado de Kansas, EE.UU.). La
estirpe de Fusarium graminearum NRRL31084 fue cedida por el Dr. Kerry
O’Donnell (Servicio de Investigacion Agricola, Illinois, EE.UU.).

Tabla 1. Estirpes silvestres de Fusarium empleadas en este trabajo

estirpe especie procedencia
IMI58289 F. fujikuroi Imperial Mycological Institute, Kew, Surrey, Reino Unido
FKMCC1995 F. fujikuroi Dr. John F. Leslie, Universidad del Estado de Kansas

Manhattan, Kansas, EE.UU.

m567 F. fujikuroi Dra. Bettina Tudzynski, Instituto Botanico, Universidad de
Mdinster, Alemania
NRRL31084 F. graminearum Dr. Kerry O’Donnell, Servicio de Investigacion Agricola,

Peoria, lllinos, EE.UU.

Tabla 2. Estirpes mutantes de F. fujikuroi empleadas en esta Tesis

estirpe origen genotipo referencia

SF1 FKMCC1995 niaD4 (Prado et al., 2004)

SF4 SF1 carS35 niaD4

SF21  SF4 niaD4 carS35 carB36

SF73  SF21 niaD4 carS35 carB36 carB37

SF98  SF21 niaD1 carS35 carB36 carB38

SF100 SF1 niaD1 carO1 (Prado et al., 2004)

SF101 SF1 niaD1 carO2 (Prado et al., 2004)

SF188 SF1 niaD4 carB36

SF191 SF189 niaD4 carS- carB36 carB

SF214 SF191 niaD4 carS- carB36

SF215 SF191 niaD4 carS- carB36

SG22  IMI58289 carS (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987)
SG36  IMI58289 carS (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987)
SG39 IMI58289 carS (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987)
SG68  IMI58289 carS carT (Avalos y Cerda-Olmedo, 1987)
T2.1 IMI158289 AcarX (Thewes et al., 2005)

T5.2 IMI58289 AcarX (Thewes et al., 2005)

T17.1  IMI58289 AcarX (Thewes et al., 2005)

La estirpe de Escherichia coli utilizada rutinariamente fue DH5a, cuyo
genotipo es: F- endA1 hsdR17 (rK* mK") supE44 thi-1 gyrA96 recAl relAl
DlacU169 [F80cl lacZDM15] I (Hanahan, 1983).

La estirpe de E. coli utilizada en los experimentos en la Universidad de
Friburgo fue la XL1-Blue strain a,b recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 rel Al
lac [F’ proAB laclgZM15 Tn10 (Tet®)], excepto para la produccion de proteinas,
que se utilizé la estirpe de BL21(DE3) F ompT hsdSB (rB;, mB") dcm gal é(DE3)
(Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.).

2. Vectores de clonacion y plasmidos auxiliares
A continuacion se describen los plasmidos comerciales (se indica la casa

proveedora) o cedidos por otros investigadores (se indica la referencia) que se
han utilizado en esta Tesis.
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pBluescript IT KS + (Stratagene, La Jolla, California, EE.UU.)

Vector derivado de pUC19, con el gen de resistencia a ampicilina. Contiene un sitio
de clonaciéon multiple que interrumpe el gen de la 3-galactosidasa y permite la seleccion
de plasmidos recombinantes por color con Xgal e IPTG.

pGEM-T Easy (Promega Madison, Wisconsin, EE.UU.)

Molécula plasmidica lineal con el gen de resistencia a ampicilina, digerido con
EcoRV y con una timina afadida en cada extremo 3" para facilitar la clonacion de
productos de PCR. El lugar de clonacion interrumpe el gen de la B-galactosidasa y
permite por tanto la seleccion de plasmidos recombinantes por color con Xgal e IPTG.

PCR 2.1-TOPO (Invitrogen)

Molécula plasmidica lineal con el gen de resistencia a ampicilina y con una timina
anadida a cada extremo 3’ para la insercion directa de fragmentos de PCR. La ligacion
es facilitada por el sistema “TOPO Cloning”, de la misma casa comercial. El lugar de
clonacion interrumpe el gen de la B-galactosidasa y permite la seleccion de plasmidos
recombinantes por color con Xgal e IPTG.

pBAD-TOPO TA (Invitrogen)

Molécula plasmidica lineal disefiada para produccion heteréloga de proteina en E.
coli y su posterior purificacion y andlisis de actividad in vivo. La molécula posee una
timina afadida a cada extremo 3" para la insercion directa de fragmentos de PCR en
fase con el promotor regulable araBAD (pBAD). Contiene ademas el gen araC que regula
positivamente este promotor, transcribiendo la secuencia insertada en presencia de L-
arabinosa.

pGEX-4T (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Inglaterra)

Plasmido disenado para produccion heterdloga de proteina en E. coli y su posterior
purificacion por el sistema de la Glutatién-S-transferasa, que precede a un lugar de
clonacién multiple donde se inserta la secuencia objeto de analisis. El promotor se activa
por el gen lacl (también presente en el plasmido), el cual se induce con IPTG.

PHJA2 (Fernandez-Martin et al., 2000)

Plasmido derivado de pAN7-1 (Punt et al., 1987) y pBluescript® II KS +. que
contiene el gen de resistencia a higromicina del primero y el sitio de clonacién multiple
del segundo. Un segmento de ADN de 4 kb, conteniendo el gen de resistencia a
higromicina y sus sefiales reguladoras, se obtuvo por digestion total de pAN7-1 con
Xbal y parcial con EcoRlI, se tratd con la polimerasa Klenow para volver sus extremos
romos y se clond en la diana Nael de pBluescript® I KS +.

3. Plasmidos construidos

A continuacion se describen los plasmidos construidos en esta Tesis, derivados de los
arriba descritos. Las secuencias de los cebadores se describen en el apartado 9.2.
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pB21H

El alelo carB del mutante SF21 se obtuvo por PCR con los cebadores
CarRAG-3F y Ops-4R sobre ADN gendmico de esta estirpe. El producto de la
reaccion, de 4,5 Kb, se introdujo en pGEM-T Easy, se escindié posteriormente
mediante digestion con Notl y se cloné en pHJA2 tratado con la misma enzima
de restriccion, dando lugar a pB21H.

pCRcarT

El gen carT se obtuvo por PCR con los cebadores carT-8F y carT-8R sobre una
muestra de ADNc de la estirpe SF1 obtenida mediante una reaccién de
retrotranscripcion de ARN total de dicha estirpe. El producto de la reaccion de
PCR se cloné en pCR 2.1-TOPO y posteriormente se secuencid para confirmar la
ausencia de intrones o mutaciones.

pBADcarTs y pBADcarTa

Se obtuvo la secuencia codificadora del gen carT mediante PCR con los
cebadores carT-1 y carT-2 sobre el plasmido pCRcarT. El producto de la reaccién
se cloné en pBAD-TOPO TA. Como resultado se obtuvo una mezcla de
pladsmidos con las dos orientaciones del gen respecto al promotor en el vector.
El plasmido con la orientacidon correcta de carT se denominé pBADcarTs, y el
plasmido con la orientacién inversa se denomind pBADcarTa, utilizado como
control negativo en los experimentos de expresién del gen en E. coli.

pGEXTs y pGEXTas

El gen carT se escindi6é de pCRcarT mediante digestion con EcoRI y se clono
en el vector pGEX-4T cortado con la misma enzima de restriccion. De forma
analoga al apartado anterior, se obtuvo una mezcla de plasmidos con las dos
orientaciones del gen respecto al promotor en el vector. El plasmido con la
orientacion correcta de carT se denomind pGEXTs, y el plasmido con la
orientacion inversa se denomin6 pGEXTas, utilizado como control negativo.

pCRcarX

El gen carX se obtuvo por PCR con los cebadores CLU-4R y CLU-5F sobre
una muestra de ADNc de la estirpe SF1 obtenida mediante una reacciéon de
retrotranscripciéon de ARN total de dicha estirpe. El producto de la reaccién de
PCR se clond en pCR 2.1-TOPO y posteriormente se secuenci6 para confirmar la
ausencia de intrones o mutaciones.

pBADcarXs y pBADcarXa

Se obtuvo la secuencia codificadora del gen carX mediante PCR con los
cebadores CarX-1 y CarX-2 sobre el plasmido pCRcarX. El producto de la
reaccion se clon6 en pBAD-TOPO TA. Como resultado se obtuvo una mezcla de
plasmidos con las dos orientaciones del gen respecto al promotor en el vector.
El plasmido con la orientacion correcta de carX se denominé pBADcarXs, y el
plasmido con la orientacién inversa se denomindé pBADcarXa, utilizado
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como control negativo.
pGEXXs y pGEXXas

El gen carX se escindié de pCRcarX mediante digestion con Notl y el fragmento de
ADN resultante se tratd con polimerasa T4 y y con EcI39Il para conseguir extremos
romos. A continuacion se clono en el vector pGEX-4T-1 previamente digerido con Smal y
tratado con fosfatasa alcalina. Como resultado de la ligacién se obtuvo una mezcla de
plasmidos con las dos orientaciones del gen respecto al promotor en el vector. El
plasmido con la orientacién correcta de carX se denominé pGEXXs, y el plasmido con la
orientacion inversa se denominé pGEXXas, utilizado como control negativo.

4. Medios, soluciones y condiciones de cultivo

4.1 Fusarium fujikuroi

Todos los medios sélidos utilizados en esta Tesis contienen 16 g/l de agar (Adsa
Micro, Barcelona).

4.1.1. Medios de cultivo para F. fujikuroi

Medio minimo (DG)

Su composicion por litro es: 30 g de glucosa, 3 g de NaNO;, 1 g de KH,PO,, 0,5 g de
MgSO,*7H,0, 0,5 g de KCl y 2 ml de una solucion de microelementos que contienen 10
mg de H;BO;, 10 mg de CuSO,, 20 mg de FeCl;, 20 mg de MnCl,, 20 mg de NaMoO, y 2
mg de ZnSO, (Avalos et al., 1985).

Medio DG asn
Medio DG con 3 g/l de asparragina en lugar de NaNO,;.

Medio NG
Medio DG con 4 g/l de extracto de levadura, 8 g/l de peptona y sin microelementos
(Avalos et al., 1985).

Medio de esporulacion
Su composicién por litro es: 1 g de glucosa, 1 g de NH,NO,, 1 g de KH,PO,, 0,5 g de
MgSO,*7H,0, 0,5 g de KC], y 1 g de extracto de levadura (Avalos et al., 1985).

DG osmoestabilizado
Medio DG con 90 g/l de KCl. Para hacer medio DG osmoestabilizado de cobertera se
utilizaron 4 g/l de agar.

Medios selectivos

Para seleccionar transformantes resistentes a higromicina se afiadi6é al medio
higromicina B (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Alemania) a una concentraciéon de
0,1g/l

DG clorato
Medio DG asn con 30 g/l de KCIO;.
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4.1.2. Condiciones de cultivo
Condiciones de iluminacion

Los cultivos se iluminaron con 5 W/m? de luz blanca procedente de una
bateria de cinco lamparas fluorescentes (Sylvania Standard F36/154-t8)
instaladas sobre una lamina de vidrio difusora. En los casos de iluminacion a
30°C la intensidad luminosa fue 25 W/ma2.

El flujo luminoso se midié con un fotodiodo de silicio PIN-10DP/SB (United
Detector Technology, Hawthorne, California, EE.UU.) conectado a un picoam-
perimetro 485 (Keithley Instruments, Cleveland, Ohio, EE.UU.).

Extraccion de ARN

Para extraer ARN de FKMC1995 o de estirpes derivadas, éstas se cultivaron
durante 3 dias en oscuridad a 30°C. El indculo se hizo con 10° esporas en medio
liquido DGasn, en cajas de Petri de 9 cm de diametro. En su caso, a los tres dias
de cultivo las cajas se expusieron a la luz el tiempo deseado.

Para extraer ARN de IMI58289 o de estirpes derivadas, se cultivaron 10°
esporas de la estirpe en un matraz con 250 ml de medio DG liquido. A los 3 dias
de crecimiento se separ6 el micelio por filtracion al vacio. En su caso, se expuso
a la luz el tiempo deseado.

Manipulacion de protoplastos de F. fujikuroi

Los protoplastos se inocularon en agar de cobertera (8 g/l) osmoestabilizado
(90 g/1 de CIK) sobre medio de cultivo igualmente osmoestabilizado. Las
diluciones de protoplastos se realizaron en SO,Mg 0,9 M.

4.2. Escherichia coli

Medio nutritivo LB
Su composicion por litro es: 5 g de extracto de levadura, 10 g de peptona

hidrolizada enzimaticamente (“bacto-tryptone” Difco BD, Frankling Lakes,
New Jersey, EE.UU.) y 5 g de NaCl (Sambrook et al., 1989).

Medio SOC

Para preparar un litro, se autoclavan 960 ml con 20 g de Triptona, 5 g de
Extracto de levadura, 0,6 g de NaCl y 0,19 g de KCl. Después se afiaden 10 ml
de MgCl, 1M, 10 ml de MgSO, 1M y 20 ml de glucosa 20% (p/v).

Suplementos

En su caso, el medio LB se suplementé con ampicilina a una concen-tracion
final de 100 mg/1.

Para deteccion de actividad B-galactosidasa, el medio se suplementd con
Xgal e IPTG a concentraciones finales de 40 mg/l y 20 mg/1 respectivamente.
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5. Mutagénesis de F. fujikuroi con N-metil-N’"—nitro-N-nitrosoguani-
dina

Se obtuvieron 107 esporas de la estirpe correspondiente, se resuspendieron en 100 ml
de N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina a una concentracion de 2 mg/ml y se incubaron
30 min en oscuridad (Avalos et al., 1985). El mutageno se eliminé mediante dos lavados
de las esporas con agua estéril. Finalmente, las esporas mutagenizadas se
resuspendieron en glicerol 15% y se almacenaron a -20°C. Los restos de agua y las
puntas que entraron en contacto con el mutageno se trataron con tiosulfato 2% (p/v).
Para el escrutinio de mutantes de la carotenogénesis las esporas se sembraron sobre
medio DG asn y se incubaron 4 dias en luz o en oscuridad en funcién del fenotipo
buscado.

6. Transformacion
6.1. Transformacion de F. fujikuroi

6.1.1. Preparacion de protoplastos

Se inocularon 5x10® esporas en 200 ml NG y se incubaron a 28°C durante 14 h a 150
rpm en un matraz de 500 ml. Se mir6 una alicuota al microscopio para confirmar una
tasa de germinacion superior al 95%, se filtraron las germinulas a través de dos filtros
Monodur y se lavaron dos veces con solucion OM (MgSO, 1,2 M, NaH,PO, 2mM) para
eliminar el PDB residual y esporas no germinadas. Para la lisis de las paredes celulares
se disolvid 1 g de enzimas liticas en 18 ml OM en un tubo Falcon, y se afiadieron con
cuidado las germinulas lavadas. Se incubd el tubo horizontalmente aproximadamente
50 min a 30°C con agitacién suave. Durante la incubacion se controld la aparicion de los
protoplastos por observacién al microscopio. Una vez terminado el proceso de lisis se
pasaron los protoplastos por dos filtros monodur y se lavaron con STC (sorbitol 14,5%,
Tris HC1 10 mM pH 7,5, CaCl, 50 mM). La suspension de protoplastos se centrifugé a
4°C durante 15 min a 3000 rpm en una centrifuga con rotor vasculante. Se descarté el
sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 1 ml de STC. La concentracion se ajustd
a 2x108 protoplastos por ml y se guardaron en alicuotas de 100 pl a -80°C.

6.1.2. Transformacion

Se descongel6 lentamente en hielo una alicuota de protoplastos (2 x 107). Se mezcl6
la cantidad apropiada de plasmido (1-10 pg) en un volumen no superior a 10 pl con 12,5
ul de PEG (PEG 4000 60% (p/v), MOPS 12,5% (p/v)). Se afiadié la mezcla a los
protoplastos y se incubaron 20 min en hielo. A continuacién se afiadié lentamente 1 ml
de PEG, se mezclé suavemente y se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente. La
mezcla se volcéd en un tubo de 10 ml con 2 ml de STC y se centrifugd durante 10 min a
3.500 rpm. Tras eliminar el sobrenadante, el precipitado se resuspendié en 500 pl de
medio NG liquido osmoestabilizado y se incubd a 30°C durante 12-15 h para permitir la
regeneracion de la pared celular de los protoplastos. A continuacion se afadieron a la
muestra 3 ml de NG osmoestabilizado de cobertera a 48°C y la mezcla se extendio
inmediata-mente en una caja de Petri de medio DG suplementado con 1 g/l de extracto
de levadura y 0,1 mg/l de higromicina. Los transformantes comienzan a aparecer a
partir del cuarto 6 quinto dia de incubacion a 30°C.
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6.2. Transformacion de E. coli

6.2.1. Preparacion de células competentes

Este método, basado en el descrito por Inoue y colaboradores (Inonue et al.,
1990), se empled para transformar con mezclas de ligaciones. Se afiadié 1 ml de
un cultivo en fase estacionaria de E. coli a 200 ml de medio SOC en un matraz de
1 litro. Se incub6 en agitacion a 22°C hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,5 a
600 nm, y se enfrid en hielo durante 10 min. Manteniendo las células en todo
momento en frio, se centrifugaron a 2.500 rpm durante 10 min, se resuspen-
dieron en 80 ml de tampdn TB (PIPES 0,38%, CaCl,*2H,0 2,2%, KC1 18,6% y
MnClL*6H,0 11,2%, pH 6,7) preenfriado y se incubaron 10 min en hielo. Las
células se centrifugaron de nuevo repitiendo el proceso ya descrito y se
resuspendieron en 20 ml de tampén TB enfriado en hielo. Finalmente se
afiadieron 1,5 ml de DMSO, se incubaron 10 min en hielo, se separaron en
alicuotas de 0,5 ml, se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C
hasta su uso.

6.2.2 Transformacion

Se afiadieron de 1 a 20 ul de la solucion de ADN a un tubo de plastico de 10
ml y se mantuvo en hielo. Se afiadieron 100-200 ul de células competentes de E.
coli previamente descongeladas (evitando que el volumen de solucién de ADN
superara el 10% del volumen de células), se incubd la mezcla en hielo durante
30 min, se sometié a un choque térmico de 42°C durante 45 s y se enfri6 en hielo
durante 2 min. A continuacion se afiadié 1 ml de medio LB y se incub6 a 37°C 45
min. Por tltimo se concentraron las células por centrifugacion y se sembraron
en medio LB suplementado con ampicilina.

7. Extraccion y manipulacion de acidos nucleicos

7.1. Extraccion de acidos nucleicos

7.1.1. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Para la obtencion de pequefias cantidades de ADN (menos de 10 ug,
miniprep) se utilizaron dos métodos.

El primero (Stephen et al., 1990) es una variante de método de lisis alcalina
de Sambrook et al. (1989). Se inocularon 3 ml de LB adecuadamente suplemen-
tado con una colonia de la estirpe correspondiente de E. coli y se incubaron a
37°C durante 8-12 horas. Se centrifugd 1,5 ml del cultivo (13.000 rpm, la misma
velocidad empleada en el resto de centrifugaciones del protocolo) durante 20 s,
se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células en 150 ml de una
solucion de Tris 50 mM pH 7.5, EDTA 10 mM y 10 mg/l ARNasa, previamente
enfriada en hielo. Las células se lisaron mediante la adicién de 150 ml de una
soluciéon de NaOH 0,2 M y 10 g/l SDS. Se agit6 con suavidad hasta aclaramiento
de la mezcla y se mantuvo en hielo. Finalmente se neutraliz6 la mezcla de lisis
mediante adicién de 150 ml de acetato potasico 1.32 M pH 4,8. Tras una nueva
centrifugacion de 5 min, el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo
Eppendorf. Para precipitar el ADN se afiadieron 450 ul de isopropanol, se
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mezcl6 y se centrifugé 5 min. El precipitado de ADN se lavé por adicion de 200 ml de
etanol 70% y 5 min de centrifugacion. Finalmente se elimind el sobrenadante, se secé el
precipitado y se resuspendié en 20 ml de tampén TE.

El segundo método consiste en el empleo de los materiales y soluciones
proporcionados por el juego GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la obtencion de cantidades elevadas de ADN plasmidico se utilizé el juego
Midiprep Jetstar Plasmid MIDI Kit 50 2.0 (Genomed, Lohne, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

7.1.2. Extraccion de ADN genomico de F. fujikuroi

Para extraer ADN gendmico del hongo se utilizo el juego Gen Elute Plant Genomic
DNA miniprep (Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.1.3. Extraccion de ADN genodmico de F. fujikuroi a pequefia escala

Para su uso como sustrato en reacciones de PCR, se hicieron extracciones de ADN
genomico de F. fujikuroi a partir de pequefios fragmentos de micelio. En un tubo
Eppendorf se mezclaron aproximadamente 1 mg de micelio, 300 mg de perlas de vidrio
(0.5 pm), 200 pl de una solucion de 20 g/l de tritén, 10 g/l de SDS, CINa 100 mM, EDTA
1 mM y Tris HCI 10 mM pH 8, y 200 ml de fenol/cloroformo (1:1). La mezcla se agitd
vigorosamente en Vortex durante 4 min, se centrifugd 5 min a 13.000 rpm y se transfirié
la epifase a un tubo Eppendorf limpio. Posteriormente se afiadié 1 ml de etanol 96%, se
mezcl6 y se volvid a centrifugar. El precipitado se secd por vacio y se resuspendié en
400 pl de tampon TE. Para eliminar el ARN, se afnadieron 3 ml de ARNasa (10 mg/ml),
se incubd la mezcla 10-15 min a 37°C y se precipité el ADN afiadiendo 10 pl de acetato
amonico 4 M y 1 ml de etanol 96%. La mezcla se centrifugé 5 min en una
microcentrifuga a 13.000 rpm, se elimind el sobrenadante, se seco el precipitado y se
resuspendid en 50 pl de tampon TE. Con este tratamiento se obtuvieron tipicamente
muestras de ADN con una concentracion de 20 ng/ul.

7.1.4. Extraccion de ARN total de F. fujikuroi

Las muestras de ARN se extrajeron con el juego Eukaryotic mini (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.2. Cuantificacion de la concentracion de acidos nucleicos

Para cuantificar las concentraciones de cebadores, plasmidos, ADN genémico y ARN
total, se sigui6é a Ausubel et al. (1995). las concentraciones en mg/l de ADN y ARN se
obtuvieron calculando la absorbencia a 260 nm en agua en cubetas de cuarzo de 1 cm de
paso, utilizando los coeficientes de extincion 0,027 (ADN unicatenario), 0,02 (ADN
bicatenario) y 0,025 (ARN unicatenario).

Cuando estuvo disponible, las medidas espectrofotométricas se hicieron con un
equipo Nanodrop 3.0.1 (Coleman Technologies Inc., Orlando, Florida, EE.UU.).

Las concentraciones de fragmentos de ADN disueltos en pequefios volimenes se
estimaron mediante electroforesis en gel de agarosa y tincién con bromuro de etidio
(Sambrook et al., 2001). La fluorescencia de las bandas de ADN, separadas en el gel, se
compard con la de marcadores de tamafio a concentraciones conocidas. Para este fin,
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se usaron habitualmente muestras del fago lambda digerido con HindIII.
7.3. Manipulacion enzimatica del ADN

Las enzimas empleadas para digerir muestras de ADN, rellenar los extremos
de fragmentos lineales o ligarlos, se adquirieron a las companias Amersham
Biosciences, New England Biolabs (Ipswich, Massachussetts, EE.UU.),
Fermentas GMBH (Leon-Rot, Alemania) o Roche (Basilea, Suiza).

7.3.1. Digestiones con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion se usaron siguiendo las recomendaciones y
tampones proporcionados por el propio fabricante, o bien siguiendo a
Sambrook et al. (1989).

Las digestiones de ADN plasmidico se realizaron en volimenes de 20 a 50 pl
durante al menos dos horas a la temperatura recomendada.

Para las hibridaciones en Southern se digirieron muestras de 5-10 ug de ADN
gendmico con 20 unidades de enzima durante una noche en un volumen final
de 450 pl. Antes de su separacion en electroforesis, las muestras se precipitaron
con 50 pl de acetato sodico 3 M pH 5.2 y 1 ml de etanol 96%. Posteriormente se
centrifugaron a en una microcentrifuga a 13.000 rpm, se lavaron con 1 ml de
etanol 70%, se secaron y se resuspendieron en los volumenes adecuados de
tampon TE.

7.3.2. Relleno de extremos de moléculas de ADN

A fin de obtener moléculas con extremos romos, los fragmentos de
restriccion con extremos 3° unicatenarios salientes y los productos de las
reacciones de PCR se trataron con el fragmento Klenow de la polimerasa del
ADN (Roche). En el caso de los fragmentos con extremos 5" unicatenarios
salientes se utilizé la polimerasa del ADN de T4 (Roche). En ambos casos se
siguieron las instrucciones del fabricante.

7.3.3. Ligaciones

Las ligaciones de fragmentos de ADN se realizaron en volimenes de 10 pl
utilizando 1 unidad de ligasa de T4 (Roche). Las incubaciones se llevaron a cabo
durante una noche a 16°C.

7.4. Electroforesis de acidos nucleicos

7.4.1. Electroforesis de ADN

Las electroforesis de ADN se hicieron en geles de agarosa de baja
electroendo-6smosis (Agarosa D1 baja EEO, Pronadisa, Madrid) a una
concentracion de 8 g/l o a otra concentracién cuando los tamanos de los
fragmentos relevantes a separar asi lo requierieron. Para las electroforesis se
empled tampdn TAE (Sambrook et al., 2001).
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Las electroforesis se llevaron a cabo en cubetas de las casas Lagoplast (Madrid) o
Ecogen (Barcelona), conectadas a una fuente de alimentaciéon Pharmacia, modelo LKB.
Como marcadores del tamafio de los fragmentos de ADN se utiliz6 ADN del fago
Lambda digerido con HindIIl o marcadores comerciales (escalera de 1 Kb, Techline,
Aberdeen, Washington, EE.UU.). Para las hibridaciones en Southern, en caso de
deteccion no radiactiva se empled el marcador Molecular III (Roche), que contiene
fragmentos de tamafio conocido marcados con digoxigenina.

Las bandas de ADN se visualizaron con bromuro de etidio presente en el propio gel
de agarosa o, en algunos casos, sumergiendo el gel en una soluciéon de bromuro de
etidio a una concentracidon de 5 mg/l. Los geles tefiidos se expusieron a radiacion
ultravioleta en un transiluminador Fotodyne (Hartland, Wisconsin, EE.UU.) y se
fotografiaron mediante un equipo de analisis de imagen ImageStore 5000, UVP. Los
fragmentos destinados a la secuenciacion o a la construccion de vectores de expresion se
visualizaron con una fuente de mano de radiacién ultravioleta de longitud de onda
larga (312 nm).

7.4.2. Electroforesis de ARN

Para las electroforesis de ARN se emplearon cubetas, peines y bandejas tratadas
previamente con NaOH 0,4 N durante 12 h y lavadas con agua tratada con DEPC. Se
emplearon geles de 100 ml con 12 g/l de agarosa, incluyendo 10 ml de tampon MOPS 40
mM pH 7, acetato sodico 10 mM, EDTA 1 mM y 5,3 ml de formaldehido anadidos a
65°C, antes de la coagulacion de la agarosa.

Las muestras a cargar en los geles contienen 15 pg de ARN en 10 pl de formamida, 3
pl de tampoén MOPS, 3,5 ul de formaldehido 12,3 M y 4,5 ul de agua tratada con DEPC.
Las muestras se calentaron a 65°C durante 15 min, se incubaron varios min en hielo y se
mezclaron con 3 ul del tampdn de carga usado habitualmente en las electroforesis de
ADN previamente tratado con DEPC. Una vez cargadas, se separaron en el gel de
electroforesis a 75 V.

7.5. Aislamiento de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN de interés se visualizaron en el gel con la fuente de mano de
radiacion ultravioleta y se separaron cortando pequefios bloques de agarosa, de los
cuales se extrajeron con dos métodos diferentes. El primero, basado en el uso de las
columnas Wizard Minicolumns (Promega), consiste en meter el fragmento de agarosa
en la columna y centrifugar durante 10 minutos a 13.000 rpm. El ADN, presente en el
eluyente, se precipito y se resuspendi6 en un volumen adecuado de TE.

El segundo método se baso en el empleo de columnas GFX™ PCR DNA, disponibles
en el juego Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences), utilizadas segun las
instrucciones del fabricante.

8. Deteccion de secuencias de ADN y ARN con el sistema DIG
8.1. Deteccion de secuencias de ADN (Southern blot)

8.1.1. Marcaje de sonda de ADN con DIG-dUTP

La sonda para el gen carB se obtuvo mediante PCR sobre ADN gendmico de
FKMC1995 utilizando los cebadores CarBG-2F y CarBG-3R. El marcaje se llevd a cabo
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sobre una muestra de al menos 100 ng del producto de la reaccion de PCR
aislado de un gel de agarosa. La muestra se marcé con digoxigenina-dUTP (DIG
dUTP, Roche) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante en el manual de
marcaje “The DIG system user’s guide for filter hybridization”. La técnica
empleada es la de cebado aleatorio random priming con una mezcla de
deoxinucleétidos (dATP 1 mM, dCTP 1 mM, dGTP 1 mM, dTTP 0,65 mM y DIG
dUTP 0,35 mM) y hexanucleétidos aleatorios proporcionados por el fabricante.

8.1.2. Transferencia de ADN a la membrana de hibridacion

Una vez concluida la separacion de los fragmentos de ADN en electroforesis,
el gel de agarosa se sumergid sucesivamente 10 min en CIH 250 mM para
despurinizar el ADN, dos veces 15 min en una solucién desnatu-ralizante
(NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M) y una vez 15 min en una solucion neutralizante (Tris
1 M pH 8, NaCl 1,5 M). Finalmente, el ADN se transfiri6 a un filtro de nailon
Hybond (Amersham Biosciences) por capilaridad empleando como solucion de
transferencia SSC 20x (SSC con una concentracién veinte veces mayor)
siguiendo Sambrook et al. (2001). La composicion del SSC es NaCl 150 mM y
citrato sodico 15 mM pH 7 (Sambrook et al., 2001).

Una vez transferido el ADN, se fij6 a la membrana irradiando su superficie
con 700 J/m2 de radiacién ultravioleta con un equipo cross-linker RPN 2500
(Amersham Biosciences). A continuacion, se lavo la membrana con tampén SSC
2x.

8.1.3. Hibridacion de ADN transferido a la membrana

El filtro de nailon se prehibrid6 durante 2 horas en una solucion de 1 g/l de
N-lauroilsarcosina, 0.2 g/l de SDS y 10 g/l de reactivo de bloqueo (Roche) en
SSC 5x y se hibrid6 en la misma solucién con la sonda en condiciones de alta
exigencia (42°C). La hibridacién se realizé en un horno Hybridizer HB-1D
(Techne Ltd., Cambridge, Reino Unido) siguiendo los protocolos y
recomendaciones del manual de Roche. Tras la hibridacidn, el filtro se lavé
sumergiéndolo dos veces 5 min en una solucion de 1 g/l de SDS en SSC 2x a
temperatura ambiente y otras dos veces 15 min en una solucion de 1 g/l de SDS
en SSC 1x en un bafio con agitacion a 68°C.

8.1.4. Deteccion

La hibridacién se detecté mediante el reconocimiento de la digoxigenina de
la sonda por un anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina. Para ello se incub6
el filtro con el anticuerpo, se lavd para eliminar el anticuerpo sobrante, y se
detect6 la actividad fosfatasa alcalina mediante incubacién con un sustrato
quimioluminiscente (CSPD®, Roche) y exposicion sobre una pelicula X OMAT S
de Kodak (Rochester, New York, EE.UU.) a temperatura ambiente.

8.2. Deteccion de secuencias de ARN con el sistema DIG

8.2.1. Obtencion y marcaje de sondas

Las sondas se obtuvieron mediante multiplicacion por PCR a partir de ADN
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gendmico de la estirpe silvestre FKMC1995. Para cada sonda se emplearon los
cebadores indicados entre paréntesis, seguidos por el tamafio del correspondiente
producto: carRA (CarPG-1F y CarPG-1R; 0,7 Kb), carB (CarBG-3F y CarBG-4R; 0,7 Kb),
carX (CarxG-1F y CarxG-1R; 0,4 Kb), carO (Ops-1F y Ops-1R; 1,4 Kb) y carT (CarT-1F y
CarT-1R; 1,5 Kb).

Para el marcaje se obtuvieron inicialmente hasta 5 pig del producto de PCR, sobre la
cual se llevd a cabo una PCR asimétrica utilizando solamente el cebador reverso. En esta
reaccion se utilizo una mezcla de deoxinucleo6tidos con DIG dUTP (dATP 1 mM, dCTP 1
mM, dGTP 1 mM, dTTP 0,65 mM y DIG dUTP 0,35 mM). El resultado es una muestra
enriquecida en la cadena marcada, complementaria con el ARN diana.

8.2.2. Transferencia de ARN a membranas de hibridacion

Los geles de agarosa con ARN se lavaron dos veces con agua destilada 5 minutos y
el ARN se transfirio a filtros de nailon Hybond (Amersham Biosciences) por capilaridad
empleando SSC 10x. El ARN ribosémico transferido a las membranas de nylon se
visualizé mediante 10 min de tincién con una solucién de 0,02% (p/v) de azul de
metileno en acetato sédico 0,3 M pH 5,5 (Di Pietro y Roncero, 1998).

8.2.3. Hibridacion y deteccion de ARN transferido a membranas

Las condiciones y soluciones utilizadas para hibridar membranas de ARN fueron las
mismas que las empleadas con membranas de ADN (apartado 8.2.3), excepto que la
temperatura de hibridacién fue 50°C en lugar de 42°C. Igualmente, el protocolo de

deteccion fue equivalente al descrito en el apartado 8.2.4. para la hibridacién sobre ADN.

9. Reacciones de PCR

9.1. Enzimas utilizadas

Para multiplicar ADN genémico, plasmidico o complementario mediante PCR se
utilizaron varias polimerasas de ADN termorresistentes dependiendo del fin de cada
reaccion. Para las reacciones que exigen la mayor fidelidad de replicacion, se empleo la
enzima “TripleMaster” (Eppendorf) o “Pwo DNA Polymerase” (Peqlab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, Alemania), y para el resto de las reacciones se utilizaron la polimerasa
“EcoTaq” (Ecogen, Barcelona) o “Biotools DNA polimerasa” (Biotools B & M labs,
Madrid).

Para obtener ADNCc a partir de ARN total se utilizo el juego de RT-PCR “SuperScript
IIT First-Strand Synthesis System” (Invitrogen), y el sistema de enzimas “BD
Advantage™ 2 PCR” (BD Biosciences, Erembodegem, Bélgica) para obtener ADN
bicatenario a partir de ADNc.

Para obtener las regiones 5" y 3'del gen carT se utilizé el juego Smart-RACE (BD
Biosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante.

9.2. Condiciones de la reaccion

Las cantidades de ADN, cebadores, dNTPs y polimerasa utilizados fueron los
recomendados por la casa comercial de la polimerasa, al igual que las temperaturas de
desnaturalizacion, hibridacion y replicacion.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp 2400 PCR System
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(Perkin Elmer Cetus, Branchburg, Nueva Jersey, EE.UU.). Los cebadores
utilizados en la Tesis se describen en la Tabla 3 ordenados por sus usos.

Tabla 3. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR

Nombre Secuencia 5'->3’

Cebadores universales

T3 ATTAACCCTCACTAAAG
T7 AATACGACTCACTATAG
SP6 CATACGATTTAGGTGACACTATAG

Reverse AACAGCTATGACCATG
Forward GTAAAACGACGGCCAGT

Secuenciacion de carB

CarBG-2F TGGGCGAGCTCATGAGCGACATTAAGAAATCTG
CarBG-3R CGCTCAGAACGACACCGTTTG

CarBG-4F CGTTGAGGCACTGGTTAACG

CarBG-6R CGAGAATCATGGACATAGAC

Secuenciacion de carO

Ops-1F GGAAAATGTGGGATTGAAGC
Ops-3F CTAACTGTTCTCAGGTCATG
Ops—-4R CTCATTCCAAGCCCGAGAAAC

Secuenciacién de carX

CarxG-1F CACAGATATCTTACCGGCAAC
CarxG-1R GGTAGGTTCGAGAGAATGACG
CarRAF-2F GCCGGTAAGATATCTGTGAC
CarRAF-2R GGCAGGATCCCAGCCCATTTTGACAAAG
CarX-Segl CCATACGTGCACTGCTCAGT
CarX-Seqg2 ATACTTGGGATTCTCAGTCC

Obtencion de sondas

CarRAG-3F CAGCTTGCTCACAATCATCC
CarRAG-3R TTGTTCAATGCAGACCATGC
CarT-1F GTCCTCTCCGTCTGACTCTC
CarT-1R TCCCCAGCTCCTCCATAGTC

Clonacion y expresion de carT

CarT-5F CACTGGTTTGATGGGTTCGC

CarT-4R GTTACCCTCCCATTGTGTCTT

CarT-5R CCCATTTCTTCCATCGTCTT

CarT-6R  GCATCGACCCTTCAACGCTCCAACCCCTGGCCG
CarT-6F CGGCCAGGGGTTGGAGCGTTGAAGGGTCGATGC
CarT-7R  CACACTTGTGTCTCGCCATC

CarT-7F GGAGAAACAGAGGTACTCGC

Secuenciacion de carT

CarT-seq ATCTTCAGAGTCGACGCT
CarT-8F GAGACACTTTGAGCAAGCGAC
CarT-8R  ACGTCCGCTCCTGGTAAATC

Expresion de genes carX y carT en E. coli

CarT-1 ATGGCGCTCAACGGCCCGGGCGTC
CarT-2 TTAAGCAGCTGGCAAATGAATGCC
CarX-1 ATGAAGTTTCTGCAACAAAATTCC
CarX-2 TCATCCAACAGCTTTCTCCAACTTC
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10. Analisis de proteinas
10.1. Extraccion y purificacion de proteinas expresadas en E. coli

10.1.1. Preparacion e induccion del cultivo

La estirpe de E. coli con el plasmido adecuado se incub6 en 3 ml de LB suplementado
con ampicilia durante una noche a 37°C. Se inocularon 50 ml del mismo medio de
cultivo con 0,5 ml del cultivo anterior y se incub6 a 28°C hasta alcanzar una densidad
optica 0.5 a 600 nm. A continuacion se afiadieron 50 pl de IPTG 0,1 M, y se incub6 16
horas a 18°C en prevencion de la posible formacién de cuerpos de inclusién insolubles
de proteina.

10.1.2. Extraccidon de proteinas y purificacion

El cultivo se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 min, y se resuspendi6 el precipitado
en 3 ml de PBS pH 7.3 (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,) previamente
enfriado en hielo. A continuacién se pasaron las bacterias resuspendidas por una prensa
francesa dos veces para lisarlas. Se tomo una alicuota de 100 ml para la cromatografia
en SDS-PAGE (muestra de extracto total), se afiadi6 al resto 1 ml de Triton-X100 10% y
se incubd durante 30 min a temperatura ambiente bajo agitacion orbital lenta.

Durante estos 30 min se prepar6 una muestra de sefarosa unida a glutation. Para ello
se partid de una solucion comercial “Glutathione Sepharose™ 4B” (Amersham
Biosciences). Se agitdé vigorosamente, se tomaron 240 pl y se centrifugaron a 500 g
durante 5 min a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado en 1,5
ml de PBS pH 7.3. Se repitid la centrifugacion, se descartd el sobrenadante, se
resuspendio el precipitado en 210 pl de PBS pH 7.3 y se mantuvo en hielo.

A continuacion se centrifugo el extracto de proteinas solubilizadas a 12.000 g duran-
te 10 min a 4°C. De nuevo se tomo una alicuota de 100 pl para la cromatografia en SDS-
PAGE (muestra de proteinas solubles) y se incub6 el resto del sobrenadante con la
muestra de sefarosa-glutation durante 30 min a temperatura ambiente en agitacion
orbital lenta. A continuacion se centrifugd a 500 g durante 5 min a 4°C y se tomo del
sobrenadante una nueva alicuota de 100 pl para la cromatografia en SDS-PAGE
(muestra de proteinas no unidas a sefarosa). Finalmente se lavo el precipitado tres veces
resuspendiendolo en 1,6 ml de PBS pH 7.3 y centrifugando a 500 g 5 min a 4°C.

10.1.3. Tratamiento con Trombina

Para separar la proteina purificada de la Glutatién-S-transferasa se hizo un
tratamiento con trombina. Se anadieron 10 ul de solucion 1 U/ul de trombina a 200 pl de
PBS pH 7.3, se mezcld con el precipitado de proteina y sefarosa y se incubd a
temperatura ambiente durante toda la noche en agitacién orbital. Después se centrifugd
la mezcla a 500 g durante 5 min a 4°C y se recogi¢ el sobrenadante, del cual se tomaron
5 ml para la cromatografia en SDS-PAGE (proteina purificada). A continuacién se
hicieron dos eluciones afiadiendo al precipitado 100 pl de tampon de elucién (50 mM
Tris HCl pH 8.0, 140 mM NaCl, 0,2% Triton X-100) y centrifugando cada vez durante 5
minutos a 500 g a 4°C. Finalmente se tomaron 5 pl de cada elucién y de la sefarosa para
la cromatografia en SDS-PAGE. La fracciéon de proteina purificada se conservo a 4°C.

Ante la posibilidad de que la trombina encuentre dianas de corte dentro de la
proteina a purificar, se llevé a cabo un protocolo alternativo al descrito con
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sefarosa. La proteina unida a Glutatién-S-transferasa se eluyé con glutation,

que compite con la glutation-sefarosa y libera la proteina. Para ello se incub¢ el
precipitado obtenido en el apartado anterior 5 min con 100 ml de tampdn de
elucion suplementado con glutation 10 mM. Tras la centrifugacion se recuper6
el sobrenadante y se repitio el proceso dos veces mas. Como en el caso anterior,
la fraccién de proteina purificada se conservo a 4°C.

10.1.4. Fraccionamiento de proteinas en geles desnaturalizantes
(SDS-PAGE)

Las proteinas se fraccionaron en electroforesis en gel de poliacrilamida y
SDS (SDS-PAGE; Laemmli, 1970). El gel se compuso de una zona de apilamiento
de 2 cm de longitud seguida de una zona de fraccionamiento de 5 cm de
longitud. Las electroforesis se realizaron en una cubeta Mini-Protean 3 Cell (Bio-
Rad, Munich, Alemania) a la que se aplicé un campo eléctrico de 200 voltios
durante 45 min. Como marcador de tamafio se utiliz6 una mezcla comercial de
proteinas (Wide Molecular Weight Range, Sigma Chemical).

El gel de apilamiento al 4% se preparo6 con Tris-HCI 1,25 mM pH 6,8, 1 g/l de
SDS y 40 g/l de acrilamida:N,N metilenbisacrilamida 29:1 (p/p). La
polimerizacion se generd por adicion de 1 g/l de persulfato amonico y 1 ml/l de
N,N,N",N -tetrametiletilenediamida (TEMED).

El gel de fraccionamiento al 12% se preparé con Tris-HCl 1,875 M pH 8,8, 1
g/l de SDS, 120 g/l de acrilamida:N,N 'metilenbisacrilamida 29:1 (p/p), y se
utiliz6 para polimerizar 1 g/l de persulfato amonico y 0,5 ml/l de TEMED.

Las muestras de proteinas se cargaron en el gel tras mezclarlas con tampon
de carga 3x (65 mM TrisHCl pH 6.8, 20% (v/v) glicerina, 4% (p/v) SDS y 0,02%
(p/v) azul de bromofenol y 10% (v/v) B-mercaptoetanol antes de cargar).

Una vez llevado a cabo el fraccionamiento, las proteinas se visualizaron
sumergiendo el gel en solucién de tincion (0,25 g/l de azul de Coomassie (Bri-
lliant Blue R-250, Sigma Chemical), 100 ml/l de acido acético y 100 ml/l de
metanol) durante 30 min y en solucién de destincién (100 ml/I de acido acético y
100 ml/l de metanol) hasta que las bandas de proteinas fueron claramente
visibles.

10.2. Ensayos in vitro

Los ensayos enzimaticos de proteina CarX o CarT se llevaron a cabo con
suspensiones micelares del carotenoide en detergente. Estas se prepararon
secando la cantidad deseada de carotenoide (50 uM de B-caroteno o toruleno)
por evaporacion rotatoria bajo vacio a 30°C. La muestra seca se resuspendid en
200 pl de benceno y se afiadieron 150 pl de 0.7% (v/v) Triton X-100 y 1.6% (v/v)
Triton X-405 disuelto en etanol 96%. La muestra se secé de nuevo por
evaporacion rotatoria en vacio hasta obtener un gel seco en el fondo del tubo. El
gel se resuspendié cuidadosamente en 110 pl de tampdn de incubacion 2x
(HEPES-NaOH 200 mM pH 8.0, TCEP (Tris(2-carboxi-etil)fosfina HCI) 2 mM,
FeSO, 0.4 mM y 2 g/l de catalasa). La muestra se centrifugé en una microcen-
trifuga a 10.000 rpm durante 5 min para eliminar los restos de carotenoide no
disuelto. La incubacion se llevo a cabo anadiendo 50 ml de proteina purificada a
50 ml de la muestra de carotenoide. A otros 50 ul de la muestra de carotenoide
se le afiadieron 50 ml de proteina control.
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Los carotenoides sintéticos empleados, B-apo-8’-carotenal, 3-apo-10"-carotenal y -
apo-8’-licopenal, se procesaron de igual forma que el B-caroteno y el toruleno, pero se
disolvieron en una solucién de detergente distinta, consistente en una solucién etandlica
de 4% (v/v) octil B-D-glucopiranosido. El resto del tratamiento fue el descrito arriba.

Las incubaciones se llevaron a cabo durante 2 horas a 27°C, y se detuvieron
anadiendo un volumen de acetona.

11. Analisis de carotenoides
11.1. Analisis de carotenoides de F. fujikuroi

11.1.1. Extraccion y analisis del espectro crudo de las muestras

Se pesaron muestras de unos 0.1 g de micelio liofilizado y se trituraron con arena de
mar en un mortero enfriado en hielo. Los carotenoides se extrajeron con acetona, se
centrifugaron para eliminar los restos de micelio y arena y se secaron en un evaporador
rotatorio conectado a una bomba de vacio (Biichi RE 111, Suiza) a una temperatura infe-
rior a 50°C. Los extractos se disolvieron en n-hexano y se determinaron sus espectros de
absorcion de 350 nm a 650 nm utilizando un espectrofotometro Beckman, DU 640
(Beckman Coulter, Foullerton, California, EE.UU.).

11.1.2. Separacion de carotenoides neutros y polares

Cada muestra de carotenoides se resuspendid en un volumen pequefio de éter de
petroleo y se separd en 6xido de aluminio (ALO;, grado II-III) desactivado con 0,05 ml
de agua/g. El 6xido de aluminio se sec6d previamente en un horno, se peso, se cubrié con
éter de petroleo, se le afiadi6 el volumen adecuado de agua y se homogeneizd con una
varilla de vidrio. Como soportes de la columna se usaron puntas azules de 1 ml
taponadas en su extremo con papel de celulosa y cargadas con 6xido de aluminio
desactivado con agua hasta alcanzar 2 cm de altura. Cada muestra se carg6 en una
columna, se eluyeron los carotenos neutros con 1 ml de éter etilico, quedando retenidos
en la columna los carotenoides polares. Las fracciones eluidas de la columna se secaron
por evaporacion rotatoria y se disolvieron en n-hexano para la determinacion de su
espectro de 350 nm a 650 nm en el espectrofotémetro.

El espectro de carotenoides polares se determiné mediante la diferencia entre el
espectro de absorcion de la muestra total y la muestra eluida de la columna corregidos
a las mismas diluciones.

Para los calculos de las concentraciones de carotenoides se utilizéd un coeficiente de
extinciéon de 171,5 (1 mg/l, 1 cm) para la neurosporaxantina. La concentracion de la
mezcla de carotenos neutros se estim6 empleando un coeficiente de extincién medio de
250 (1 mg/l, 1 cm).

11.1.3. Cromatografia en capa fina (TLC)

Las cromatografias en capa fina se llevaron a cabo sobre hojas de TLC de plastico
cubiertas por Silicagel 60 (Merck). La fase mévil utilizada en cada caso se especifica en
el texto.
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11.1.4. Cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

Las muestras crudas de carotenoides se disolvieron en 500 ul de n-hexano y
se inyectaron en un cromatografo liquido de alta presion (HPLC) Hewlett
Packard Series 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.)
equipado con un degasificador G1322A, una bomba cuaternaria G1311 y un
detector de diodos en linea G1315A. Las muestras inyectadas (25 pl) se
separaron en una columna de fase reversa de 4.6 x 100 mm Hypersil ODS
(octadecylsilyl) 5 m (Waters Corporation, Milford, EE.UU.) utilizando una
mezcla de metanol, acetonitrilo y cloroformo en una relacién constante 47:47:6.

Los analisis llevados a cabo en la Universidad de Friburgo (Alemania) se
realizaron con un equipo HPLC Waters system (Eschborn, Alemania) equipado
con un detector de diodos en linea modelo 996. Las muestras se separaron en
una columna C30 de fase reversa (YMC Europe, Schermbeck, Alemania)
siguiendo protocolos descritos por Scherzinger et al. (2006). El toruleno se
purifico a partir de una muestra de carotenoides del mutante SG68 usando el
sistema de solventes A: metanol/tert-butil metil éter (1:1, v/v) B: metanol/tert-
butil metil éter/agua (30:1:10, v/v/v). La separacion se llevd a cabo con una tasa
de flujo de 1 ml/min con un gradiente lineal a partir de un 100% hasta un 43%
de B durante los primeros 43 min. En el minuto siguiente B pas6 al 0%, y se
mantuvo esta proporcién durante 26 min a una tasa de flujo de 2 ml/min.

11.2. Analisis de carotenoides de E. coli

11.2.1. Protocolo basico de extraccion

Se centrifugd el cultivo de E. coli, se eliminé el sobrenadante y se afiadieron
al precipitado 10 ml de acetona:metanol (7:3). Se agit6 vigorosamente en Vortex
y se sonicoé durante 1 minuto en un sonicador digital Branson SLPe
(Dietzenbach, Alemania) bajo los parametros 15% duty cycle y 2,5 output control.
A continuacién se centrifugd a 14.000 rpm durante 5 min, se paso el
sobrenadante a un tubo nuevo y se afadieron 10 ml de éter de petroleo:dietil
eter (1:4). Tras agitacion en Vortex, se anadieron 5 ml de H,O, se centrifugé
durante 1 min a 14.000 rpm para separar las dos fases, se recogi6 la fase supe-
rior y se secd en un rotoevaporador bajo vacio a temperatura ambiente.
Finalmente, la muestra seca de carotenoides se resuspendié en un volumen
apropiado (normalmente 100 pl) para su analisis en HPLC.

11.2.2. Extracciones modificadas de carotenoides

En los casos de solapamiento de picos de retinoides en los cromatogramas
de HPLC, se llevaron a cabo modificaciones quimicas selectivas.

11.2.2.1. Acetilacion de retinol

El precipitado seco de retinol (o la correspondiente fraccion de HPLC) se
disolvié en una mezcla de 100 pl de acido acético y 200 pl de piridina y se
incubd durante una hora en oscuridad. La reaccién se detuvo afiadiendo 300 ml
de etanol. Después de la incubacién en oscuridad, los compuestos lipofilicos (en
este caso retinil ester) se extrajeron por particién con éter de petroéleo y se
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secaron mediante rotoevaporacion en vacio.
11.2.2.2. Extraccion con formaldehido

El precipitado de E. coli de un cultivo de 50 ml se resuspendié en 150 pl de agua
destilada y 50 pl de formaldehido (37%). La resuspension se paso a otro tubo eppendorf.
Se afiadié un volumen de metanol y se incub6é durante 15 minutos a temperatura
ambiente (6 30°C) en oscuridad. La reaccion se par6 anadiendo 600 pl de acetona. Los
retinoides y carotenoides se extrajeron afiadiendo 500 pl de eter de petroleo. La
extraccion con eter de petrdleo se repitié dos veces y la muestra completa se secd por
por rotoevaporacion de vacio.

11.2.2.3. Extraccion con hidroxilamina

El precipitado del cultivo de E. coli (apartado 11.2.1) se resuspendi6 en 200 ul de
hidroxilamina 2M pH 6.8 y se pasé a un tubo Eppendorf. Se afiadié un volumen de
metanol y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. La
reaccién se detuvo afiadiendo 600 pl de acetona. Los carotenoides y/o retinoides se
extrajeron por adicion de 500 pl de éter de petrdleo. La extraccion se repitid dos veces y
la muestra completa se sec6 por rotoevaporacion en vacio.

11.2.3. Analisis de Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas
(CG-EM)

Se utilizéd un espectréometro de masas Finnigan Trace DSQ acoplado a un
cromatografo de gases Trace GC. Las separaciones se llevaron a cabo con una columna
Zebron ZB5 (5% fenil - 95% dimetilpolisilanoxano, 0.25 mm I.D. y 0.25 um de grosor;
Phenomenex, Aschaffenburg, Alemania). Para la cuantificacion de retinal, se utilizé un
programa con una temperatura inicial de 100°C durante 5 min, seguido de un
incremento de 25°C/min hasta alcanzar los 320°C, que fueron mantenidos durante otros
5 min. Se mantuvo un flujo constante de helio a 1 ml/min usando una division de flujo
de 1:30. El tiempo sin division de flujo fue de 3 min, y la temperatura del inyector fue de
220°C. Se utilizé una potencia iénica de 70 eV a 200°C. El retinal se identificé por
comparacion con el comportamiento cromatografico de referencia y por comparacion
del espectro de masas con el proporcionado por el programa NIST Mass Spectral Search
Program Version 2.0 (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
Maryland y Boulder, Colorado, EE.UU).

12. Informatica

12.1. Escritura, calculo y dibujo

Para el tratamiento de los datos se usaron el procesador de textos Word y la hoja de
calculo y representacion de datos Excel X de Microsoft (Microsoft Corp., Redmond,
Washington, EE.UU.). Las imagenes digitalizadas se manejaron con el programa
Photoshop 7.0 (Adobe Systems Inc., Mountain View, California, EE.UU.). En algunos
casos se mejord la calidad de las imagenes modificando parametros que no alteran su
informacién, como la latitud, o el brillo y contraste. Las graficas, dibujos e imagenes se
realizaron con el programa Canvas (Deneba Software, Miami, Florida, EE.UU.). Los
espectros de carotenos se manejaron con la hoja de calculo Excel X a partir de archivos
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proporcionados por el espectrofotémetro.
12.2. Analisis de secuencias de ADN

Los mapas de restriccion, las fases abiertas de lectura y las secuencias
complementarias de las secuencias de ADN se manejaron con el programa
Strider 1.1 (Institut de Recherche Fondamentale, CEA, Francia).

12.3. Similitud con secuencias publicadas en las bases de datos.

Las secuencias de ADN vy las informaciones sobre el genoma de F.
graminearum se obtuvieron por medio del servidor www.fgsc.net (McCluskey,
2003).

Las comparaciones de secuencias se llevaron a cabo por Blast mediante el
servidor NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Los analisis BlastP se realizaron
frente a la base de datos Swissprot no redundante. Las comparaciones de
secuencias se llevaron a cabo con el programa ClustalX 1.83 (Jeanmougin et al.,
1998).

12.4. Prediccion de estructura secundaria

Las predicciones de estructura secundaria se realizaron con el programa 3D-
PSSM (Kelley et al., 2000).
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