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1. Phycomyces

Phycomyces blakesleeanus es un hongo saprofito terrestre que ha sido
encontrado en ambientes himedos de diversas regiones del mundo, lo que
sugiere una distribucién cosmopolita. Pertenece a la clase Cigomicetos, al orden
Mucorales y a la familia Phycomycetaceae.

Phycomyces fue descrito por primera vez por Agardh (1817), quien lo
confundié con un alga y lo denominé Ulva nitens. Kunze (1817) volvi6 a
encontrarlo, percibi6 el error y lo clasific6 como hongo, llamédndolo Phycomyces
nitens, que significa “hongo-alga con brillo metdlico”. Burgeff (1925) dividié la
especie en dos al distinguir P. blakesleeanus. Esta especie ha sido usada en esta Tesis
para conocer mejor el mecanismo de la carotenogénesis.

La principal razén de la presencia de Phycomyces en los laboratorios es su
sensibilidad a la luz, investigada desde antiguo (Hoffmeister, 1867; Carnoy 1870;
Méssart 1888). Blakeslee (1904) descubri6 su ciclo sexual y Burgeff inicié el estudio
de su genética y descubri6 la heterocariosis (Burgeff, 1912) y la recombinacién
durante el ciclo de vida sexual (Burgeff, 1914). Ademds, contribuyé al
conocimiento de la bioquimica al demostrar el intercambio de “hormonas
sexuales” entre micelios de sexos opuestos (Burgeff, 1928) y al descubrir, a la vez
que Schopfer (1934), que Phycomyces necesita tiamina para crecer. Este fue el
primer caso conocido de requerimiento de una vitamina por parte de un
organismo distinto del hombre. Fue a partir de 1956 que las investigaciones con
Phycomyces recibieron un gran impulso, gracias a la incansable dedicacién de Max
Delbriick y sus colaboradores. En 1987, Cerd4-Olmedo y Lipson publicaron el
libro “Phycomyces” que retine los conocimientos acumulados hasta entonces acerca
de este organismo.

Las motivaciones para el estudio de Phycomyces han cambiado con el paso del
tiempo y las particularidades de este organismo han despertado el interés de un
variado grupo de cientificos. Durante la primera mitad del siglo veinte, muchos
investigadores buscaron organismos de crecimiento rdpido que soporten
condiciones experimentales variadas y sean f4ciles de manejar en el laboratorio.
Phycomyces no solo retine estas caracteristicas, sino que presenta singularidades

que le convirtieron en un eucarionte modelo para investigaciones de fotobiologia,
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fisiologia, bioquimica y genética, como sus respuestas a la luz, la acumulacién de
ciertos productos quimicos y una sucesion elaborada de estructuras complejas
empleadas para propagarse.

Desafortunadamente no se ha conseguido transformar este hongo més que
de forma inestable y transitoria (Obraztsova et al., 2004). Mientras que varios
métodos han sido desarrollados y empleados con éxito para obtener
transformantes estables de otros hongos filamentosos (Ruiz-Diez, 2002), ningtin

gen exdégeno ha sido expresado establemente en Phycomyces.

1.1 Ciclo vegetativo

Habitualmente Phycomyces crece como un micelio de filamentos ramificados
que se reproduce de forma vegetativa por esporulacién (Figural). La
disponibilidad de un medio apropiado para el crecimiento no basta para inducir la
germinacion de las esporas. En el laboratorio se consigue su germinacién masiva
por un choque térmico de 48° C durante 15 minutos o por la adicién al medio de
ciertos compuestos quimicos, como el acetato o el propionato (Robbins et al., 1942;
Borchert, 1963; Van Mulders et al., 1986). Cuando las condiciones son propicias, las
esporas se hinchan y de ellas emergen uno, dos, o raramente tres tubos
germinales que van a formar hifas cilindricas y no tabicadas (cenociticas). Estas
hifas contienen muchos niicleos haploides resultantes de la proliferacién mitética
de los nticleos de las esporas. Al crecer las hifas se ramifican abundantemente
dando lugar al micelio vegetativo. El micelio crece rdpidamente (expansién radial,
2 cm diarios) mientras haya nutrientes y las condiciones émbientales lo permitan.

Al crecimiento tréfico sucede un proceso de diferenciacién que consiste en la
emision de hifas aéreas especializadas no ramificadas (esporangiéforos) que
eventualmente desarrollan en su extremo distal una pequefia esfera (esporangio)
donde se acumulan nticleos que son empaquetados formando las esporas. Existen
dos tipos de esporangiéforos, los micréforos, de hasta 3 mm de longitud, y los
macréforos, que alcanzan mds de 15 cm de largo, que se forman segtin sefiales

ambientales relacionadas con las posibilidades de dispersar las esporas.
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1.2. Ciclo sexual

Como otros Cigomicetos, Phycomyces es heterotdlico, es decir, los micelios

pueden ser de dos sexos diferentes, (+) y (-), indistinguibles salvo por la iniciacién

del ciclo sexual cuando encuentran un micelio de sexo contrario en condiciones

apropiadas.

Los mecanismos basicos del desarrollo sexual, incluidas las sefiales quimicas

iniciales, son compartidos por muchos Mucorales (Sutter, 1987). Cuando estan

préximos, pero adn antes del contacto fisico, los micelios de sexos opuestos

intercambian feromonas que son convertidas en dcidos trispdricos exclusivamente

por el micelio receptor (Caglioti et al., 1966; Sutter, 1977; Sutter y Whitaker, 1981).

Los dcidos trispéricos inducen la diferenciacién de las hifas caracteristicas del ciclo

sexual (Figura 1). El ciclo sexual conduce a la formacién de germosporas,

productos de la recombinaci6n genética entre los padres, que se comportan igual

que las esporas vegetativas.

ger mospor angio

ger mospor angiéforo

esporas germosporasQ) —

\ ™~ cigospora

ger mmacwn
h—espor angio % a

!

cigofor o %W/Q

ciclo vegetativo ciclo sexual

Phycomyces blakesleeanus

Figura 1: Representacion esquematica de los ciclos de vida de Phycomyces.
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2. Blakeslea

Todos los experimentos de esta Tesis fueron hechos con Phycomyces'y
algunos, los que tratan de los efectos de la interaccién sexual sobre la
carotenogénesis, se repitieron con Blakeslea. La especie que se estudi6 fue Blakeslea
trispora (Thaxter, 1914), un Mucoral de la familia Choanephoraceae. Se discute si se
deben distinguir Blakeslea y Choanephora como géneros diferentes (Zycha et al.,
1969).

Blakeslea se aisla sobre todo de hojas de plantas en regiones tropicales, pero
no es un patégeno sino un oportunista (Zycha et al., 1969; Webster, 1970). Como
Phycomyces, es un hongo heterotélico (Weber y Wolf, 1927; Kishore, 1940, Barnett
et al., 1956). El ciclo vegetativo se caracteriza por presentar dos modelos de
estructuras para la dispersi6n de esporas, los esporangios y los esporangiolos
(Figura 2). En el ciclo sexual las cigosporas, después de un periodo de latencia,
germinan formando un tubo germinal aéreo con un germosporangio terminal o

germoesporangiolo (Yu y Ko, 1997).

esporangiolo __

\ esporas. g, |

- \% B
esporangiéforo T %

s

germinacion _
& o Cigospora

Blakeslea trispora

Figura 2: Representacién esquematica de la propagacion vegetativa y del cigoto de
Blakeslea (modificado de Zycha et al., 1969; Webster, 1970).
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3. Terpenoides

Los terpenoides, o isoprenoides, forman una de las mds diversas familias de
compuestos presentes en la naturaleza. Sus funciones y tamafios son muy
variados. Participan en multitud de procesos bioldgicos, tan indispensables como
la respiracién (ubiquinona), la fotosintesis (carotenoides, fitol, cadenas preniladas
de clorofila y plastoquinona), la regulacién del crecimiento y del desarrollo
(retinoides, esteroides, hormonas juveniles en insectos, giberelinas, dcido
abscisico, citoquininas) y la composicién de las membranas (esteroles) (Law, 1985;
Goldstein y Brown, 1990; Chappell, 1995; Bach, 1995). Comprenden desde
molécula volétiles (mentol) a moléculas gigantes (caucho).

Miés de 23.000 terpenoides han sido caracterizados y centenas de nuevas
estructuras son identificadas cada afio. A pesar de su diversidad, todos los
terpenoides derivan de subunidades de isopentenil pirofosfato (IPP), un
compuesto de cinco carbonos (C5) que es considerado la unidad de isopreno. El
descubrimiento de que la molécula de caucho estd formada por muchas
repeticiones unidas covalentemente de una subunidad de cinco carbonos
(Staudinger y Fritschi, 1922) fue la confirmacién experimental de los conceptos de
macromoléculas y polimerizacién (Staudinger, 1920) e introdujo un gran cambio
conceptual en la Quimica. Los terpenoides se clasifican segtin el niimero de de
unidades de isopreno que los forman. Los carotenoides son terpenoides formados
por ocho unidades de isopreno (C40). Cuando estdn constituidos no més que por
carbono e hidrégeno los carotenoides son conocidos como carotenos y los

derivados oxigenados de estos se denominan xantofilas.

3.1. Terpenoides mayoritarios

Los principales terpenoides producidos por Phycomyces estdn en su fraccién
lipidica. Dependiendo de las condiciones y edad del cultivo y de la estirpe los
lipidos pueden llegar a constituir hasta un 41% de la masa seca de Phycomyces
(Cerd4-Olmedo y Avalos, 1994). Las mayores concentraciones ocurren en medios
ricos en aziticar y con el pH neutro, pero en agar minimo (pH 4,5) estas
concentraciones son menores.

Otros constituyentes de la fraccién lipidica comparten con los terpenoides los

13
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pasos iniciales de sus rutas de sintesis, como es el caso de los triglicéridos y los
dcidos grasos. Estos tltimos constituyen el 80% le la fraccién lipidica siendo el
oleico y el palmitico los mds abundantes (Cerd4-Olmedo y Avalos, 1994). La
concentracién de 4cidos grasos en las esporas es particularmente elevada y su
composicién difiere de la del micelio (Marouf y Malhotra, 1976).

Los principales lipidos terpenoides son los esteroles y los carotenos. Los
esteroles constituyen el 0,5% de la masa seca siendo los m4ds abundantes el
ergosterol y el episterol (Barrero, 2002). El caroteno mayoritario de la estirpe
silvestre es el f—caroteno todo-trans (50-200 ug/g de masa seca) (ug/g m.s.), las
concentraciones de sus precursores son muy bajas. Mientras que los carotenos no
son necesarios para el ciclo vegetativo de Phycomyces, los esteroles son esenciales.

El contenido de ergosterol no varia en la estirpe silvestre por exposicién a la
luz, ni al afiadir ftalato de dimetilo al medio, pero si se incrementa el contenido de
f~caroteno. Tampoco hay diferencias en el contenido de ergosterol entre la estirpe
silvestre y varios mutantes afectados en la carotenogénesis. Estos datos indican
que las biosintesis de esteroles y carotenos estdn reguladas de forma
independiente (Bejarano y Cerd4-Olmedo, 1992). La ruta de sintesis de estos
terpenoides coincide hasta el precursor comun pirofosfato de farnesilo (C15) pero
se ha demostrado que estdn fisicamente separadas en compartimentos
subcelulares independientes (Bejarano y Cerdd-Olmedo, 1992).

La ubiquinona de Phycomyces tiene 45 4tomos de carbono en su parte
terpenoide y comparte el precursor directo con los carotenos (Spiller et al., 1968).
Estd involucrada en la respiracién mitocondrial y en otras funciones y su
concentracién aproximada en condiciones experimentales normales es de
300 ug/g m.s. Recientemente se ha demostrado que las biosintesis de ubiquinona
y ergosterol ocurren en el mismo compartimento subcelular o intercambian
precursores entre sus compartimentos. Como consecuencia las biosintesis de
ubiquinona y carotenos estén fisicamente separadas. Los cambios importantes en
la produccién de caroteno causados por mutaciones en varios genes o interaccién
sexual no afectan a la de ubiquinona. Estos resultados indican que la sintesis de
carotenos y ubiquinona estdn reguladas independientemente (V. Kuzina, Tesis

doctoral en preparacién).
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La esporopolenina es un polimero de carotenoides muy resistente que se
encuentra en las paredes de esporas y sobre todo de cigosporas. Es un terpenoide

con evidente funcién protectora (Furch y Gooday, 1978).

4. Carotenos

El color amarillo tipico de Phycomyces atrajo la atencién de los cientificos
incluso antes de la existencia de la cromatografia o de la espectrofotometria. El
color se debe a un pigmento carotenoide, el B-caroteno (Schopfer, 1935; Schopfer
y Jung, 1935). En 1930 la estructura del -caroteno fue determinada por Karrer,
que recibié por ello el Premio Nobel en 1937, y su sintesis quimica es todavia la
base de una gran industria. El estudio sistematico de los carotenos en Phycomyces
fue iniciado por Garton (1951) y sigue avanzando gracias al desarrollo de nuevas
técnicas analiticas. Las contribuciones de Goodwin (1980) a la bioquimica de los
carotenos y de Ciegler (1965) a la produccién industrial de carotenos en Blakeslea
fueron fundamentales para llegar al conocimiento que disponemos hoy sobre
estos pigmentos. Mds recientemente, Eslava y sus colaboradores (Iturriaga et al.,
2001) vienen aportando avances importantes al investigar la carotenogénesis no
solo en Phycomyces pero también en Mucor circinelloides, organismo que permite la
obtencién de transformantes estables.

Los carotenoides son de los pigmentos mds frecuentes en la naturaleza.
Todos los organismos fotosintéticos, al igual que ciertos hongos y bacterias no
fotosintéticas son capaces de sintetizarlos. También se encuentran en los animales
que, incapaces de sintetizarlos, incorporan y modifican carotenoides ingeridos.
Tienen en comun un esqueleto de 40 4tomos de carbono de estructura lineal, a
veces con anillos cerrados en uno o ambos extremos de la molécula (Figura 3).
Debido a su naturaleza apolar, los carotenos se acumulan en regiones hidréfobas
de la célula, como glébulos lipidicos 0 membranas. Son sensibles a la luz y al calor
(que causa isomerizacién cis-trans) y susceptibles de oxidacién por el oxigeno del

aire.
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Los carotenos se diferencian entre si por sus caracteristicas
espectrofotométricas y cromatogréficas. La mayorifa de ellos absorben luz en la
regién visible del espectro electromagnético, y sobre todo longitudes de onda
entre 350 y 550 nm, debido a sus enlaces dobles conjugados.

Sus funciones en la naturaleza son muy diversas y algunas todavia poco
claras. Son esenciales para la vida de los organismos fotosintéticos, en los cuales
actiian como colectores de luz (pigmentos antena) y protectores contra dafios
fotooxidativos. Pueden servir de precursor para otras moléculas con distintas
funciones fisiolégicas como los dcidos trispéricos (Austin et al., 1970), implicados en
la sexualidad de los hongos Mucorales y el retinal, implicado en el sistema visual
de los vertebrados. Algunos derivados de los carotenos son responsables de
muchos aromas (rosas) y sabores (pimiento, azafran, achiote o uruct)
encontrados en la naturaleza. Al ser responsables de las tonalidades llamativas de
muchas flores y frutos, atraen agentes polinizadores y dispersores de semillas. Por
influir en la coloracién de diversas aves, reptiles, peces, crustdceos e insectos
(Britton, 1983) los carotenoides desempefian funciones importantes en la conducta
de estos animales.

La funcién més estudiada de los carotenoides es la de servir como precursor
de la vitamina A o retinol cuya principal fuente es el f—caroteno, abundante en la
naturaleza, pero muchas veces insuficiente en la dieta de animales. La carencia de
esta vitamina tiene consecuencias graves incluyendo ceguera y muertes
prematuras, principalmente en poblaciones infantiles desfavorecidas. Se estima
que la escasez de vitamina A causa la muerte de 2 millones de nifios a cada afio
por infecciones como el sarampién y que varios millones de personas sufren '

ceguera permanente por la misma causa.
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Para los seres humanos los carotenoides, ademds de proveer vitamina A,
tienen otros papeles importantes como protectores contra rayos solares nocivos
(Bartley y Scolnik, 1995; Sies y Stahl, 2004) y como antioxidantes bioldgicos que
protegen células y tejidos contra dafios causados por radicales libes (Edge et al.,
1997). El licopeno, precursor rojo del —caroteno, es particularmente eficiente
como antioxidante (Bohm et al., 2001; ). Otros efectos benéficos de los carotenos
incluyen la inhibicién de la proliferacién de determinados tipos de céncer (Mayne,
1996; Campbell et al., 2004; Taylor y Greenwald, 2005; Palozza et al., 2004) y la
prevencién de enfermedades crénicas y cardiovasculares (Chew et al., 2004).

Como consecuencia de sus efectos benéficos para la salud y de sus colores
llamativos, los carotenoides purificados tienen numerosas aplicaciones en las
industrias alimentaria (humana y animal), cosmética y farmacéutica, donde son
empleados como suplementos alimentarios, antioxidantes, nutracéuticos o

colorantes naturales (Lee y Schmidt-Dennert, 2002; Fraser et al., 2004).

5. Biosintesis de carotenos

ELIPP, precursor universal de los terpenoides, es sintetizado a través de la
ruta metabélica del mevalonato. En eubacterias, algas verdes y plantas, pero no en
hongos, existe una ruta adicional de formacién de IPP que es independiente del
mevalonato (Rohmer et al., 1993). Para una mejor descripcién separamos la ruta
de sintesis de los carotenos en tres partes consecutivas representas en las Figuras
4,5y6.

5.1. Sintesis del mevalonato

La sintesis de carotenos empieza a partir de acetil-coenzima A (acetil-CoA).
Tres moléculas de este compuesto son convertidas, via acetoacetil-CoA, en 3-
hidroximetil-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA). Estas reacciones estdn
catalizadas por la transferasa de acetilo del acetil-CoA, que condensa dos unidades
de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA y por la sintasa de HMG-CoA que
Hamaremos HmgS, por ser producto del gen hmgS de Phycomyces, que cataliza la
condensacién de una molécula de acetoacetil-CoA con una de acetil-CoA para

producir HMG-CoA. La HMG-CoA sirve de sustrato para que la reductasa de
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HMG-CoA o HmgR, producto del gen hmgR, convierta este compuesto en
mevalonato (Figura 4). E1l HMG-CoA puede, alternativamente, servir de sustrato
para la sintesis de cuerpos ceténicos (acetato y f-hidroxibutirato). Los genes hmgS
y hmgR de Phycomyces se han caracterizado a nivel molecular (Ruiz-Albert et al.,
2001).

acetil-CoA + acetoacetil-CoA

Figura 4: Biosintesis del mevalonato
a partir del acetil-CoA. En este
trabajo se analiz6 la expresion de los
genes que codifican para las enzimas
que se indican a la derecha.

OH
mevalonato 'OCC\X/ CH,OH

5.2. Sintesis del pirofosfato de geranilgeraniol

El mevalonato es convertido en la unidad de isopreno, el IPP (C5) por medio
de dos fosforilaciones y una descarboxilacién (Figura 5). Estas reacciones son
catalizadas respectivamente por la cinasa del mevalonato, la cinasa del
fosfomevalonato y la decarboxilasa del difosfomevalonato.

Tras la isomerizacién reversible de IPP en pirofosfato de dimetilalilo
(también C5), catalizada por la isomerasa de IPP, ambos compuestos se condensan
por mediacién de las transferasas del prenilo y originan una molécula de
pirofosfato de geranilo (GPP) (C10). La adicién sucesiva de nuevas moléculas de
IPP dan lugar a pirofosfato de farnesilo (FPP) (C15) y pirofosfato de
geranilgeraniol (GGPP) (C20). El FPP es también el precursor directo del escualeno

(C30), que es la primera molécula de la sintesis de los esteroles.
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Figura 5: Biosintesis del pirofosfato de geranilgeraniol a partir del mevalonato.

5.3. Sintesis de carotenos

De acuerdo con la nomenclatura genética adoptada para Phycomyces
(Demerec et al., 1966), los genes implicados en la produccién de carotenos se
denominan con las letras mintdsculas car y una letra mayuscula, todas cursivas, la
proteina producto de un gen se denomina como este, pero sin cursivas y
empezando con mayuscula. Los mutantes se denominan como el gen afectado y
un ndmero de aislamiento. Cuando se ignora el gen afectado su letra maytscula
se sustituye por un guién. Hay un gen carRA, con dos letras maytsculas, que da
lugar a dos proteinas, CarR y CarA.

El GGPP es el precursor directo de todos los carotenoides (Figura 6). La
condensacién de dos moléculas de GGPP da lugar a fitoeno (C40), un caroteno
incoloro, a través de un intermediario muy instable, el pirofosfato de prefitoeno
(Altman et al., 1972). En Phycomyces esta reaccién doble mediada por la sintasa del
fitoeno, se atribuye al producto CarA, del dominio A del gen carRA (Torres-
Martinez et al., 1980; Arrach et al., 2001) dado su parecido con sintasas de fitoeno

de otros hongos (Mucor circinelloides, Neurospora crassa, Xanthophyllomyces
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dendrorhous), bacterias, algas y plantas superiores.

La formacién de carotenos coloreados implica una serie de
deshidrogenaciones sucesivas, cada una de las cuales introduce una nueva doble
ligacién en la molécula. En Phycomyces cuatro reacciones, llevadas a cabo por
cuatro ejemplares de la deshidrogenasa del fitoeno, producto del gen carB,
conducen a la formacién del licopeno, de color rojo, pasando por los
intermediarios fitoflueno, {—caroteno y neurosporeno (Eslava y Cerdd-Olmedo,
1974; Aragén et al., 1976).

En otros hongos filamentosos, como Neurospora y Fusarium, ocurre una
quinta deshidrogenacién que conduce a la formacién de 3,4-didehidrolicopeno o
toruleno (Avalos y Cerd4-Olmedo, 1987; Hausmann y Sandmann, 2000). Segun el
organismo, el neurosporeno, el licopeno o el toruleno sirven de precursores para |
originar, a través de distintas ramificaciones de la ruta biosintética, la enorme
variedad de carotenoides encontrados en la naturaleza.

En Phycomyces el licopeno sirve de sustrato para dos reacciones de ciclacion.
La primera cierra en un anillo un extremo de la molécula y origina el y—caroteno.
La ciclaci6n de la otra extremidad produce el f—caroteno de color amarillo, que es
el producto final de la ruta. Estas reacciones son catalizadas por dos ejemplares de
la ciclasa del licopeno. Esta enzima es el producto del dominio R del gen carRA (De
la Guardia et al., 1971; Torres-Martinez et al., 1980). Los genes carRA y carB de
Phycomyces estén caracterizados molecularmente (Ruiz-Hidalgo et al., 1997; Arrach
et al., 2000). Las secuencias de los genes de Blakeslea (Rodrigues-Séiz, 2004) soh
muy parecidas a las de Phycomyces y se les atribuyen las mismas funciones.

Los estudios genéticos citados (De la Guardia et al., 1971; Aragén et al., 1976)
sugieren la existencia de un agregado multienzimdtico formado por cuatro copias
de CarB y dos de CarR. Los estudios cuantitativos de la inhibicién de la ruta por
productos quimicos han afiadido detalles sobre la dindmica de este agregado
enzimatico (Candau et al., 1991).

Algunos organismos poseen enzimas capaces de promover modificaciones
finales en carotenos hidrocarbonados. La oxidacién de carotenos origina las
xantofilas muy abundantes en las plantas, pero también en microorganismos,

como la zeaxantina de Erwinia (Armstrong, 1997), la luteina de Chiorelia, la
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astaxantina de Xanthophyllomyces (An et al., 1989; Johnson y Lewis, 1979) y la
neurosporaxantina de Neurospora (Aasen y Jensen, 1965) y de Fusarium (Avalos y
Cerd4-Olmedo, 1987).

pirofosfato de
geranilgeraniol

pirofosfato de A ~A N PNNGNNF
prefitoeno

15-cis fitoeno

fitoeno

fitoflueno

{-caroteno

neurosporeno

licopeno

y-caroteno

p-caroteno

Figura 6: Biosintesis del B-caroteno a partir del pirofosfato de geranilgeraniol. En este
trabajo se analizé la expresion de los genes que codifican para las enzimas que se
indican a la derecha. Los circulos destacan el lugar de las deshidrogenaciones y las
ciclaciones.

6. Mutantes de la sintesis de carotenos
Phycomyces fue uno de los primeros organismos en que se encontraron

mutantes, espontdneos (Burgeff, 1912) e inducidos (Dickson, 1932). El desarrollo
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de métodos eficaces para aislar mutantes tecesivos a partir de las esporas
multinucleadas de este organismo (Heisenberg y Cerdd-Olmedo, 1968; Roncero et
al., 1984) dio lugar a una amplia coleccién de mutantes que facilita el estudio de la
carotenogénesis. Los mutantes de la carotenogénesis son féciles de identificar por
el color de sus micelios.

La obtencién de mutantes permitié la identificacién y caracterizacién genética
de dos genes estructurales, carRA y carB y cinco genes reguladores, carC, carD,
carE, carF y carS. El gen carRA, ademds de ser responsable por la sintesis de dos
protefnas estructurales tiene también funcién reguladora (Torres-Martinez et al.,
1980; Murillo et al., 1981).

Segtin el color del micelio los mutantes car de Phycomyces pueden ser
separados en tres fenotipos principales. Los mutantes superamarillos acumulan
grandes cantidades de B-caroteno y estdn afectados en los genes reguladores car$
(Murillo y Cerd4-Olmedo, 1976), carD (Salgado et al., 1989) o carF (Mehta et al.,
1997). La estirpe que acumula la mayor cantidad de B-caroteno es la 5566, mutada
simultdneamente en los genes carF y carS (Mehta et al., 1997). Existe también
mutantes reguladores carC; con poco menos caroteno que la estirpe silvestre,
estos mutantes son parcialmente insensibles a la fotocarotenogénesis (Revuelta y
Eslava, 1983).

Los mutantes blancos pueden estar alterados en el gen estructural carB 'y
acumular grandes cantidades de fitoeno o en todo el gen bifuncional carRA y ser
albinos por una total ausencia de carotenos. Mutantes del dominio A del gen
carRA también son blancos y producen apenas trazas de f—caroteno. Hay
mutantes verdes del gen carB que acumula G-caroteno y fitoflueno ademads de
grandes cantidades de fitoeno; su color se debe a la desusada abundancia de
t—caroteno (Bejarano et al., 1987; Sanz et al., 2002). Los mutantes rojos estdn
afectados en el dominio R del gen carRA y acumulan grandes cantidades de
licopeno (Meissner y Delbriick, 1968; De la Guardia et al., 1971; Ootaki et al., 1973;
Torres-Martinez et al., 1980). Cuando la mutacién carA viene acompafiada de otra
en el gen car$, la estirpe recupera el color amarillo y produce cantidades algo
mayores de caroteno que de la estirpe silvestre, segiin sea el alelo carA

implicado(Salgado y Cerd4-Olmedo, 1992). De la exposicién de mutantes carS a
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una segunda ronda del agente mutagénico se aislaron mutantes albinos que
combinan dos mutaciones carS. Los andlisis de recombinacién y complementacién
confirmaran que se trata de doble mutantes del gen carS cuyas mutaciones
separadamente resultan en fenotipo superamarillo (Salgado y Cerdéd-Olmedo,
1992).

Se han aislado mutantes llamados “quimioinsensibles”, de color similar al de
la estirpe silvestre, que responden poco o nada a la estimulacién por productos
quimicos (retinol y ftalato de dimetilo). Se han caracterizado dos de ellos: uno
define el gen carl y el otro ha sido asignado al dominio A del gen carRA (Roncero
y Cerd4-Olmedo, 1982). De resultados se deduce que, para ser efectivos, los
estimuladores quimicos de la carotenogénesis necesitan al menos los productos
Carl y CarA.

Se aislaron también otros tipos de mutantes de Phycomyces, como los varios
mutantes mad, pic y pin que entre otras alteraciones no incrementan su
carotenogénesis en la luz o la incrementan menos que el silvestre (Bergman et al.,
1973; Lopez-Dias y Cerdd-Olmedo, 1980).

7. Regulacién de la sintesis de carotenos

Como suele ocurrir en la evolucién de las rutas metabélicas, la biosintesis de
carotenos estd significativamente mds conservada que su regulacion y no es de
esperar que los procesos reguladores sean los mismos en distintos organismos
carotenogénicos. El caso mejor conocido es el de Phycomyces, en el que estos
procesos son complejos y se caracterizan por la interaccién de estimulos
ambientales y funciones celulares.

El conocimiento de la regulacién de la carotenogénesis proviene
principalmente del estudio sistemético de los mutantes y del efecto de inhibidores
y estimuladores de la ruta. Algunos factores que estimulan la carotenogénesis de
Phycomyces son la iluminacién por luz azul (Bejarano et al., 1991), la interaccion
sexual (Barnett et al., 1956; Govind y Cerd4-Olmedo, 1986) y la adicién al agar de
productos quimicos, como el dcido trispérico C (Caglioti et al., 1966), el retinol
(Eslava et al., 1974) y el ftalato de dimetilo (Cerdd-Olmedo y Hiittermann, 1986).

Cada uno de estos factores responde a un mecanismo diferente de activacién,

23



como se reconoce por sus sinergias y por depender de diferentes productos

génicos para actuar (Bejarano et al., 1988).

7.1. Regulacién quimica de la carotenogénesis

Se han descrito muchos compuestos quimicos que alteran la carotenogénesis
en diferentes grados y en distintos organismos. Sus acciones no son universales y
asi la mayorfa de los activadores de la carotenogénesis de Phycomyces son poco o

nada activos en Blakeslea, y viceversa. Algunos ejemplos se muestran en la Figura?.

p-caroteno W
acetato de retinol MO—

COH H
acido trisporico TSN T0H
0]
$-ionona é:\)\o

RS
0

N 0—CH;
ftalato de dimetilo O—CH,

0

Figura 7: Estructura del p-caroteno y de algunos compuestos que estimulan la
carotenogeénesis en Phycomyces.

El retinol, cuya estructura quimica se parece a una seccién de la molécula del
B-caroteno, estimula la sintesis de caroteno en la estirpe silvestre y en varios
mutantes, pero no en los mutantes carR, carRA, carB y carS. La respuesta de los
mutantes blancos carA al retinol varia segtn el alelo afectado. Algunos son casi
insensibles; otros se tornan amarillos por acumular cantidades apreciables de
p~caroteno (Bejarano et al., 1988). La p-ionona actda de forma anéloga al retinol

(Eslava et al., 1974); el retinal y la o~ionona son menos eficaces (Bejarano et al.,
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1988). Este grupo de compuestos quimicos necesita la presencia de f—caroteno y
de CarA para activar.

Entre los compuestos fenélicos que estimulan la carotenogénesis (Cerd4-
Olmedo y Hiittermann, 1986) el ftalato de dimetilo y el veratrol son los mds
activos. Su actividad no depende de la presencia de f—caroteno o del producto
CarS pues estimulan la carotenogénesis de los mutantes carB, carR y carS. La
sinergia de los fenoles indica también mecanismos de accién diferentes (Bejarano
et al., 1988).

Se han descrito varios inhibidores quimicos de la ruta de sintesis de los
carotenos que actdan a distintos niveles. La lovastatina (mevinolina, monacolina
K) y otras estatinas son inhibidores competitivos de la HmgR (Endo, 1992). El
herbicida norflurazona bloquea la sintesis de fitoeno (Sandmann et al., 1980). La
difenilamina es un inhibidor casi universal de las deshidrogenaciones (Kharasch et
al., 1936; Goodwin, 1952; Goodwin et al., 1953); el micelio de Phycomyces cultivado
en su presencia es blanco por acumular fitoeno. La nicotina y la 2~(4-clorofeniltio)-
trietilamina CPTA bloquean la ciclacién del licopeno; su presencia en el agar
origina micelio de color rojo (Howes y Batra, 1970; Coggins et al., 1970; Candau et
al., 1991).

7.2. Estimulacion sexual de la carotenogénesis

La intensificacién del color que ocurre cuando se encuentran micelios de
sexos opuestos se debe a un incremento en la sintesis de B-caroteno (Barnett et al.,
1956).

Durante el ciclo sexual, los Mucorales convierten f-caroteno en acidos
trispéricos (Figura 7) (Austin et al., 1969). Esta conversion se da a través de una
compleja ruta de sintesis todavia insuficientemente conocida. Se propone una
cooperacién entre los dos sexos. Uno de los productos intermediarios no seria
metabolizable por el sexo (+) y otro por el sexo (-); ambos serfan difusibles y
ambos sexos completarian la produccién de dcidos trispéricos, que serfan los
verdaderos estimuladores, tanto de la morfologia sexual como de la
carotenogénesis (Sutter, 1970a; van den Ende et al., 1972; Sutter y Whitaker, 1981).

Los 4cidos trispéricos activan la carotenogénesis en cultivos de una sola estirpe de
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cualquier sexo; el m4s activo es el acido trispérico C (Caglioti et al., 1966; Govind y
Cerd4-Olmedo, 1986; Sutter, 1987).

Un micelio cenocitico es homocarionte cuando sus nticleos son iguales
genéticamente y heterocarionte cuando posee nticleos de varios genotipos
(Burgeff, 1914). Los heterocariontes intersexuales albergan nicleos de ambos
sexos y poseen un color mds intenso porque estan bajo una constante
estimulacién sexual (Murillo et al., 1978). Esta observacién se ha extendido a
Blakeslea (Mehta et al., 2003). A través de cruzamientos se obtuvieron diploides
parciales de Phycomyces heterocigotos para marcadores sexuales y por lo tanto en
sus cultivos simples la carotenogénesis estd estimulada sexualmente (Mehta y
Cerd4-Olmedo, 2001).

Algunos elementos del desarrollo sexual, como los &dcidos trispdricos, son
comunes entre los Mucorales y dan lugar a que estirpes de distintos sexos y
distintas especies sean capaces de iniciar, pero no de completar, el ciclo sexual
(Sutter, 1987).

La estimulacién sexual actiia de forma independiente y sinérgica con las
demds estimulaciones de la carotenogénesis. El retinol, el ftalato de dimetilo, la luz
y las mutaciones en el gen carS son independientes de la estimulacién sexual dado
que sus efectos se suman (Murillo et al, 1978; Govind y Cerd4-Olmedo, 1986;
Bejarano y Cerd4d-Olmedo, 1989).

7.3. Fotoestimulacion de la carotenogénesis

Entre los varios estimulos externos que modifican el crecimiento o el
metabolismo de Phycomyces la luz azul es uno de los més llamativos. El desarrollo
del esporangiéforo esta influenciado por la luz (fotoforogénesis), asi como la
direccién y la velocidad de su crecimiento (fototropismo y fotomecismo,
respectivamente). La luz estimula la carotenogénesis (fotocarotenogénesis), no
solo de Phycomyces, sino de la mayoria de los organismos en los que se ha
estudiado. Existen, sin embargo, algunos organismos, como Blakeslea, en los que la
cantidad de caroteno acumulado disminuye tras la iluminacién (Sutter, 1970b).
Este descenso puede deberse a una inhibicién de la sintesis mediada porlaluzoa

fotodestruccién del caroteno.
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La sintesis de caroteno en Phycomyces varia con el flujo luminoso de la luz
(“intensidad”). La medida de la acumulacién de carotenos a distintas intensidades
de luz muestra que Phycomyces posee dos respuestas separadas para dos
intervalos distintos de flujo luminoso (dos componentes). La iluminacién con bajas
intensidades, del orden de 10 pJ m-2, produce un pequefio incremento en la
sintesis de p—caroteno que se satura con intensidades inmediatamente superiores.
Una respuesta adicional ocurre a fuertes intensidades, a partir de 102 m2,y
consiste en un aumento progresivo de la acumulacién de f~caroteno en funcién
de la intensidad hasta por lo menos 2 MJ m-2 (Bejarano et al., 1991). Notese el
amplio intervalo dindmico de la respuesta.

La fotoforogénesis y el fototropismo actiian de forma andloga a la
fotocarotenogénesis una vez que también pueden ser separados en dos
componentes con espectros de accién similares pero no idénticos (Corrochano et
al., 1988; Galland y Lipson, 1987). Estos datos sugieren que los fotoprocesos de
Phycomyces comparten elementos de sus mecanismos.

Durante los tltimos afios surgieron varios trabajos que tratan del efecto de la
luz sobre la transcripcién de genes involucrados en la carotenogénesis. En
Phycomyces la transcripcién del gen carB es fuertemente estimulada por la luz
(Ruiz-Hidalgo et al., 1997; Blasco et al., 2001). También en otros hongos la
fotoinduccién actda a nivel de transcripcién, como es el caso de los genes carRP'y
carB de Mucor circinelloides (Velayos et al., 2000a; 2000b) y de los genes 4l de
Neurospora crassa (Nelson et al., 1989; Schmidhauser et al., 1990; 1994). Ademads, la
fototranscripcién de genes involucrados en la carotenogénesis fue estudiada
exhaustivamente en organismos fotosintéticos desde el alga verde Chlamydomonas
reinhardtii (Bohne y Linden, 2002) hasta las plantas superiores (Von Lintig et al.,
1997; Welsch et al., 2002).

La fotocarotenogénesis en Phycomyces resulta de una respuesta a la luz azul,
como demostré la comparacién de los efectos de diferentes longitudes de onda
(Bejarano et al., 1991). La iluminacién con luz roja no varfa el contenido celular de
ARNm del gen carB de Phycomyces y de Mucor (Ruiz-Hidalgo et al., 1997; Velayos

et al., 2000a). En esta Tesis se utiliz6 la luz blanca que contiene luz azul.
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7.4. Retroinhibicién de la carotenogénesis

Phycomyces posee un mecanismo que controla la concentracién intracelular
de p—caroteno y le permite reprimir la sintesis cuando se alcanza una cierta
concentracién de carotenos. La hipétesis de esta regulacién por producto final, o
retroinhibicién, fue fundamental para interpretar varios aspectos de la
carotenogénesis de este hongo.

La inhibicién de la sintesis por mutaciones o por productos quimicos
conlleva un incremento en la actividad global de la ruta y una consecuente
acumulacién de intermediarios, que puede llegar a superar a la de f—caroteno en
la estirpe silvestre. Cuando la inhibicién es total, como en muchos mutantes
estructurales carR y carB, se alcanzan concentraciones muy elevadas de licopeno y
fitoeno, respectivamente, que se atribuyen a que la ausencia del producto final da
lugar a un intento vano de alcanzar el nivel normal de f—caroteno. El mismo
efecto se consigue mediante el bloqueo quimico de la ruta con inhibidores de la
ciclacién (Candau et al., 1991) y la deshidrogenacién (Clarke et al., 1983).

El hecho de que la concentracién de B—caroteno en mutantes carS sea similar
a las de los respectivos intermediarios encontradas en mutantes carR y carB
levant6 la sospecha de que la superproduccién en los mutantes carS se debe a
ausencia de retroinhibicién. Se propuso que Car$ actita como mediador de la
regulacién por producto final, que no ocurre en los mutantes carR y carB por la
falta de f—caroteno y en los mutantes carS por defecto de CarS (Murillo y Cerdé-
Olmedo, 1976).

El dominio A del gen carRA, ademds de su funcién estructural de codificar la
sintasa de fitoeno, posee también alguna funcién reguladora. Se le atribuy6 un
papel en la transferencia de sustratos a través de las enzimas carotenogénicas
(Murillo et al., 1981). La regulacién por producto final consiste en la formacion de
un complejo de CarA, CarS y p—caroteno que inhibirfa la sintesis. Se propuso que
CarA y CarS se unen cada uno a uno de los extremos ciclicos del f—caroteno e
interrumpen la ruta por una deficiente transferencia de sustratos intermedios
(Bejarano et al., 1988).

El modelo de regulacién propuesto explica la estimulacién de la

carotenogénesis por retinol. Por su estructura quimica ser parecida a una seccion
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de la molécula de B-caroteno, el retinol y sus andlogos anularfan la retroinhibicién
porque competirian con el f—caroteno por la unién a CarA o Car$, pero no serian
capaces de servir de puente entre ellos. Como serfa de esperar, el retinol no
estimula la carotenogénesis en los mutantes carS, carRA, carB 'y carR porque en
estos mutantes la ruta ya se encuentra estimulada por ausencia de retroinhibicién.
Los mutantes carA producen B-caroteno en cantidades similares en presencia de
retinol o combinados en doble mutantes carA carS (Salgado y Cerdd-Olmedo,
1992), situaciones en que se pierde la retroinhibicion. Para eso los mutantes carA
tienen que ser rezumantes y no completamente desprovistos de sintasa del
fitoeno.

El hecho de que los mutantes carS presentan activacién sexual de la
carotenogénesis indica que el mecanismo de activacién por el sexo es
independiente de la retroinhibicién por producto final. La estimulacién por ftalato
de dimetilo y por la luz también son independientes de la retroinhibicién dado que
sus efectos se suman (Murillo y Cerdd-Olmedo, 1976; Govind y Cerd4-Olmedo,
1986; Bejarano et al., 1988; Bejarano y Cerd4-Olmedo, 1989).

8. Carotenogénesis in vitro

En condiciones adecuadas, los extractos libres de células obtenidos a partir de
algunos organismos carotenogénicos son capaces de sintetizar caroteno in vitro.
En Phycomyces esta técnica sirvié para demostrar la conversién de leucina
(Chichester et al., 1955), glutarato, acetato y mevalonato (Yokoyama et al., 1960;
1962) en carotenos, para comprobar los pasos que convierten fitoeno en
B—caroteno (Davies, 1973; Bramley, 1985), para comprobar mutantes (Schmidt y
Sandmann, 1990; Salgado et al., 1991) y para ensayar el efecto de productos
quimicos que in vivo serian incapaces de entrar en las células o serian letales al
organismo (Clarke et al., 1983)

El empleo de mutantes car y de agentes estimulantes de la carotenogénesis
en andlisis in vitro sirvieron para analizar la regulacién de la carotenogénesis en
Phycomyces (Bramley y Davies, 1975; De la Concha et al., 1983; Salgado et al., 1991).
En estos experimentos la actividad carotenogénica de los extractos se estimé por la

incorporacién de radioactividad a partir de mevalonato a carotenos.
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En extractos de micelios cultivados en agar (Salgado et al., 1991) se encontré
que la estimulacién de la carotenogénesis durante el cultivo (retinol, ftalato de
dimetilo, luz o sexo) resulta en una actividad carotenogénica in vitro mayor que la
encontrada en micelios no estimulados. Los estimulos quimicos y la luz no son
efectivos si se aplican directamente al el extracto. Los extractos de mutantes
superproductores (carS 'y carD) y estructurales (carB y carR) se parecen entre si e
incorporan més radioactividad que el silvestre. Las estirpes albinas (carA, carRA) y
los dobles mutantes carA carS tienen una actividad carotenogénica in vitro similar a
la de la estirpe silvestre. El mutante quimioinsensible carl, que in vivo acumula
poco menos caroteno que la estirpe silvestre, tiene in vitro una actividad
carotenogénica mayor que la él.

Teniendo en cuenta todos los datos relacionados con la biosintesis de
carotenos en Phycomyces y su regulacién se ha propuesto un esquema que se
representa en la Figura 8 que es una modificacién de la Figura 4 de Avalosy
Cerd4-Olmedo (2004).
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Figura 8: Hipdtesis general de la biosintesis de B-caroteno y su regulacion en
Phycomyces. Se representan los genes y sus productos. En la biosintesis se representa
las reacciones quimicas y en la regulacion las posibles interacciones entre los agentes
que modifican la carotenogénesis. Los simbolos +y - representan efectos estimuladores
e inhibidores, respectivamente. Los genes carRA y carB son responsables de las
enzimas que convierten el GGPP en caroteno. Los otros genes car son reguladores. Los
genes mad, pic y pim fueron identificados por mutaciones que afectan al fototropismo,
la fotocarotenogénesis y la fotomorfogénesis, respectivamente. Flechas gruesas
indican conversiones metabdlicas; flechas sencillas acciones reguladoras.
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RESULTADOS



CAPITULO 1

Optimizacién de las condiciones experimentales

Ante todo fue preciso determinar las condiciones experimentales éptimas
para estudiar la expresi6n de los genes de la carotenogénesis. La sintesis de
carotenos depende de varios factores genéticos y ambientales. Se ensayaron
muchas variaciones y se representan aquf las mds importantes para justificar las

decisiones tomadas para el resto del trabajo.

1.1. Sondas e hibridacién

Con el fin de comparar la acumulacién de ARNm con la de carotenos, cada
cultivo se hizo de forma duplicada. El micelio obtenido de una caja de Petri se
desting al estudio de la expresién de los genes y el de otra al andlisis
cromatogréafico de los carotenos.

Las sondas radioactivas empleadas son fragmentos de ADN de cuatro genes
involucrados en la sintesis de carotenos: hmgS y hmgR (Ruiz-Albert et al., 2002),
carB (Ruiz-Hidalgo et al., 1997) y carRA (Arrach et al., 2001). En el caso de hmgS se
usé primero una sonda de 130 pb y luego otra de mayor afinidad, con 1731 pb,
que contiene todo el gen. Para hmgR se probaron primero sondas de 315y de
3700 pb que contienen respectivamente un fragmento del gen y todo el gen 'y
luego otra de mayor afinidad con 1428 pb que contiene solamente el dominio
catalitico del gen. Para carRA y carB se usaron sondas que contienen todo el gen
en sus 2230 y 1100 pb, respectivamente. Los resultados se normalizaron por la
expresion de un gen de la actina, el actA (Voigt y Wostemeyer, 2001). La sonda
que se usé es un fragmento de 870 pb y contiene parte del gen actA.

Se constat6 que, bajo nuestras condiciones de experimentacién, las
membranas de nailon con el ARN fijado se pueden hibridar y lavar hasta 4 veces.
A partir de la cuarta hibridacién las sefiales no presentan calidad suficiente para ser
analizadas. Como consecuencia, nos vimos obligados a fraccionar por
electroforesis dos veces cada preparacién de ARN y obtener, por tanto, dos
ejemplares de cada membrana. Uno de ellos se hibrid6 sucesivamente con las

sondas hmgR, carRA y actA mientras que la otra se hibridé sucesivamente con las

33



sondas hmgS, carB y actA. Este orden fue decidido tras unos ensayos previos y

corresponde al orden creciente de afinidad de las sondas.

1.1.1. Multiplicidad de transcritos

Las cinco sondas de Phycomyces empleadas hibridan con moléculas de ARN
de distinta movilidad electroforética detectando cada una varias bandas (Figura 9).
Esta multiplicidad de bandas se observé en fraccionamientos del ARN de las tres

estirpes silvestres y de todos los mutantes analizados.
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Figura 9: Fraccionamiento electroforético del ARN total e hibridadacién con sondas
radioactivas de los genes carRA, carBy actA. Se representan todos los resultados de un
experimento con dos fraccionamentos separados, en lo que se compararon extractos
de la estirpe silvestre y de los nueve mutantes que se indican. EL signo - sefiala cultivos
inoculados en la oscuridad y el signo +, cultivos expuestos durante 30 min a 16 kJm-2 de
luz blanca inmediatamente antes de la extraccion.
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A primera vista queda evidente que tanto la distribucién de las bandas de
una muestra como la relacién entre sus intensidades no son aleatorias. Las
distancias entre bandas presentan un patrén similar en los cinco genes
investigados. Las bandas son mds intensas cuanto més alejadas del origen. Estas
pautas no son compatibles con el reconocimiento por cada sonda de varios ARNm
producidos por genes diferentes.

Llamaremos “banda principal” a la mds intensa, que es también la més
alejada del origen, y “bandas secundarias” a las demds. Las distancias al origen se
explican fécilmente si la masa de la banda n (empezando a contar por la principal)
es n veces la masa de la banda principal, es decir si las bandas secundarias
contienen multimeros de las moléculas de la banda principal.

Existe una relacién lineal inversa entre el logaritmo de la masa molecular y la
migracién en el gel (Spohr et al., 1976). Es decir, Iog M=a-bD,donde Mesla
masa de la molécula, D la distancia al origen y a y b dos pardmetros que dependen
del ARN y de las condiciones de la migracién. Para el caso de multimeros, M = n
M1, donde M1 es la masa de las moléculas sencillas. De estas dos expresiones se
deduce
a-logM, -logn

b
y se predice una relacién lineal entre la distancia migrada y el logaritmo del

D=

niimero n de repeticiones. Esta relacién queda confirmada en la Figura 10 para los
genes estudiados y también para resultados publicados de multimeros de ARN
del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV).

Aunque se detecta siempre como mds intensa la banda mds rdpida, la de
moléculas mds pequefias, las bandas secundarias no son despreciables
cuantitativamente. A veces aportan conjuntamente una densitometria mayor que
la banda principal. En la mayoria de los casos aportan entre todas menos que la
banda principal; el valor mediana es 60 % de la banda principal para el gen carRA 'y
70 % para el gen carB. El andlisis comparativo de la densitometria de las bandas
principal y secundarias de un mismo carril resulta en una correlacién negativa
entre la intensidad de la banda principal y de la suma de las secundarias (Figura

10B). La menor cantidad de secundarias en muestras con mayor concentracién de
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moléculas indica que aquellas no proceden de reacciones entre moléculas sencillas.
Las condiciones del fraccionamiento que son desnaturalizantes, implican que las
bandas secundarias no contienen estructuras secundarias o terciarias mantenidas

por enlaces no covalentes, sino moléculas unidas enteramente por enlaces

covalentes.
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Figura 10: A. Relacion entre la distancia de cada banda al origen y el nimero de orden
de la bandas, tomando la banda principal como nimero 1. Se consideran todos los
carriles de la Figura 9 y ademas los de la Figura 1 del trabajo de Mariaux et al. (1996)
sobre multimeros del ARN del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). B. Relacion
entre las densitometrias de las bandas principal y secundarias de la Figura 9.

La formacién de multimeros de ARN de virus estd bien documentada (Darlix
et al., 1990; Muriaux et al., 1996; Greatorex y Lever, 1998; Ren et al., 2003). No
conocemos precedentes para nuestras observaciones sobre ARNm; su estudio no
es objetivo de esta Tesis.

En todos los casos las conclusiones de nuestro trabajo no varfan si se
considera solo la banda principal o la suma de todas las bandas. Las siguientes
figuras de este trabajo solo muestran la banda principal, que es la tinica tenida en

cuenta en los analisis cuantitativos.
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1.2. Edad de los cultivos y densidad de siembra

La edad fisiolégica de un micelio depende de las condiciones de cultivo. La
adicién de extracto de levadura al medio minimo favorece el crecimiento de las
hifas y acelera la maduracién del micelio. Estos hechos repercuten en la expresién
de genes de la carotenogénesis (Figura 11). La expresién de los genes hmgS'y
hmgR también varfa con la edad del cultivo. En todo caso, no podemos consolidar
resultados obtenidos con micelios de distintas edades y tenemos que atender a la

variacion temporal del contenido de ARNm y de carotenos.
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Figura 11: Efecto del medio y de la edad del cultivo sobre la expresion de los genes
carRA, carBy actA. Inéculos de 107 esporas por caja. Arriba, fraccionamiento
electroforético y reconocimiento con sondas radioactivas especificas. Abajo,
cuantificacion de la radioactividad hibridada. Las densitometrias de bandas se
dividieron por la de actA en el mismo carril y estos valores por los obtenidos en cultivos
de 1 dia en medio minimo, que se toman como unidad.
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La separaci6n del micelio y del medio por una capa de celofdn no interfiere
en el crecimiento, una situacién que facilita la recoleccién del micelio y su
separacién del agar. Tampoco lo hace la adicién de acetato de retinol (0,75 mM) al
medio, pero el ftalato de dimetilo (2 mM) retrasa el crecimiento, aunque no lo
suficiente para justificar un ajuste en los tiempos de cultivo en los experimentos
para investigar su efecto.

La densidad de inoculacién influye mucho en la formacién de los
esporangi6foros de un cultivo (forogénesis). Las densidades de hasta 104 esporas
por caja no afectan a la forogénesis mientras que las densidades més altas inhiben
la macroforogénesis y estimulan la microforogénesis (Corrochano y Cerdé-
Olmedo, 1988). También la expresién de los genes de la carotenogénesis y la
interaccién sexual se ven afectados por la densidad de siembra (Figura 12).
Cuando la densidad es alta, el hongo se limita al crecimiento vegetativo y la
esporulacién inmediata y no permite observar el efecto de la interaccion sexual

sobre la carotenogénesis.
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carRA Figura 12: Efecto de la densidad de
siembra sobre la expresion de los
carB genes carRA, carBy actA en cultivos
actA de las estirpes silvestre de
5 Phycomyces NRRL1555 (-) y NRRL1554
4 (+) y en el cultivo mixto de estas
I 3 estirpes (). Inoculos de 103 esporas
E 2 por caja; los cultivos se incubaron
g 1 por 1,5 dias a 22 °C en oscuridad.
"% g Arriba, fraccionamiento
° g electroforético y reconocimiento
<Et 6l con sondas radioactivas especificas.
Z 5 Abajo, cuantificacion de la
L 4 radioactividad hibridada. Las
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1.3. lluminacién

A fin de determinar las condiciones de iluminacién para el estudio de la
fotocarotenogénesis se analizaron los efectos de varios programas de iluminacién
(Figura 13). Los micelios son sensibles a la luz durante los tres dfas investigados
(paneles centrales), pero los niveles de ARNm estdn sometidos a adaptacién, al
igual que ocurre con las concentraciones de carotenos y muchas otras respuestas
del hongo. De esta manera los cultivos de tres dfas iluminados todo el tiempo
tuvieron los mismos niveles de ARNm que los mantenidos en la oscuridad
(paneles de la izquierda). La mayores respuestas se observaron con una
iluminacién breve (30 min), pero intensa, inmediatamente antes de la extraccién
(paneles de la derecha) y estas fueron las condiciones adoptadas para el resto de la
Tesis.

A excepcién de los experimentos disefiados para estudiar los efectos de la luz,

todos los cultivos fueron incubados en oscuridad.
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Figura 13: Efecto de la iluminacion sobre la expresion de los genes carRA, carBy actA.
indculos de 106 esporas por caja. Arriba, fraccionamiento electroforético y
reconocimiento con sondas radioactivas especificas. A la izquierda, cultivos de la edad
indicada en abscisas iluminados continuamente (1 WmZ de luz blanca) o mantenidos en
la oscuridad. En el centro, cultivos de tres dias de edad iluminados (1 Wm-2 de luz
blanca) durante 12 h indicadas por las barras horizontales. A la derecha, cultivos de un
dia en la oscuridad, iluminados (9,24 Wm"2 de luz blanca) durante 0, 4, 30 y 60 min
inmediatamente antes de la extraccion. Las densitometrias de bandas se dividieron por
la de actA en el mismo carril.



1.4. Condiciones adoptadas para los demds experimentos

Estos ensayos iniciales demostraron que son muchas las variables que
influyen en los resultados y que deben ser fijadas en los protocolos
experimentales. Dado que las condiciones especificas del marcado radioactivo de
las sondas varian para cada hibridacién, los resultados numéricos provenientes de
la cuantificacién de distintas membranas no son homogéneos. Para superar esta
limitacién se cargé en cada membrana el mismo control, representado siempre
que fue posible, por el ARN de la estirpe silvestre de Phycomyces NRRL1555 de 2,
3,4y 5 dias de edad. A fin de volver los resultados de diferentes membranas
comparables entre si, se normalizaron los valores densitométricos por la media de
la densitometria del control.

Incluso con estas precauciones, los resultados tienen una variabilidad que
debe ser definida con suficientes repeticiones y sometida a anélisis estadisticos.

Como consecuencia de estos resultados previos y para validar la
comparacién entre la expresion de los genes estudiados, decidimos adoptar para
los demds experimentos de esta tesis el agar minimo, cubierto con un disco de
celofn e inoculado con 10° esporas por caja. La densidad media resultante es de
20 esporas por mm?. En los casos indicados se suplementd el medio minimo con
0,75 mM de acetato de retinol o con 2 mM de ftalato de dimetilo. Considerando la
gran influencia de la edad del cultivo y la escasez de biomasa cuando los micelios
son muy jévenes, se optd por estimar los niveles de ARNm y de carotenos a los 2,
3, 4 y 5 dias de edad.
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CAPITULO 2

Cinética de la carotenogénesis

Llamaremos cinética de la carotenogénesis al andlisis de las variaciones de los
niveles de ARNm de los genes estudiados, del contenido de carotenos y de la
masa micelial seca en funcién de la edad del cultivo.

Las variaciones temporales encontradas para los niveles de ARNm eran
modestas y su andlisis solamente ha sido posible gracias a la acumulacién de
muchos experimentos. La decisién de cargar en cada membrana el ARNm de la
estirpe silvestre de varias edades como control para comparar experimentos
distintos (ver pagina.MM....) nos proporcion6 muchas repeticiones
independientes. La necesidad de ensayar estirpes silvestres del sexo opuesto
durante el estudio de la estimulacién sexual de la carotenogénesis extendi6 estas

informaciones.

2.1. Cinética del crecimiento micelial

Los cultivos silvestres de Phycomyces de dos dias de edad tenfan 4/5 de la
masa seca mdaxima que se alcanzé a los tres dfas y se mantuvo en los dias
siguientes (Figura 14). Los resultados obtenidos con las estirpes NRRL1555,
NRRL1554 y A56 (respectivamente siete, dos y dos experimentos independientes)
no eran significativamente diferentes y se representan conjuntamente en la Figura
14.

2.2. Cinética de la acumulacién de carotenos

La cromatografia liquida de alta presién (HPLC) encontré en todas las
muestras concentraciones considerables de f—caroteno y fitoeno; en 14 de las 48
muestras analizadas se detectaron también pequefias cantidades de T-caroteno
(Figura 14).

Durante el intervalo considerado (entre dos y cinco dias) y bajo las
condiciones de cultivo empleadas, la concentracién de f~caroteno practicamente
se duplicé. El incremento se dio entre el segundo y el cuarto dia, periodo en que

la concentracién pasé de 104 a 186 pg por g de masa seca (ug/g m.s.). A partir de
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entonces la concentracién de B-caroteno se estabilizé, como ya se sabia que
ocurre en Phycomyces (Mehta et al., 1997).

Se encontré para el fitoeno una cinética de acumulacién algo parecida a la del
B—caroteno, pero con un dia de antelacion. Del segundo al tercer dia de cultivo la
concentracién de fitoeno se duplicé al pasar de 26 a 50 pg/g m.s., y luego se
mantuvo aproximadamente constante.

Dentro de su escasez, el {—caroteno sigue aproximadamente la cinética del

fitoeno con concentraciones méximas de 4 ug/g masa seca.

2.3. Cinética de la transcripcién de los genes de la carotenogénesis

Todos los genes analizados se expresan durante todo el intervalo de tiempo
analizado, con variaciones modestas (Figuras 14 y 15).

Los resultados primarios sobre ARNm son siempre mediciones relativas a la
cantidad de ARN total (esencialmente ARN ribosémico), que se usa para igualar
las muestras sometidas a fraccionamiento. Los resultados primarios para el ARNm
de la actina se mantienen aproximadamente constantes durante todo el tiempo. Al
referir a ellos en adelante todos los resultados mostrados se consigue compensar
més finalmente las variaciones experimentales y disminuir la dispersién de los
resultados.

El ARNm del gen hmgS es relativamente abundante en cultivos muy jévenes
y luego se mantiene précticamente constante a lo largo del ciclo de vida de
Phycomyces. El nivel de ARNm del gen hmgR sube gradualmente durante el
cultivo; es el dnico gen estudiado cuyo ARNm es méds abundante en cultivos viejos
que en jovenes.

Los niveles de ARNm de los genes carRA y carB se portan de manera
parecida entre ellos y decrecen a lo largo del periodo de tiempo analizado,

especialmente el de carB.
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Figura 14: A la izquierda, crecimiento y contenido de carotenos. A la derecha,
expresion de los genes indicados. Los datos se representan en funcion de la edad del
cultivo de las estirpes silvestres de Phycomyces NRRL1555( ), NRRL1554 (0) y A56 (o).
Para las masas secas y el contenido de carotenos se representa la media de estas tres
estirpes. Los experimentos independientes analizados para calcular las medias y sus
desviaciones tipicas fueron de 10 a 11 en el caso de la masa seca, 10 a 15 en el caso de
los carotenos y para la expresion génica fueron de 12 a 14 para NRRL1555, de 3 a 4
para NRRL1554 y 3 para A56.
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Figura 15: Aspecto habitual de los fraccionamientos electroforéticos del ARN total de la
estirpe silvestre de Phycomyces (NRRL1555) hibridados con el ADN marcado que se
indica.

La radioactividad incorporada al —caroteno durante los primeros dias de
cultivo se mantiene inalterada durante los dos dias siguientes en medio no
radioactivo (Murillo ef al., 1981; Bejarano et al, 1992). Por tanto el f-caroteno
acumulado por Phycomyces no se degrada ni se metaboliza. Bajo nuestras
condiciones experimentales la masa micelial es constante a partir de los tres dia de
cultivo y a partir del dfa cuatro no hay mads sintesis de carotenos. Entretanto los
niveles de ARNm de los genes estudiados se mantienen altos. Por tanto tenemos
que distinguir entre la transcripcién de los genes carRA 'y carB y el uso de sus
ARNmMm para producir carotenos y postular la existencia de un mecanismo de

regulacién que impide el uso de los ARNm presentes en micelios maduros.
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CAPITULO 3

Estimulacién quimica de la carotenogénesis

Se estudi6 el efecto de dos compuestos quimicos que estimulan la
carotenogénesis a través de mecanismos independientes (Bejarano et al., 1988) y
representan los dos principales grupos de activadores quimicos. Uno es el retinol
(Eslava et al., 1974) parecido a casi la mitad de una molécula de p~caroteno. El otro
es el ftalato de dimetilo, uno de los compuestos aromaticos més activos entre los
varios descritos (Cerd4-Olmedo y Hiittermann, 1986). Ambos compuestos son
poco solubles en agua, por lo que se usaron etanol y el detergente “Tween 80”

para facilitar su acceso a las células.

3.1. Efecto del retinol y del ftalato de dimetilo sobre el crecimiento micelial

El retinol, a 0,75 mM, apenas afect6 al crecimiento vegetativo de Phycomyces,
salvo por un ligero retraso que se refleja en la masa de los micelios de dos dfas,
algo inferior a la de los testigos. El ftalato de dimetilo retrasé algo mas al
crecimiento vegetativo (Figura 16). Parte de este retraso se deberd al efecto del
etanol (4 ml/1) usado para solubilizarlo. Para solubilizar el retinol se usé menos

etanol (1,6 mi/1).

3.2. Efecto del retinol y del ftalato de dimetilo sobre la concentracién de
carotenos

Se analiz6, mediante HPLC, el contenido de carotenos de micelios cultivados
en presencia de los activadores quimicos. Tanto el retinol cuanto el ftalato de
dimetilo produjeron un aumento en las concentraciones de carotenos; en ambos
casos el principal caroteno acumulado fue el B—caroteno. En presencia de ftalato de
dimetilo se detectaron concentraciones notables de algunos intermediarios

particularmente el G~caroteno y el fitoeno (Figura 16).
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Figura 16: Efecto del retinol (0,75 mM) y del ftalato de dimetilo (2 mM) sobre el
crecimiento micelial y el contenido de carotenos. Se representan las medias y las
desviaciones tipicas de tres experimentos independientes. Los triangulos son
testigos con Tween 80 (5 ml/l) y los rombos, los testigos con etanol (4 ml/l),
empleados en los tratamientos. Los resultados en medio minimo que se dan para
comparacion proceden de la Figura 14.
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3.3. Efecto del retinol y del ftalato de dimetilo sobre la transcripcién de los
genes

Se analizé en duplicados de los micelios usados para los andlisis quimicos la
expresion de los genes involucrados en la biosintesis de carotenos (Figura 17).
Tanto con retinol como con ftalato de dimetilo, los niveles de ARNm de los genes
carRA, carB, hmgR y hmg$ eran similares a los encontrados en los testigos. No se

observé por tanto ningtin efecto sobre la transcripcién.
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Figura 17: Efecto del retinol (0,75 mM) y del ftalato de dimetilo (2 mM) sobre la
expresion de los genes indicados. Se representan las medias y las desviaciones tipicas
de tres experimentos independientes. Los triangulos son testigos con Tween 80 (5 ml/1)
y los rombos, los testigos con etanol (4 ml/1), empleados en los tratamientos. Los
resultados en medio minimo que se dan para comparacion proceden de la Figura 14.



CAPITULO 4

Estimulacién sexual de la carotenogénesis

Para analizar la estimulacién sexual de la carotenogénesis nos servimos de
cultivos mixtos resultantes de la siembra de una mezcla equitativa de esporas de
ambos sexos. A los cultivos resultantes de la siembra de esporas de una sola
estirpe llamaremos cultivos simples.

Se opt6 por extender este estudio a Blakeslea debido a la gran respuesta que
presenta frente al estimulo sexual y por la importancia industrial de los cultivos
mixtos de este organismo.

Se analiz6 el contenido de carotenos y la expresion de genes involucrados en
su biosintesis. Como sexo (-) de Phycomyces se utilizé la estirpe NRRL1555 y como
sexo (+) las estirpes NRRL1554 y A56. Las dos primeras proceden de aislamientos
naturales independientes. La estirpe A56 debe ser isogénica a la NRRL1555, pues
procede de una serie de retrocruzamientos con esta. Las estirpes de Blakeslea F921,
de sexo (-), y F986, de sexo (+), proceden de aislamientos naturales

independientes.

4.1. Efecto de la estimulacion sexual sobre el crecimiento micelial

Los cultivos mixtos de Phycomyces y Blakeslea crecieron poco menos que los
cultivos simples (Figuras 18 y 19). Blakeslea, cultivada a 30° C, creci6 més deprisa
que Phycomyces, cultivado a 22° C. El micelio de Blakeslea alcanz6 su masa maxima
en menos de dos dfas y durante el intervalo de tiempo analizado su masa seca se

mantuvo aproximadamente constante.

4.2. Efecto de la estimulacion sexual sobre la concentracion de carotenos

Se comprobd, a través de andlisis en HPLC, que el contenido de carotenos en
cultivos mixtos era mayor que en cultivos simples. La estimulacién fue mucho
mayor en Blakeslea que en Phycomyces.

Los cultivos mixtos de Phycomyces contenian tres veces mds carotenos que
los cultivos simples. Se encontraron contenidos de carotenos bastante similares

tanto entre los cultivos simples de las tres estirpes silvestres ensayadas como entre
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los cultivos mixtos resultantes de las dos combinaciones de esporas de sexos
opuestos. Nuestros cultivos mixtos de Blakeslea contenfan unas 24 veces mds
carotenos que cultivos simples.

La estimulacién sexual de la carotenogénesis varié con la edad del cultivo.
Los dos hongos analizados resultaron considerablemente diferentes en cuanto a
dichas variaciones. En Phycomyces la estimulacién sexual apenas se not6 en
micelios jévenes, alcanz6 su méximo al final del periodo de crecimiento, al los tres
dias, y se mantuvo constante durante el resto del tiempo del experimento (Figura
18).
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Figura 18: Efecto de la estimulacion sexual en el contenido de carotenos de
Phycomyces. A la izquierda, crecimiento de cultivos simples (@) y mixtos (4). Al centro,
concentraciones de carotenos en cultivos simples de NRRL1555( @), NRRL1554 (0) y
A56 (o). A la derecha, concentraciones de carotenos en cultivos mixtos de NRRL1555
y NRRL1554 (4) y de NRRL1555 y A56 ({). Los experimentos independientes analizados
para calcular las medias y sus desviaciones tipicas fueron de 4 para la masa seca de
cultivos mixtos, de 10 a 15 para el contenido de carotenos de NRRL1555 y 2 para las
demas determinaciones. La masa seca de cultivos simples que se da para comparacion
procede de la Figura 14.
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En Blakeslea el contenido de carotenos fue méximo en cultivos mixtos de
micelios jévenes y disminuy6 con el paso del tiempo. En este organismo, los
cultivos mixtos de dos dias contenian unas 65 veces mds carotenos que la media
de los cultivos simples. El fitoeno representaba una parte significativa del caroteno
total, pero su concentracion disminuy6 abruptamente durante el tercer dia,
posiblemente por conversién en f-caroteno. Se detectaron también carotenos
minoritarios, principalmente y-caroteno y licopeno, que sumados representaban

menos de 10% del total de carotenos de los cultivos mixtos (Figura 19).

4.3. Efecto de la estimulacién sexual sobre la transcripcién de los genes

Los anélisis de expresién génica demuestran que el incremento en el
contenido de carotenos por estimulacién sexual viene acompafiado de
incrementos en los niveles de ARNm y mds notablemente en Phycomyces que en
Blakeslea.

Los cultivos mixtos contenfan mds ARNm de los genes carRA y carB de
Phycomyces que los cultivos simples y los micelios jévenes més que los maduros
(Figura 20). Los niveles de ARNm de los genes hmgS y hmgR variaron mucho
menos. En los cultivos mixtos de Blakeslea el ARNm del gen carRA no aumento
tanto como el contenido de carotenos (Figura 21).

En conclusién, la estimulacién sexual de la transcripcién de los genes car de
Phycomyces parece suficiente para explicar el aumento del contenido de carotenos,
sin tener que recurrir a otras formas de regulacién. En Blakeslea el aumento de la
transcripcion esté tan lejos del aumento del contenido de carotenos que es preciso

postular un mecanismo de regulacién adicional posterior a la transcripcion.
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Figura 19: Efecto de la estimulacion sexual en el contenido de carotenos de Blakeslea.
A la izquierda, crecimiento de los cultivos simples (®) y mixtos (4). Al centro, niveles de
carotenos en cultivos simples de F921 (e) y F986 (0). A la derecha, niveles de carotenos
en cultivos mixtos de estas estirpes. Se representan las medias y las desviaciones
tipicas de dos experimentos independientes, excepto para la masa de los cultivos
simples, que se representan cuatro experimentos.
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Figura 20: Efecto de la estimulacidn sexual sobre la expresion de los genes de
Phycomyces que se indican. A la izquierda, aspecto habitual de los fraccionamientos
electroforéticos del ARN total hibridados con ADN marcado. A la derecha, niveles
relativos de ARNm en cultivos simples de las estirpes NRRL1555(e), NRRL1554 (0) y

A56 () y en cultivos mixtos de NRRL1555 con NRRL1554 (¢) y de NRRL1555 con A56 (9).
Se representan las medias y las desviaciones tipicas de cuatro experimentos
independientes para los cultivos mixtos de NRRL1555 con NRRL1554 y tres para los
cultivos mixtos de NRRL1555 con A56. Los datos de los cultivos simples que se dan para
comparacion proceden de la Figura 14.
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Figura 21: Efecto de la estimulacion sexual sobre la expresion de los genes de
Blakeslea que se indican. A la izquierda, aspecto habitual de los fraccionamientos
electroforéticos del ARN total hibridados con ADN marcado. A la derecha, niveles
relativos de ARNm del gen carRA en las estirpes silvestres de Blakeslea F921 (¢) y
F986 (o) y en el cultivos mixtos de estas estirpes. Se representan las medias y

las desviaciones tipicas de dos experimentos independientes.

4.4. Inhibicién de la estimulacién sexual de la carotenogénesis por acetato

La adicién de pequefias cantidades de acetato s6dico (de 1 a 10 mM) al medio
provoca grandes alteraciones en la interaccién sexual de Phycomyces y de Blakeslea.
Ademis de incrementar considerablemente la formacién de zigosporas, el acetato
inhibe fuertemente la estimulacién sexual de la carotenogénesis. Se obtuvo un
efecto similar al reemplazar el acetato sédico por acetato potdsico, L-leucina y

otros compuestos (resultados de V. Kuzina en este laboratorio no publicados).

4.4.1. Efecto del acetato sobre el crecimiento micelial
Los cultivos suplementados con acetato crecieron en la mayoria de los casos
algo menos que los testigos, aunque disponfan de unas fuentes de carbono algo

maés abundantes (Figura 22).
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Figura 22: Crecimiento micelial en medio minimo (simbolos negros) y en medio
minimo suplementado con 10 mM de acetato sédico (simbolos blancos). Medias y las
desviaciones tipicas de cinco determinaciones independientes. Los resultados en
medio minimo que se dan para comparacion proceden de las Figuras 14, 18 y 19.

4.4.2. Efecto del acetato sobre la concentracion de carotenos

Los contenidos de B—caroteno y fitoeno de los cultivos simples de Phycomyces
eran ligeramente menores cuando los micelios se cultivaban en medios con
acetato sédico. Las concentraciones de carotenos de cultivos simples de Blakeslea
apenas eran afectadas por la presencia del acetato sédico (Figuras 23 y 24).

Al comparar el contenido de carotenos de cultivos mixtos incubados en
ausencia y presencia de acetato s6dico quedé patente el efecto inhibidor de este
compuesto sobre la estimulacién sexual de la carotenogénesis. Los cultivos mixtos

de Phycomyces suplementados con acetato contenian unas tres veces menos
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B—caroteno que los cultivados en ausencia de acetato aproximadamente lo mismo

que los cultivos simples (Figura 23).
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Figura 23: Efecto del acetato sobre la carotenogénesis de Phycomyces. Contenido de
carotenos en cultivos con (simbolos blancos) o sin (simbolos negros) acetato sédico
(10 mM). Se representan las medias y sus desviaciones tipicas de cuatro experimentos
independientes para cultivos mixtos y seis para cultivos simples. Los datos de los
cultivos sin acetato que se dan para comparacion resultan de la consotidacion de los
valores de la Figura 18.

En Blakeslea el efecto del acetato s6dico era atin més evidente dada la
magnitud de la respuesta sexual. Ademds de no afectar practicamente a los
cultivos simples abolfa casi por completo la estimulaci6én sexual de la
carotenogénesis (Figura 24).

Se concluye que el acetato sédico es un antagonista potente de la

estimulacién sexual de la carotenogénesis en estos organismos.
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3.4.3. Efecto del acetato sobre la transcripcion de los genes
La presencia del acetato no alter6 los niveles de los ARNm de los genes car y
hmg de cultivos simples de Phycomyces, como se ve en el ejemplo de la Figura 25.
En los cultivos mixtos con acetato, los niveles de ARNm de los genes car
siguieron muy altos (Figura 26). Las tinicas diferencias significativas se encuentran
en micelios de dos dfas, y pueden deberse al ligero retraso en el crecimiento. Por

consiguiente, el acetato no impide en Phycomyces el aumento de la
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Figura 25: Expresion de los genes indicados en las estirpes silvestres de Phycomyces
NRRL1555 (-) y NRRL1554 (+) en cultivos simples o mixtos (), en medio minimo
suplementado o no con 10 mM de acetato sodico. Micelios de 2 dias de edad. Arriba,
fraccionamiento electroforético y reconocimiento con sondas radioactivas especificas.
Abajo, densitometria de la radioactividad hibridada. Los valores son relativos a la actA
del mismo carril y a la media de los cultivos simples en medio minimo de la misma
membrana.

transcripcién de los genes car por interaccién sexual, sino que actida en algin
punto intermedio entre la transcripcién y la acumulacién de carotenos.

Al comparar los niveles de ARNm del gen carRA en cultivos mixtos de
Blakeslea cultivados en presencia y ausencia de acetato se not6 que este compuesto
inhibié fuertemente la transcripcién del gen carRA durante todo el intervalo
analizado. De hecho, mantuvo los niveles de ARNm iguales a los encontrados en
cultivos simples (Figura 27). Esto implica que desaparecieron los dos efectos
estimulantes de la interaccién sexual: el modesto incremento de la transcripcion y

la estimulacién post-transcripcional.
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Figura 26: Expresion en
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Figura 27: Expresion del gen carRA de Blakeslea en cultivos simples, en cultivos mixtos
y en cultivos mixtos suplementados con 10 mM de acetato sodico. Se representan las
medias y las desviaciones tipicas de dos experimentos independientes. Los datos de los
cultivos sin acetato que se dan para comparacion proceden de la Figura 21.
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CAPITULO 5

Efecto de las mutaciones car sobre la carotenogénesis

Las investigaciones realizadas en Phycomyces son facilitadas por la
disponibilidad de una extensa y variada coleccién de mutantes. En este trabajo nos
restringimos a estudiar mutantes car, alterados en la biosintesis de carotenos. Se
seleccionaron 12 estirpes que representan los principales grupos de mutantes
estructurales y reguladores de la carotenogénesis.

Como representantes de los mutantes estructurales se analizaron las estirpes
C5, C2, C9 y S92, mutadas respectivamente el gen carB, en el dominios A del gen
carRA, en el dominio R del gen carRA y en todo el gen carRA; es decir, en los
genes estructurales exclusivos de la via de sintesis de los carotenos. Como
mutantes reguladores se analizaron las estirpes C115, 5561, 5226 y S566 mutadas
respectivamente en los genes carS, carF, carD y en ambos genes carF y carS; todos
los cuales, al ser mutados, originan el fenotipo superamarillo (superproductores
de B—caroteno). Ademds se analizaron las estirpes A98 mutada en el gen regulador
carC, las estirpes quimioinsensibles 5144 y 5119 mutadas respectivamente en los
genes carl y carA y el doble mutante S470 mutado simultdneamente en los genes

carA 'y carS.

5.1. Efecto de las mutaciones car sobre el crecimiento micelial

Se compard el crecimiento vegetativo de las estirpes mutantes con el de la
estirpe silvestre y se encontraron ligeras variaciones. Las estirpes C9 y 5566
crecieron mds despacio que la silvestre, pero alcanzaron su misma masa adulta; las
estirpes C2 y 5226 alcanzaron una masa adulta algo mayor que la silvestre (Figura
28). Estas variaciones no tienen que estar relacionadas con las mutaciones
sefialadas en los genotipos, porque pueden deberse a otros cambios inducidos

simultdneamente a ellas durante la exposicién al mutageno.

5.2. Efecto de las mutaciones car sobre la concentracion de carotenos
Para cada una de las estirpes mutantes se determind, a través de andlisis en

HPLC, el contenido de carotenos en funcién de la edad del cultivo y se compar6
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con el de la estirpe silvestre (Figura 28).
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Figura 28: Crecimiento micelial y contenido de carotenos en la estirpe silvestre y en 12
mutantes car. Los contenidos de B-caroteno y fitoeno estan representados en dos
graficas con escalas distintas. Los datos de los mutantes resultan de una Gnica
medicion para muestras de 3 y 5 dias de crecimiento y de (a media de dos mediciones
con sus desviaciones tipicas para muestras de 2 y 4 dias de crecimiento. Los valores
para la estirpe silvestre que se dan para comparacion proceden de la Figura 14.
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Como era de esperar, la cantidad y calidad de carotenos acumulados
variaron notablemente entre las estirpes analizadas. Asi, en la estirpe S92 no se
detect6 ningtin caroteno y en la estirpe C2 no més que trazas de f—caroteno
(1 ug/g m.s.). Ya en a la estirpe S566 se encontr6 7182 ug de f—caroteno/g masa
seca. A pesar de la gran cantidad de f—caroteno acumulada, la estirpe 5566 tenia
cantidades parecidas a las encontradas en la estirpe silvestre para los demads
carotenos. En la estirpe C5 se encontr6 2420 ug/g m. s. de fitoeno, es decir, 50
veces mas que en la estirpe silvestre.

La estirpe C9 fue la tinica en que se encontraron todos los carotenos
ensayados. Ademés de una grande cantidad de licopeno (1500 ug/gm.s.) se
encontraron también una apreciable cantidad de fitoeno (245 ug/gm.s.) y
pequefias cantidades de f—caroteno (hasta 13 pg/g m. s.), y—caroteno (hasta
20 ug/g m. s.) y {-caroteno (entre 15 y 30 pg/g m. s.). Esta situacién indica que la
la estirpe C5 es portadora de una mutacion rezumante.

Cuanto a las cinéticas de acumulacién de carotenos fue posible dividir las
estirpes en dos grupos. En uno la concentracién del caroteno mayoritario
auments significativamente durante el intervalo considerado. Este grupo estaba
formado por las estirpes silvestre, 5144 y 5226. En el otro grupo, formado por las
demds estirpes, las concentraciones eran mas estables y las oscilaciones no eran

significativas.

5.3. Efecto de las mutaciones car sobre la transcripcion de los genes

Las diferencias entre los mutantes ensayados no se limitan a las grandes
variaciones en las concentraciones de carotenos; las investigaciones publicadas
indican grandes diferencias en los mecanismos moleculares responsables de esas
variaciones. Sin embargo, los niveles de ARNm de los genes analizados no eran
diferentes a los de la estirpes silvestre (Figuras 29, 30, 31 y 32). En esas figuras se
incluye un recuadro con todos los resultados, en el que se observa que los
mutantes no se pueden clasificar en grupos discretos.

Las pequefias diferencias encontradas entre los niveles de ARNm se deben
atribuir a variaciones experimentales y no deben tener un significado funcional. En

todo caso esas pequefias variaciones no corresponden con las grandes variaciones
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en el contenido de carotenos.
En resumen, los mutantes no se diferenciaron del tipo silvestre en la

transcripcién de los genes relacionados con la carotenogénesis.
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Figura 29: Niveles de ARNm del gen carRA en la estirpe silvestre (0) y en 12 mutantes
car. Arriba a la derecha se representan todos los resultados y abajo se representan
separadamente los de cada estirpe, identificada por el gen afectado. Los datos de los
mutantes resultan de una Unica medicidén para muestras de 3 y 5 dias de crecimientoy
de la media de dos mediciones con su desviacion tipicas para muestras de 2 y 4 dias de
crecimiento. Los valores para la estirpe silvestre resultan de la media y su desviacion
tipica de 10 a 12 experimentos independientes.
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Figura 30: Niveles de ARNm del gen carB en la estirpe silvestre (0) y en 12 mutantes car.
Arriba a la derecha se representan todos los resultados y abajo se representan
separadamente los de cada estirpe, identificada por el gen afectado. Los datos de los
mutantes resultan de una Gnica medicion para muestras de 3 y 5 dias de crecimiento y
de la media de dos mediciones con su desviacion tipicas para muestras de 2 y 4 dias de
crecimiento. Los valores para la estirpe silvestre resultan de la media y su desviacién
tipica de 10 a 12 experimentos independientes.
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Figura 31: Niveles de ARNm del gen hmgR en la estirpe silvestre (0) y en 12 mutantes
car. Arriba a la derecha se representan todos los resultados y abajo se representan
separadamente los de cada estirpe, identificada por el gen afectado. Los datos de los
mutantes resultan de una Unica medicién para muestras de 3 y 5 dias de crecimiento y
de la media de dos mediciones con su desviacion tipicas para muestras de 2 y 4 dias de
crecimiento. Los valores para la estirpe silvestre resultan de la media y su desviacion
tipica de 10 a 12 experimentos independientes.
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Figura 32: Niveles de ARNm del gen hmgs en la estirpe silvestre (o) y en 12 mutantes
car. Arriba a la derecha se representan todos los resuttados y abajo se representan
separadamente los de cada estirpe, identificada por el gen afectado. Los datos de los
mutantes resultan de una Unica medicion para muestras de 3 y 5 dias de crecimiento y
de la media de dos mediciones con su desviacion tipicas para muestras de 2 y 4 dias de
crecimiento. Los valores para la estirpe silvestre resultan de la media y su desviacién
tipica de 10 a 12 experimentos independientes.
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CAPITULO 6

Fotocarotenogénesis

Como quedé patente en la Introduccién, la luz azul estimula la sintesis de
carotenos (Bejarano et al., 1991; Avalos et al., 1993) y aumenta la transcripcién del
gen carB (Ruiz-Hidalgo et al., 1997; Blasco et al., 2001). En esta Tesis se confirmé
este efecto sobre el gen carB y se complement6 con el andlisis de la expresion de
los genes carRA, hmgR y hmgS. También se investigé el efecto de laluz en la
expresion génica de mutantes car y la relacién entre la fotoestimulacién y la

estimulacién sexual.

6.1. Fototranscripcion de los genes car en la estirpe silvestre y en mutantes de la
carotenogénesis

Se compararon los niveles de ARNm de micelios iluminados y no iluminados
(Figuras 33). Se confirmé la fototranscripcién del gen carB en la estirpe silvestre y
se encontré un efecto muy parecido en el gen carRA.

Se detect6 un aumento en los niveles de ARNm tanto del gen carB como del
gen carRA en micelios iluminados de todos los mutantes analizados. La tnica
excepcibn fue la estirpe S92 y solo para el gen carRA, cuyo ARNm era casi
indetectable. Es posible que en este caso los bajos niveles encontrados tanto en
micelios iluminados como no iluminados se debieron a la mutacién carRA91, que
sustituye un triptéfano (TGG) por un codén de terminacién (TGA) en el codén 59.
Se sabe que terminaciones prematuras pueden desestabilizar el ARNm (Baker y
Parker, 2004).
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Figura 33: Efecto de la luz sobre los niveles de ARNm de los genes carRA'y carB
en la estirpe silvestre NRRL1555 y en mutantes car. Arriba, fraccionamientos
electroforéticos y reconocimiento con sondas radioactivas especificas. Abajo,
cuantificacion de la radioactividad hibridada. Las densitometrias de bandas se
dividieron por la de actA en el mismo carril y estos valores por el obtenido para
la estirpe silvestre cultivada en oscuridad, que se toman como unidad. Tras
haber sido cultivados en oscuridad durante dos dias, los micelios se expusieron
o no durante 30 min a 17 kJm-2.

6.2. Efecto combinado de la estimulacién luminosa y sexual sobre la
transcripcion de los genes en la estirpe silvestre
En Phycomyces los efectos de la luz y del sexo sobre la acumulacién de

carotenos son sinérgicos y por lo tanto acttian a través de distintos mecanismos de
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accién (Govind y Cerd4-Olmedo, 1986). Deseamos conocer el efecto combinado de
estos agentes estimulantes sobre la transcripcién de los genes de la
carotenogénesis. Para ello se comparamos los niveles de ARNm de micelios no

estimulados con los de micelios estimulados por la luz, el sexo o ambos(Figura 34).
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Figura 34: Efecto combinado de los estimulos sexual y luminoso sobre los niveles de
ARNm de los genes indicados en estirpes silvestres NRRL1555 (-) y NRRL1554 (+)
cultivadas separadas o juntas (+) durante dos dias. Arriba, fraccionamiento
electroforético y reconocimiento con sondas radioactivas que se indican. Abajo,
cuantificacion de la radioactividad hibridada. Los valores se dividieron por lo de
actA del mismo carril y luego por la media de los obtenidos para los cultivos simples
de las estirpes silvestres en oscuridad. Tras haber sido cultivados en oscuridad
durante dos dias, los micelios se expusieron o no durante 30 min a 17 kJ m-2,
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Los resultados representados en la Figura 34 corroboran y complementan
aquellos obtenidos con el andlisis del contenido de carotenos. Se encontré que la
estimulacién simultdnea por la luz y por el sexo son sinérgicas sobre la
transcripcién de los genes de la carotenogénesis.

Los resultados numéricos apoyan una sinergia aditiva, y no multiplicativa.
Asi, por ejemplo, la media del ARNm de carRA en micelios no estimulados fue de
1,0 unidades, a las que la estimulacién sexual en la oscuridad afiadi6 6,4 unidades y
la estimulacién luminica una media de 3,8 unidades. La suma de estos valores, 11,2
unidades, coincide con el valor experimental de micelios mezclados e iluminados,
que fue 10,8 unidades. La hipétesis multiplicativa predeciria 1,0 x 7,4 x 4,8 = 35,4
unidades. En el caso de carB la hipétesis aditiva predice 19,4 unidades y la
multiplcativa 99,8, mientras que el resultado experimental fue 25,8.

Ni la iluminacién ni la interaccién sexual modificaron apreciablemente la la

expresién de los genes hmgR y hmgS.
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CAPITULO 7

Inmunodeteccién de proteinas de la carotenogénesis

La luz y la interaccién sexual provocan un incremento en los niveles de
ARNm de los genes de la carotenogénesis, pero el andlisis de la expresion génica
no explica la acumulacién de carotenos encontrada en cultivos con retinol o ftalato
de dimetilo, ni las variaciones entre los mutantes car. Por esta razén se proyecto
extender el trabajo al andlisis de los niveles de proteinas carotenogénicas.

Tras el fraccionamiento electroforético de extractos proteicos, se trat6 de
identificar la reductasa de HMG-CoA (HmgR), la sintasa del fitoeno (CarA) y la
ciclasa del licopeno (CarR), producidas respectivamente por el gen fmgR y por los
dominios A y R del gen carRA en varias estirpes en diversas condiciones (Figura
35). Para ello se emplearon anticuerpos policlonales de conejo obtenidos por el Dr.
Jiirgen Breitenbach en el laboratorio dirigido por el Prof. Gerhard Sandmann
(Botanisches Institut, Johann Wolfgang Goethe-Universitit, Frankfurt am Main,
Alemania).

El ARNm del gen carRA es traducido a un tnico polipéptido CarRA, que se
rompe luego en dos, la ciclasa del licopeno y la sintasa del fitoeno. La estirpe 592
tiene el gen carRA interrumpido por una terminacién prematura en el cod6n 59 y
por lo tanto es incapaz de sintetizar las proteinas CarA y CarR (Torres-Martinez
et al., 1980; Arrach et al., 2000).

Los anticuerpos reconocieron varias proteinas de Phycomyces, que se
detectaron de forma parecida en todas las muestras ensayadas, incluso en las del
control negativo representado por la estirpe S92. Estos resultados indican que los
reconocimientos eran inespecificos y que las bandas no correspondian a las
proteinas CarA o CarR. Ademds, la movilidad de las protefnas detectadas no
correspondia a la esperada segin sus pesos moleculares estimados.
Presumiblemente los conejos utilizados tenian anticuerpos contra antigenos de
Phycomyces, organismo al que probablemente nunca estuvieron expuestos, tal vez

por tratarse de proteinas muy conservadas en distintos hongos.
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Figura 35: Inmunodeteccion
de las proteinas CarA (arriba),
CarR (en medio) y HmgR
(abajo), tras fraccionamientos
electroforéticos de proteinas
totales extraidas de micelios
cultivados por dos dias. Las
flechas senalan el punto de
migracion esperado segtn el
peso molecular estimado (entre
paréntesis).

1. S92 (mutante carRA).

2. NRRL1555 con.
acetato de retinol (0,75 mM).

3. NRRL1555 con ftalato de
dimetilo (2 mM).

4, S566 (mutante carFcar$).

5. NRRL1555 17 kJ m-2 de luz
blanca en los 30 min finales de
cultivo.

6. Cultivo mixto de
NRRL1555 con NRRL1554.

7. NRRL1555.

Este resultado resalta la utilidad de la Genética para evitar conclusiones

erréneas en experimentos bioquimicos. Confiamos en disponer pronto de

anticuerpos especificos para poder estimar las existencias de proteinas

carotenogénicas en varias situaciones reguladoras diferentes.
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1. Expresion de los genes hmgS y himgR.

Estos genes (Ruiz-Albert ef al., 2002) son necesarios para la sintesis de todos
los terpenoides de Phycomyces, de los cuales los carotenoides constituyen una parte
muy pequefia, excepto en los mutantes mds coloreados. Varios motivos de la
secuencia del promotor del gen himgS de Phycomyces sugiere que su transcripcion
estd regulada por esteroles. El promotor de hmgR de Phycomyces carece de esos
motivos, pero los autores citados sugieren una modulacién de la actividad de la
proteina por la concentracién de esteroles en la membrana donde se inserta la
proteina mediante sus ocho segmentos transmembranales. Sus indicios fueron la
presencia de dominios sensibles a esteroles (sterol sensin domains) en la parte
lipofilica predicha de la proteina HmgR (Brown y Goldstein, 1999; Davis e
Ioannou, 2000).

Mientras el ARNm del gen hmgS se mantiene casi constante, en relacién con
el de actina, el gen hmgR es el tinico, entre los cuatro analizados, cuyo ARNm se
vuelve relativamente mas abundante con el paso del tiempo. No hemos medido la
sintesis global de terpenoides durante la fase estacionaria, aunque seria factible
hacerlo con mevalonato marcado. Por tanto no sabemos si la presencia de ARNm
de hmgSy hmgR en esa fase responde a una necesidad metabélica, pero la mayor
abundancia relativa del ARNm de hmgR sugiere que este gen estd regulado a nivel
posttranscripcional. Una manera de interpretar las diferencias entre el acumulo de
ARNm de los genes hmgS y hmgR de Phycomyces es que las concentraciones de
esteroles regulan la transcripcién del gen hmgS y la actividad de la proteina
HmgR.

La regulacién del gen hmgR ha sido estudiada de manera particularmente
minuciosa en mamiferos. La transcripcién del gen y la actividad, la estabilidad y la
degradacién de la proteina estdn reguladas por varios metabolitos de la ruta de
los terpenoides (Goldstein y Brown, 1990). Podemos imaginar que los genes hmg$
y hmgR de Phycomyces estan sujetos a una regulacién compleja. La generacion y
uso de anticuerpos especificos contra el dominio catalitico de HmgR podria
aportar informaci6n sobre la estabilidad de esta enzima y ayudar a comprender la
regulacién de la conversién de HMG-CoA a mevalonato.

Los niveles de los ARNm de los genes hmgS 'y hmgR de Phycomyces no
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cambian apreciablemente en ninguna de las circunstancias investigadas:
estimulacién quimica, interaccién sexual, varios mutantes e iluminacién. Ni
siquiera se notaron variaciones bajo el efecto conjunto de la luz y el sexo, que fue
la situacién en que encontramos los mayores incrementos en los niveles de ARNm
de los genes carRA y carB, especificos para la carotenogénesis. Se propone que las
posibles variaciones en la transcripcion de los genes hmgSy hmgR demandadas
por el incremento en la sintesis de carotenos serian indetectables en comparacion
con la transcripcién necesaria para producir todos los terpenoides.

La sintesis de carotenos, esteroles (Bejarano y Cerda-Olmedo, 1992) y
ubiquinona (Kuzina, Tesis doctoral en redaccién) ocurren en compartimentos
subcelulares creados y regulados independientemente. Por tanto se debe pensar
que la luz y el sexo, que aumentan la transcripcion de los genes carRA 'y carB
deben afectar a todos los pasos de la ruta y activar también la transcripcion de los

genes hmgSy hmgR.

2. Cinética de la expresion de los genes carRA y carB.

Las esporas de la estirpe silvestre contienen mds caroteno, en relacién a su
masa, que cualquier otra fase de la vida del hongo (Rauguei et al., 1982). Durante la
germinacién, la masa crece rdpidamente, pero no la acompafia la concentracion de
carotenos, que decrece hasta alcanzar niveles minimos en micelios jévenes, de
alrededor de un dia de edad (Mehta et al., 1997). La concentraciéon de carotenos
creci6 durante la expansién de los micelios y se estabilizé durante la fase
estacionaria (Capitulo 2 de Resultados), para mantenerse aproximadamente
constante durante semanas y decrecer lentamente (Garton et al., 1951). La
estabilidad podria reflejar un equilibrio aproximado entre sintesis y degradacion,
pero se ha demostrado que el f—caroteno de Phycomyces no se degrada ni se
metaboliza apreciablemente en el periodo de tiempo y las condiciones de nuestros
experimentos (Murillo et al., 1981; Bejarano et al, 1992) y por tanto deja de
sintetizarse al llegar a la fase estacionaria. La concentracion de ARNm de los genes
estructurales carRA y carB, en relacion con la del gen para la actina, decrece
durante la fase de expansi6n, pero no se anula. Como cesa la sintesis de carotenos,

concluimos que el ARNm de esos genes no se expresa. No sabemos qué lo impide,
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pero debemos suponer la existencia de un mecanismo de regulacion

posttranscripcional de la expresién génica.

3. Efecto de los activadores quimicos de la carotenogénesis sobre la expresion
génica.

El retinol y el ftalato de dimetilo inducen aumentos grandes y de magnitud
comparable del contenido de caroteno a través de mecanismos diferentes; el
retinol impide la regulacién por retroinhibicién y el ftalato es independiente de
ella. Tienen en comtn que ambos necesitan a Carl para ejercer su accion
estimuladora, como indica el poco efecto que tienen en el mutante S144 (Bejarano
etal., 1988).

Los resultados de esta Tesis demuestran que la presencia de retinol o ftalato
de dimetilo en el medio no altera los niveles de los ARNm de los genes estudiados.
Concluimos por tanto que ambos productos quimicos estimulan la

carotenogénesis a nivel posttranscripcional por distintos mecanismos.

4. Efecto de las mutaciones car sobre la expresién génica.

El Capitulo 5 de Resultados presenta analisis nuevos y detallados de los
carotenos presentes en la estirpe silvestre y en doce mutantes y los compara con
los niveles de ARNm de los genes carRA, carB, hmgR y hingS. Aunque los mutantes
fueron elegidos entre los mds interesantes y mejor estudiados en trabajos
anteriores, los andlisis de carotenos precedentes no eran tan completos, se habian
limitado al producto mayoritario en la mayoria de los casos y se habian hecho
con técnicas menos fiables que la cromatografia HPLC.

Las cinéticas de acumulacién del caroteno mayoritario permitié separar las
estirpes en dos grupos. En uno de ellos la concentracion aumenté durante la fase
de expansion micelial; en €] se encuentran las estirpes silvestres, el mutante 5144,
insensible a activacién quimica, y el mutante S561, superproductor de caroteno
por mutacién carF. En todos los demas mutantes la concentracion se mantuvo
aproximadamente constante durante el periodo de observacién. Tienen en comtn
contener mutaciones en los genes carS§, cérC, carD, carRA y carB, que estan

implicados en el mecanismo de regulacién por producto final.
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No se encontraron diferencias significativas en los ARNm de los genes
carRA, carB, hmgR y hmgS$ de la estirpe silvestre y de los mutantes investigados.
Estos no solo difieren enormemente en la calidad y concentracién de carotenos,
sino también en los mecanismos moleculares empleados para alterar el contenido.
de carotenos o su respuesta a estimulos, mecanismos que son poco o nada
conocidos. Nuestros resultados indican que tales mecanismos no actian a través
de la transcripcién de los genes de la carotenogénesis y por tanto que las
variaciones de contenido de caroteno en los mutantes se deben a regulacién
posttranscripcional de la expresién génica.

Los resultados llevan a la conclusién inesperada de que los niveles de ARNm
de la estirpe silvestre son suficientes para producir concentraciones de caroteno

cincuenta veces mayores que las encontradas en esa estirpe.

5. El efecto de la luz sobre la expresion de los genes de la carotenogénesis.

La luz estimula la transcripcion de los genes carRA y carB de la estirpe
silvestre de Phycomyces, como indica el aumento de las sefiales obtenidas de
micelios iluminados con respecto a sus controles en oscuridad. Este aumento es
similar a los de las concentraciones de caroteno, por lo que basta para explicarlos,
sin necesidad de invocar otros mecanismos de regulacién, pero sin excluirlos. Ya
se habia demostrado que la luz aumenta la transcripcion de los genes carB de
Phycomyces (Ruiz-Hidalgo et al., 1997; Blasco et al., 2001) y Mucor (Velayos et al.,
2000a) y carRP de Mucor (Velayos et al., 2000b), homélogo de carRA de
Phycomyces.

Phycomyces posee dos sistemas sensoriales para la fotocarotenogénesis
(Bejarano et al., 1991), que se diferencian en muchos rasgos, entre ellos sus
espectros de accién y sus intervalos dindmicos. El sistema sensible a flujos
luminosos elevados estimula la carotenogénesis mucho mds que el que solo
detecta flujos bajos. La actinomicina D y la ciclohexamida (inhibidores de la
transcripcién y traduccién, respectivamente) inhiben la respuesta a flujos
luminosos elevados, pero no a flujos bajos (Jayaram et al., 1979). Este resultado es
congruente con nuestras observaciones, que se hicieron con flujos elevados, y

sugiere ademds que la respuesta a luz implica mecanismos reguladores diferentes,
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como podria ser, por ejemplo, el incremento en la actividad de las enzimas
carotenogénicas preexistentes.

Los efectos de la iluminacion sobre el acimulo de ARNm en los mutantes
ensayados son muy parecidos al de la estirpe silvestre. La tinica excepcion es la
estirpe 592, que tiene poquisimo ARNm del gen carRA. Se trata de un mutante
con una terminacién prematura en el gen carRA (Arrach et al., 2001), que puede
acelerar la degradacion del ARNm (Baker y Parker, 2004). Nuestros resultados
confirman la conclusién de que las mutaciones no modifican los niveles de
transcripcién y la extienden a que el aumento de la transcripci6én en cultivos
iluminados no depende de los productos de los genes alterados en esos mutantes.

El contenido de caroteno en los mutantes carA, como la estirpe C2, la més
utilizada, es tan bajo que es dificil distinguir si aumenta con la luz, pero varios
trabajos con seis estirpes, incluyendo C2, concuerdan en que no varia (Eslava et
al., 1974; Lépez-Diaz y Cerda-Olmedo, 1980; Revuelta y Eslava, 1984; Bejarano et
al., 1991). Nuestros resultados indican que la luz aumenta la transcripcion de los
genes carRA y carB en la estirpe C2, y por tanto llevan a la conclusion de que
ademds de la regulacién transcripcional de la fotocarotenogénesis hay una
regulacién posttranscripcional mediada por la proteina CarA. Asi, la transcripcion
de los genes es insuficiente para modificar la concentracién de caroteno y necesita
estar complementada por una activacién posttranscripcional.

Como todas las respuestas de Phycomyces a la luz, la fotocarotenogénesis
necesita la funcién de los genes madA y madB (Bergman et al., 1973; Lépez-Diaz y
Cerda-Olmedo, 1980), entre otros. El gen madA ha resultado ser homélogo del gen
wc-1 de Neurospora (trabajos inéditos de A. Idnurm, L. M. Corrochano, E. A.
Iturriaga y otros), un fotorreceptor regulado por fosforilaciéon (Talora et al., 1999;
Franchi et al., 2005). Ya se habia indicado que la fosforilacién de proteinas
participa en la regulacién de la fotocarotenogénesis de Phycomyces (Tsolakis et al.,
1999). No se excluye que la actividad de las enzimas carotenogénicas dependa de

su fosforilacién.
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6. El efecto del sexo sobre la expresién de los genes de la carotenogénesis.

Ampliamos nuestro trabajo a Blakeslea trispora porque muestra una gran
estimulacién sexual de la carotenogénesis que facilita la interpretacién de los
resultados; en Phycomyces la respuesta es menor, pero se conoce mejor la
Bioquimica y la Genética. La regulacién de la biosintesis de carotenos porlaluzy
por productos quimicos difiere mucho entre estos dos organismos (Avalos y
Cerdd-Olmedo, 2004), asi como la produccién de dcidos trispéricos, mucho mayor
en Blakeslea que en Phycomyces (Gooday, 1978). Teniendo en cuenta estas
diferencias no resulta sorprendente el hecho de que la regulacién de la
estimulacién sexual de la carotenogénesis sea distinta para los dos hongos.

Tanto Phycomyces como Blakeslea presentan estimulacién sexual de la
carotenogénesis y su inhibicién por acetato. En Phycomyces, el incremento de la
transcripcién de los genes de la carotenogénesis por la estimulacién sexual basta
para justificar el incremento de la acumulacién de caroteno. En Blakeslea, el nivel de
ARNm del gen carRA aumenta mucho menos que la acumulacién de carotenos en
cultivos mixtos.

A pesar de que el acetato inhibe la estimulacion sexual de la carotenogénesis
en ambos organismos, su efecto sobre la transcripcion de los genes carRA 'y carB
de Phycomyces es inexistente o muy pequefio. Los menores niveles de ARNm
encontrados en cultivos de dos dias pueden ser explicados por el retraso que el
acetato causa en el crecimiento de este organismo. Por tanto el acetato tiene que
impedir la expresion de los ARNm producidos en su presencia.

El incremento de los niveles de ARNm del gen carRA de Blakeslea en
presencia de acetato, aunque modesto, indica la existencia de una activacién
transcripcional. La disparidad entre el gran aumento de la carotenogénesis y el
pequefio incremento de los niveles de ARNm del gen carRA indica la existencia de
una activacién posterior a la transcripcion. Como la presencia de acetato hace que
la concentracién de caroteno en cultivos mixtos de Blakeslea se mantenga al nivel
de los cultivos simples, concluimos que el acetato contrarresta ambas activaciones.

Sorprende que el acetato inhiba la estimulacién sexual de la carotenogénesis
e induzca la formacién de cigosporas porque ambos procesos son activados por

4cidos trispéricos y se consideraban inseparables. Otro efecto del acetato, la
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activacién de la germinacion de las esporas de Phycomyces (Robbins et al., 1942;
Borchert, 1963; Van Mulders et al., 1986) parece ventajoso en la vida saprofitica de
este organismo. Phycomyces crece mucho mds despacio que las bacterias en
materiales orgdnicos. El acetato es un producto de la fermentacién bacteriana y,
por consiguiente, una excelente sefial para un organismo que puede alimentarse
de bacterias. La ventaja adaptativa del efecto del acetato sobre la interaccién sexual

no parece ficil de interpretar.

7. Integracion de las regulaciones.

Entre los muchos agentes externos que estimulan la carotenogénesis se
pueden distinguir cuatro grupos (Bejarano et al., 1988). Estos grupos se
establecieron por criterios de sinergia y de dependencia de funciones génicas; dos
agentes que son ineficaces en el mismo conjunto de mutantes se atribuyeron al
mismo grupo. Entre las mutaciones que bloquean la modificacién del contenido de
caroteno por agentes externos, muchas causan grandes cambios en las
concentraciones de caroteno por si mismas (por ejemplo, muchos alelos carS'y
carA), pero algunas cambian poco el contenido de caroteno (ejemplos, los alelos
carl131 y carA113). Ejemplos sefieros de los cuatro grupos son la luz, la
estimulacién sexual, el retinol y el ftalato de dimetilo. Las cuatro activaciones no
son completamente independientes: cada una depende de un conjunto diferente
de funciones génicas, pero esos conjuntos no son disjuntos. Es decir, algunas
mutaciones impiden la activacién por agentes de grupos diferentes e identifican
presumiblemente productos génicos sobre los que converge la accién de ambos

grupos.

7.1. La regulacion de la transcripcién.

La transcripcién de los genes estructurales carA y carRA sigue un curso
predeterminado durante el desarrollo vegetativo del organismo y aumenta bajo
dos estimulos externos, la iluminacién y la interaccion sexual. La luz y el sexo son
sinérgicos y aproximadamente aditivos en sus efectos sobre la concentracién de
caroteno (Murillo et al, 1978; Govind y Cerd4-Olmedo, 1986) y sobre los niveles de

ARNm de los genes carRA y carB. Esta observacion corrobora que el aumento de
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la transcripcién basta para explicar el aumento de la produccién de caroteno en los
tipos silvestres iluminados o estimulados sexualmente.

La mayor expresién de los genes carRA y carB ayuda a comprender la mayor
actividad carotenogénica in vitro de extractos obtenidos a partir de micelios
heterocariontes intersexuales o iluminados (Salgado et al., 1991).

Ninguna de las mutaciones que conocemos modifica la transcripcion de esos
genes, aunque causen grandes cambios en el contenido de caroteno. Cabe
imaginar que no se han aislado mutaciones que aumenten la transcripcién porque
requieren combinaciones infrecuentes de cambios de base. Asi es de esperar en el
caso de la luz, porque el promotor comun a los genes carBy carRA tiene varios
motivos putativos para activacién por la luz (Ruiz-Hidalgo et al., 1997). Una vez
que los efectos de la luz y del sexo sobre la transcripcion de los genes carRA 'y carB
son independientes se debe esperar que la regién promotora comtn de estos
genes tenga también motivos para la estimulacién sexual. En Fusarium fujikurot
hay mutantes superproductores de carotenoides, llamados car5, aunque son muy
diferentes de los de Phycomyces, en los que se encuentra un aumento de los niveles
de ARNm de los genes estructurales (Avalos y Cerdd-Olmedo, 1987; Prado et al.,
2004).

Para la superproduccién de carotenos seria conveniente obtener mutantes
con transcripcién muy activa de los genes de la carotenogénesis y combinarlos con
las mutaciones conocidas con el objetivo de incrementar la sintesis a nivel
transcripcional y posttranscripcional. Es posible que alteraciones en la region
promotora comun situada entre los genes carB y carRA resulten en un incremento

de la transcripcioén de estos genes.

7.2. Regulacién posttranscripcional.

Las células contenian ARNm de los genes carB 'y carRA en varias
circunstancias en las que no sintetizaban caroteno, por ejemplo, en la fase
estacionaria, en cultivos iluminados del mutante carA5 y en cultivos mixtos de
Phycomyces en presencia de acetato. Debemos postular la existencia de algin
mecanismo que impida la expresién de esos ARNm. Las investigaciones

desarrolladas no han permitido decidir si tales mecanismos regulatorios acttian
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sobre los ARNm, su traduccién, la estabilidad y la actividad de las proteinas, el
ensamblaje correcto de los agregados carotenogénicos o su actividad.

Sin embargo esta Tesis ha podido demostrar la accién posttranscripcional de
dos grupos de agentes quimicos: el retinol y sus andlogos y el ftalato de dimetilo y
otros fenoles, de manera que, de los cuatro grupos de agentes mencionados mds
arriba, dos actdan sobre la transcripcién y otros dos después de la transcripcion.

Un grupo numeroso de mutaciones indica la existencia de un mecanismo de
regulacién por retroinhibicién, que detiene la sintesis cuando se ha alcanzado una
cierta concentracién de caroteno (Murillo y Cerdd-Olmedo, 1976; Cerdd-Olmedo,
1987; Bejarano et al., 1988). La retroinhibicién por producto final se atribuye a la
accién de un complejo CarA:p—caroteno:CarS, resultado de la interaccién del
B—caroteno, cuando ha alcanzado una concentracién suficiente, con los productos
de los genes carA y car§. El retinol competiria con el f—caroteno y no formaria
complejos activos. Esta hipétesis explica, no solo los muchos detalles fenotipicos
conocidos de los mutantes de esos genes, sino también la concentracién de
caroteno en los mutantes carB y carR y en muchos mutantes dobles y la accién
estimuladora del retinol y sus andlogos. En todos esos casos hemos encontrado
que los niveles de ARNm de los genes estructurales son similares a los de la
estirpe silvestre sin activar. Esta observacion refuerza el modelo de regulacién por
producto final y demuestra que es un mecanismo posttranscripcional.

La observacién de que la cicloheximidina, un inhibidor de sintesis de
proteinas, anula la estimulacién de la carotenogénesis por retinol (Eslava et al,
1974) sugiere que la inhibicién por producto final actda sobre la traduccion de los
ARNm a proteinas. De la misma manera podria interpretarse la observacién de
que los extractos celulares de los mutantes carS, carB 'y carR y de los cultivos en
presencia de retinol tienen mayor actividad carogenogénica que los silvestres
(Salgado et al., 1991). Ninguna de estas observaciones es una prueba segura. Una
accion diferente, pero no necesariamente alternativa, es la modificacién de la
actividad de los complejos carotenogénicos ya formados, como sugiere la accion
de CarA en el funcionamiento de heterocariontes de alelos silvestres y mutantes
carR (Torres-Martinez et al., 1980).

El complejo CarA:p—caroteno:CarS es modificado por las mutaciones en los
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genes carCy carD, cuyos productos génicos silvestres activan e inhiben,
respectivamente, la funcién CarD (Salgado et al., 1989; Salgado y Cerda-Olmedo,
1992); como seria de esperar, las mutaciones carC'y carD no modifican la
transcripcion.

La retroinhibicién no es el inico mecanismo que establece el nivel de
caroteno, porque si no hubiera otro, se esperaria que los mutantes sin
retroinhibicién aumentaran linealmente su concentracién de caroteno con el
tiempo, como ocurre con la produccién de giberelinas en Fusarium fujikuroi
(Candau ef al., 1992). El ftalato de dimetilo representa una regulacién
posttranscripcional distinta de la del retinol y de todos los mutantes afectados en la
retroinhibicién.

Dos mutantes, que tienen casi tanto caroteno como el tipo silvestre, fueron
aislados por F. J. Murillo en Sevilla como insensibles a la estimulacién por retinol.
Afectan a distintos genes, el gen estructural carRA, alelo carA113, y otro gen
diferente, carl, del que no se conocen otros alelos (Roncero y Cerda-Olmedo, 1982)
y resultaron insensibles al ftalato de dimetilo (Bejarano et al., 1988). Estos mutantes
se pueden explicar asumiendo una interaccién entre los productos génicos Carl y
CarA que es impedida por las mutaciones citadas. El complejo Carl:CarA es
necesario para la accién de los dos grupos de activadores quimicos conocidos. De
esta manera, la proteina Carl, cuando se une a la proteina CarA, que es la sintasa
del fitoeno, primera enzima especializada de la ruta, constituye una especie de
cerradura que permite a la llave constituida por el complejo
CarA:B—caroteno:CarS detener el funcionamiento de todo el complejo
carotenogénico y al ftalato de dimetilo y otros fenoles aumentar su actividad.

La discusién precedente y muchas otras observaciones que se encuentran en
la literatura se pueden resumir en el esquema de la Figura 36, que describe la
accién de los cuatro grupos de agentes estimuladores de la carotenogénesis y el
papel de los principales genes descubiertos por el andlisis genético.

Al esquema habria que incorporar adiciones menos seguras. El anico
mutante conocido del gen carF acumula muchisimo caroteno pero no difiere del
tipo silvestre en sus niveles de ARNm de los genes estructurales. La mutacion carF

es sinérgica con carS y con el ftalato de dimetilo, lo que le da una personalidad
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propia, pero no es sinérgica con el retinol, lo que indica alguna relacién con la
retroinhibicién (Mehta et al., 1997). La dificultad de obtenerlo sugiere que el
mutante contiene una proteina de funcién especial y que la funcién normal del
gen carF es desconocida.

Esta visi6n global se complica cuando se tienen en cuenta otros aspectos dela
estimulacién por la luz y el sexo. Como los carotenos coloreados son destruidos
por la luz, el efecto estimulador de la luz sobre la carotenogénesis no siempre se
puede establecer con facilidad; la literatura contiene afirmaciones contradictorias.
Aparecen dos observaciones chocantes. Una es que la luz es incapaz de estimular
la carotenogénesis en los mutantes carA (Salgado y Cerd4-Olmedo, 1992). El otro
es que los mutantes “insensibles” carA113 y carI131 no son estimulables por el
sexo, ni en cuanto a la produccién de caroteno (Govind y Cerdé-Olmedo, 1986), ni
en cuanto a la reproduccién sexual (Roncero y Cerdd-Olmedo, 1982). Estas
observaciones sugieren que el complejo Carl:CarA tiene una funcién adicional en

la regulacién de la transcripcion.

Ftalato de
dimetilo

p-caroteno

Figura 36: Hipotesis general de la biosintesis de $-caroteno y su regulacion en
Phycomyces. Se representan los genes, sus productos y las interacciones entre los
agentes que modifican la carotenogénesis. Los simbolos +y - representan efectos
estimuladores e inhibidores, respectivamente. Los genes carRA y carB son responsables
de las enzimas que convierten el GGPP en caroteno. Los otros genes car son
reguladores. Las flechas indican acciones reguladoras.



Conclusiones

1. Se han establecido condiciones y métodos apropiados para el estudio de la
expresi6n de los genes involucrados en la carotenogénesis en los hongos

Phycomyces y Blakeslea.

2. Las circunstancias investigadas (estimulacién por productos quimicos, varios
mutantes, interaccién sexual, iluminacién o efecto conjunto de estos dos tltimos
factores) no provocaron cambios detectables en los niveles de ARNm de los genes

hmgR y hmgS.

3. Laluz y la interaccién sexual estimularon de manera sinérgica e independiente
la transcripcién de los genes carRA y carB de Phycomyces, responsables de las
enzimas especificas para la produccién de carotenos. El aumento en las
concentraciones de ARNm fue aproximadamente el mismo que en el contenido de

carotenos.

4. El retinol y el ftalato de dimetilo estimularon la carotenogénesis de Phycomyces a

través de distintos mecanismos posttranscripcionales.

5. Las mutaciones de los genes carA, carR, carB, carl, carS, carD y carF no
impidieron que la luz incremente la transcripcién de los genes especificos de los

genes especificos para la carotenogénesis de Phycomyces.

6. Blakeslea no se comport6é como Phycomyces en cuanto a la transcripcién del gen
carRA. En este organismo, la interaccién sexual causé un pequefio incremento en
el nivel de ARNm del gen carRA. Sin embargo, el aumento en la transcripcién no
justifica la gran acumulacién de caroteno en cultivos mixtos lo que sugiere la
existencia de un mecanismo posttranscripcional complementario. El acetato
inhibi6 fuertemente la estimulacién sexual de la carotenogénesis en Phycomyces y
en Blakeslea, pero solamente aboli6 el incremento de la transcripcién debido al sexo

en Blakeslea.
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7. Las diferencias en las concentraciones de carotenos o en la sensibilidad a
estimulos que caracterizan los mutantes car no se deben a variaciones en la
transcripcion de los genes de la carotenogénesis. Las mutaciones analizadas
modifican la regulacién posttranscripcional de la expresién génica. Los niveles de
ARNmM de la estirpe silvestre fueron suficientes para que el mutante mas

carotenogénico produzca setenta veces mds caroteno que esa estirpe.

8. La presencia de ARNm de los genes de la carotenogénesis cuando no hay
sintesis de carotenos, como en la fase estacionaria y en cultivos mixtos de
Phycomyces suplementados con acetato, sugiere la existencia de un mecanismo de

regulacion posttranscripcional que impide la expresion de esos ARNm.

9. La regulacién por producto final de la carotenogénesis es un mecanismo

posttranscripcional.
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MATERIALES Y
METODOS



1. Estirpes y plasmidos
1.1. Estirpes

Las estirpes de Phycomyces blakesleeanus Burgeff y de Blakeslea trispora Thaxter
utilizadas en este trabajo se indican el la Tabla M1 junto con su genotipo y origen. La
nomenclatura empleada para las estirpes de Phycomyces es la de Demerec et al. (1966).

Las estirpes de Blakeslea se obtuvieron de la Coleccién Rusa de
Microorganismos(VKM Moscd, Rusia). Las estirpes de Phycomyces se designan con una o
mds letras mayusculas segtin su procedencia, NRRL1555 y NRRL1554 se obtuvieron del
Northern Regional Research Laboratory (ahora llamado National Center for Agricultural
Utilization Research, Peoria, Illinois, EE.UU.). A56 y A98 proceden de la coleccién del
Profesor Arturo Pérez Eslava en el Departamento de Genética de la Universidad de
Salamanca. Las estirpes C2, C5, C9 y C115 proceden de la coleccién del profesor Max
Delbriick en el California Institute of Technology (Pasadena, California, EE.UU.). Las
estirpes designadas con una S son originales de nuestra coleccién en el Departamento de
Genética de la Universidad de Sevilla.

Los signos (+) y (-) designan los sexos, los genotipos de los mutantes se nombran
con tres letras minudsculas que indican el proceso biolégico afectado. Los genotipos geo y
mad designan respectivamente mutaciones que afectan al geotropismo y al fototropismo.
La presencia de la mutacién nicA101 provoca auxotrofia para dcido nicotinico.

Los genotipos car sefialan mutaciones que afectan a la sintesis de carotenos.
Mientras que las estirpes silvestres son de un color amarillento, los mutantes de los genes
carA, carRA y carB son blancos, los mutantes del gen carR son rojos, los mutantes de los
genes carD, carS y carF tienen color amarillo intenso, los doble mutantes carF carS son de un
color naranja intenso, los mutantes del gen carC y el doble mutante carA car$ son
amarillos. El mutante del gen carl y la estirpe S119, mutada en el gen carA, ambos de color
parecido al de las estirpes silvestres, son insensibles a estimulos que incrementan la

sintesis de carotenos.
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Tabla M1: Estirpes utilizadas en esta tesis

Estirpe Genotipo Origen Referencia

Phycomyces blakesleeanus

NRRL1555 -) Silvestre

NRRL1554 (+) Silvestre

A56 (+) A32 X NRRL1555 Salgado et al., 1989

A98 carC652 (-) NRRL1555 (NQO) Revuelta y Eslava, 1983

C2 carA5 (-) NRRL1555 (NTG) Bejarano et al., 1991;
Salgado et al., 1991;
Roncero y Cerda-Olmedo, 1982

C5 carB10 geo-10 (-) NRRL1555 (NTG) Cerda-Olmedo y Rau, 1970

c9 carR21 (-) NRRL1555 (NTG) Roncero y Cerda-Olmedo, 1982;
Bejarano et al., 1991

C115 carS42 mad-107 ()  NRRL1555 (NTG) Meissner y Delbriick, 1968

592 carRA91 (-) NRRL1555 (NTG) Salgado et al., 1991

5119 carA113 (-) NRRL1555 (NTG) Roncero y Cerda-Olmedo, 1982;
Bejarano et al., 1991

S144 carl131 (-) NRRL1555 (NTG) Roncero y Cerda-Olmedo, 1982

5226 carD172 nicA101 (-) NRRL1555 (NTG) Salgado et al., 1989

S470 carA87 carS42 (-) C115 x 5200 Salgado et al., 1991;
Salgado y Cerda-Olmedo, 1992

S561 carF181 (-) (5556*B36) x S102 Mehta et al., 1997

5566 carS42 carF181 (+)  (S556*B36) x S102 Mehta et al., 1997

Blakeslea trispora

F921 -) Silvestre

F986 (+) Silvestre

(+) y (-) designa los sexos. Los genotipos car, geo y mad designan mutaciones que
afectan a la carotenogénesis, el geotropismo y el fototropismo respectivamente. El
genotipo nic causa auxotrofia para el acido nicotinico. El simbolo * separa los genotipos
de los nlcleos de los heterocariontes, el simbolo X separa los parentales de los
cruzamientos. NTG exposicion a N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina; NQO exposicion a
4-nitro-quinolina-1-dxido.
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1.2. Plasmidos

pKHS5 (Obraztsova et al., 2003)

Sus 8,8 kb contienen el plasmido Bluescript II KS (Stratagene, La Jolla, California,
EE.UU.), la secuencia completa del gen carB de Phycomyces y una secuencia
autorreplicativa de este organismo. Por digestién con Scal dio un fragmento de 1,1 kb que
se utiliz6 como sonda de carB en experimentos de hibridacién.

pJR19 (Ruiz Albert, 1999)

Plésmido pGEM-T (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.) con un fragmento de 130 pb
del gen hmgS de Phycomyces. Por digestion con Apal y Sall dio la sonda de hmgS usada en
experimentos de hibridacién.

pJR20 (Ruiz Albert, 1999)

Contiene un fragmento de 3,7 kb con el gen hmgR de Phycomyces clonado en el sitio EcoRV
del pldsmido Bluescript II KS (+). Por digestién con EcoRI y Sall dio la sonda de hmgR
usada en los primeros experimentos de hibridacién.

pPLJ1 (Corrochano y Avalos, 1992)

Contiene un fragmento de 315 pb del gen hmgR de Phycomyces clonado en el sitio EcoRV
del pBluescript II KS. Dicho fragmento codifica los aminodcidos 836 a 940 de la proteina
HMGR. Por digestién con EcoRI e HindIll y dio la sonda de hmgR usada en la mayoria de

los experimentos de hibridacién.

2. Medios y condiciones de cultivo
2.1. Medios de cultivo

Tanto Phycomyces como Blakeslea se cultivaron en medio minimo (Cerd4-Olmedo y
Lipson, 1987) que contiene 20 g/1 de glucosa como fuente de carbono; 2 g/1 de L-
asparragina como fuente de nitrégeno; 5 g/1 de KHoPO4; 0,5 g /1 de MgSO4 - 7TH20;
10 m! de una solucién 100 veces concentrada de CaCl) para obtener una concentracién
final de 2,8 g/1; y 10 ml de una soluci6én concentrada 100 veces que provee al medio:
0,1 g/1 de tiamina; 0,2 g/1 de 4cido citrico; 0,15 g/1 de Fe(NO3) - 9H20; 0,03 g/1 de
MnSO4 - H20; 0,005 g/1 de CuSO4 - 5H20 y 0,005 g/1 de NapMoO4 - 2H2O. Las
soluciones concentradas se mantienen més de un afio a temperatura ambiente en
presencia de unas gotas de cloroformo.

En este trabajo se utilizé6 un medio minimo sélido obtenido afiadiendo 15 g/1 de
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agar al medio minimo. En algunos casos puntuales se utiliz6 un medio nutritivo obtenido
afiadiendo al medio minimo 1 g/1 de extracto de levadura.

Cuando fue necesario, el medio mfnimo se suplementé como sigue:

Retinol 0,75 mM, en forma de acetato de retinol (Sigma Chemical, St. Louis,
Missouri, EE.UU.), disuelto previamente en etanol y emulsionado con monooleato de
polioxietilenosorbitol (Tween 80), se afiade al medio autoclavado antes de verterlo en
cajas de Petri. Las concentraciones finales de etanol y Tween 80 en el medio son de
1,6 ml/1y 5 ml/1 respectivamente.

Ftalato de dimetilo 2 mM, suministrado por Fluka Chemika (Buchs, Suiza) y
previamente disuelto en etanol cuya concentracién final en el medio es 4 ml/], se afiade al
medio ya autoclavado.

Acetato s6dico 10 mM, 820,3 mg/1 fueron afiadidos al medio antes de autoclavar.

2.2. Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo establecidas tras varios ensayos previos fueron las
siguientes: se cubri6 el agar con un disco de celofdn previamente lavado en agua destilada
y autoclavado entre hojas hiimedas de papel de filtro; la funcién de este disco es facilitar
la recogida de los micelios. Cada caja Petri (8,5 cm de didmetro interno) se inoculé con
100 pl de una suspensién de esporas frescas (de edad inferior a una semana) en agua
destilada que contenia 10° esporas previamente activadas por calentamiento durante 15
min a 48 °C. Las esporas se extendieron por toda la superficie del agar con un asa de
acero. Los cultivos se incubaron de 2 a 5 dias a 22 °C y en oscuridad, salvo en los

experimentos de fotoestimulacién.

2.3. Condiciones de iluminacién

Se compararon los niveles de ARN mensagero de los genes carRA y carB de micelios
cultivados en oscurida con aquellos de micelios expuestos a fotoestimulacién crénica o a
fotoestimulacién aguda. También se probé el efecto de la luz sobre la transcripcién de los
genes carRA y carB, en micelios de tres dfas que se sometieron a periodos de 12 h de
iluminacién en distintas etapas de madurez.

El efecto de la fotoestimulacién crénica se consegui6 en micélios iluminados

continuamente con 1 Wm-2 de luz blanca procedente de una bateria de cinco ldmparas
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fluorecentes (Philips TLD 36 W /54 CE) instaladas sobre una lamina de vidrio difusora.
Los cultivos iluminados por 12 h a distintas etapas de maduracién estuvieron expuestos
a esta esta misma bateria de ldmparas.

Para conseguir el electo de la fotoestimulacién aguda spbre el micelio, tras el cultivo
en oscuridad, tres cajas de Petri se colocaron en el fondo de una caja oscura iluminada
por arriba por un proyector de diapositivas (Hanimex 2100EF) dotado de una ldmpara
incandescente de 50 W. Entre el proyector y la caja oscura se encontraban dos filtros
antical6ricos KG-1 (Schott, Mainz, Alemania). Los micelios recibian un flujo de luz blanca
de 9,24 W m2. Tras el tiempo de iluminacién deseado, los micelios se recogian con pinza
y se congelaban inmediatamente en nitrégeno liquido.

El flujo luminoso se midié con un fotodiodo de silicio PIN-10DP/SB (United
Detector Technology, Hawthorne, California, EE.UU.) conectado a un picoamperimetro

485 (Keithley Instruments, Cleveland, Ohio, EE.UU.).

3. Extraccién y analisis de carotenos
3.1. Extraccién de carotenos

Se trituré en un mortero con arena de mar lavada (Panreac Quimica, Barcelona) una
masa conocida de micelio liofilizado hasta obtener un polvo fino, que se lavé con éter de
petréleo cuantas veces fueron necesarias para la extraccién completa de los carotenos. La
solucién de carotenos se centrifug6 5 min a 1000 x g para eliminar restos de micelio y
arena y se evapor6 a 45 °C en un rotaevaporador (RE 111 Biichi, Flawil, Suiza) conectado
a una bomba de vacio D1 (Edwards, Ringoes, New Jersey, EE.UU.). Los carotenos se
resuspendieron en 1 ml de n-hexano para andlisis cromatogréfico.

A fin de minimizar la oxidacién y la isomerizacién de los carotenos, las
manipulaciones se realizaron, siempre que fue posible, en hielo con luz indirecta y bajo

una atmésfera de nitrégeno.

3.2. Analisis de carotenos por HPLC

Para el andlisis cualitativo y cuantitativo de los carotenos se inyect6 una fraccién de
20 ul del extracto en n-hexano en un cromatégrafo liquido de alta presién (HPLC) (Series
1100, Hewlett-Packard, Palo Alto, California, EE.UU.) equipado con un detector de
diodos G1315A, un inyector automéatico de muestras G1313A, un degasificador G1322A
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y una bomba cuaternaria G1311. Las muestras se eluyeron a temperatura ambiente con
una mezcla de metanol:acetonitrilo:cloroformo (47:47:6 v/v/v) a un flujo de 1 ml/min y
se separaron en una columna C18 de 4,6 x 100 mm de gel de silice de 5 um recobierto de
octadecilsilano (Hypersil-ODS, Waters Corporation, Milford, Massachusetts, EE.UU.)
protegida por una precolumna de 10 mm con el mismo material (Alltech, Deerfield,
Mlinois, EE.UU.). El sistema fue calibrado con patrones puros de fitoeno, g-caroteno,

licopeno, y-caroteno y B-caroteno, disponibles en el laboratorio.

4. Extraccién y manipulacién de dcidos nucleicos
4.1. Extraccién de ADN de Phycomyces

Para obtencién de ADN genémico de Phycomyces se utilizé un método y4 descrito
(Weinkove et al., 1998; Giordano et al., 1999) con algunas modificaciones. Se inocularon
100 esporas en 200 ml de medio nutritivo y se incub6 en agitacién a 22 °C durante 48 h.
Se recogi6 el micelio por filtracién, se lavé con agua estéril, se secé con papel de filtro y se
trituré en un mortero con nitrégeno liquido. Una vez se obtuvo un polvo fino y antes de
que se descongelara se pasé a un tubo de 50 ml con 7 ml de tamp6n de extraccion, se
afiadieron 0,5 ml de una solucién de 100 g/1 de dodecil sulfato de s6dio (SDS), se mezcl6
suavemente y se incub6 a 65 °C durante 30 min. Luego se afiadieron 2 ml de una solucién
de acetato potdsico 5 M, se mezcl6 suavemente y se incubd en hielo de 30 a 60 min, se
centrifug6 10 min a 9000 x g, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo de 50 ml filtrdndolo
a través de gasa autoclavada, se le afiadieron dos volimenes de etanol 960 ml/], se
mezcl6 suavemente y se incubé a 4 °C durante una noche. Se centrifugé 10 min a 9000 x g,
se descarté el sobrenadante y se enjuagd el precipitado dos veces con 2 ml de etanol
700 ml/], centrifugando cada vez 10 min a 9000 x g para eliminar el sobrenadante. Se
resuspendi6 el precipitado en 3 ml de tampén TE, se afiadieron 15 pl de una soluci6n de
1g/1 de ARNasa, se incub6 durante 30 min a 37 °C, se mezclé con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 v/v/v) y se centrifugé a 3500 x g por 5 min.
Se pas6 la fase acuosa superior a un nuevo tubo al cual se le afiadié, lentamente por las
paredes, 1 volumen de isopropanol, se mezclé muy suavemente hasta precipitar el ADN,
se centrifugé a 1000 x g durante 5 min, se enjuagé el precipitado con 2 ml de etanol
(700 m1/1), se centrifugé 10 min a 9000 x g para eliminar el sobrenadante, se dejo secar y

se resuspendié el ADN en tampén TE.
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Tampodn de extraccién: Etilen-diaminotetraacetato dis6dico (EDTA) 20 mM en tampoén
tris (hidroximetil) aminometano (Tris)-HCI 50 mM pH 7,5.
Tampoén TE: EDTA 1 mM en tampén Tris-HCl 10 mM a pH 7,5.

4.2. Extraccién de ARN total de Phycomyces

Los micelios, cultivados sobre celofdn en agar, se recogieron con pinzas y se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. Para la extraccién de ARN total se
parti6 de aproximadamente 75 mg de micelio triturado en mortero con auxilio de
nitrégeno liquido. Para cada muestra se lav6 el mortero con jabdn, se enjuagé
sucesivamente con agua destilada, con etanol (960 ml/1) y con cloroformo, se sec6 y se
enfri6 con nitrégeno liquido. Una vez obtenido un polvo fino y antes de que se
descongelara se pasé a un tubo de 2 ml con la solucién de extraccién. Se utiliz6 el kit
RNAgents, para aislamiento de ARN total (Promega) con el protocolo suministrado por el
fabricante. El ARN qued6 disuelto en 25 ul de agua. Los micelios congelados en nitrégeno
liquido se pueden guardar a -80 °C para uso posterior. Las muestras de ARN se
almacenaron a -20 °C.

Durante todos los procesos que implican manipulacién de ARN se utilizaron
guantes. Todo el material de pldstico usado provenia de envases nuevos y se reservaron
para uso en manipulacién de ARN. A todas las soluciones y el agua destilada que entran
en contacto con el ARN se afiadieron 1 ml de dietilpirocarbonato por litro, se agitaron
para dispersar el producto, se incubaron al menos 2 horas y se autoclavaron antes de ser

usadas.

4.3. Cuantificacion de acidos nucleicos

Las muestras de ADN y fragmentos de ADN del fago A de tamafio y concentracién
conocidas se fraccionaronpor electroforesis en gel de agarosa con 0,5 mg/1 de bromuro de
etidio. Se estimé la concentracién de ADN comparando la fluorescencia de las bandas
obtenidas.

Para mayor precisién se midi6 en espectrofétometro (DU 640, Beckman, Fullerton,
California, EE.UU.) la absorbancia a 260 nm de 100 pl de del ADN en agua destilada. Se
asume que 1 unidad de absorbancia equivale a una concentracién de 50 mg/1 para el

ADN bicatenario, de 40 mg/1 para ARN y de 37 mg/1 para oligonucleétidos.
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4.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se emple6 para multiplicar fragmentos de ADN usando una polimerasa
termoestable y un par de oligonucleétidos que sirven como cebadores de la enzima. Se
utilizé la polimerasa de ADN EcoTaq (Ecogen, Barcelona), suministrada con su tampén,
y una solucién de MgCl a 50 mM. Para las reacciones se mezclaron en frio 10,2 ul de
agua, 2 ul de tamp6n, 0,6 ul de la solucién de MgClp a 50 mM, 2 ul de una mezcla de los
cuatro dNTPs (2 mM cada uno), 2 ul de cada cebador a 10 uM cada uno, 1 ul de una
solucién de DNA (aproximadamente 1 ng) y 0,2 ul (1 U) de polimerasa. Las reacciones se
incubaron en un termociclador Techgene FT Gene 2D (Techne, Cambridge, Reino Unido)
con el siguiente programa: un primer ciclo de 2 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 1 min
a 94 °C (desnaturalizacién), 1 min a la temperatura establecida empiricamente para cada
par de cebadores (apareamiento de cebadores), 1 min por cada kb del producto a 72 °C

(polimerizacién); al final de estos 35 ciclos la reacciones se mantuvieron 10 min a 72 °C.

4.5. Digestiéon de ADN con restrictasas
Las endonucleasas de restriccion que se emplearon para digerir ADN plasmidico se
adquirieron a Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemania) y Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Suecia) y se usaron siguiendo las recomendaciones de los fabricantes
incubando voltimenes de 20 a 50 pl durante al menos 2 h a la temperatura recomendada.
Se confirmaron las digestiones fraccionando una alicuota de la reaccién a través de

electroforesis en gel de agarosa.

4.6. Electroforesis de ADN

Los fragmentos de ADN se separaron segin sus tamafios mediante electroforesis en
gel de agarosa. Los geles se prepararon mezclando agarosa con tampén TAE (10 g/1),
calentando en microondas hasta que se disolvié la agarosa, afiadiendo bromuro de etidio
(0,5 mg/1) y vertiendo la mezcla en una bandeja de electroforesis con un peine. Las
muestras se prepararon en tampén de carga. Como patron de peso molecular se empleé
una “escalera de 1 kb” (Gibco brl Life Technologies, Nueva York, NY, EE.UU.). El gel se
sumergi6 en tamp6én TAE y se sometié a un campo eléctrico de 5 a 12 V/cm de longitud

del gel.
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Para hacer visible el ADN, los geles se iluminaron con un transiluminador
ultravioleta (TFM—40, UVP Ultra-violet Products, Upland, California, EE.UU.).
Tampén TAE: EDTA 1 mM en Tris—acetato 2 M a pH 8,0. Se prepara cincuenta veces
més concentrado
Tamp6n de carga: 100 ml/1 de glicerol, con los colorantes xilencianol (2,5g/1)y azul de

bromofenol (0,5 g/1) (ambos, Sigma Chemical). Se prepara cinco veces mds concentrado.

4.7. Electroforesis de ARN

Para comprobar la integridad del ARN, se someti6 0,5 pl de cada muestra a
electroforesis siguiendo el procedimiento descrito para el ADN, excepto que se usaron
12g/1 de agarosa y que se lavaron todos los materiales con jabén y agua tratada con
dietilpirocarbonato.

Para preparar geles desnaturalizantes se suspendi6 agarosa (12 g/1) en agua
destilada tratada con dietilpirocarbonato, se fundié en microondas, se enfrié en un bafio
a 65 °C, se afiadi6 una décima parte de su volumen de tampén MOPS y formaldehido
hasta una concentracién final de 0,7 M. Para que solidificara, se verti6 en una bandeja de
electroforesis con un peine.

Las muestras de ARN se prepararon mezclando 20 ug de ARN con 2 ul de tampén
MOPS, 3,5 ul de formaldehido 12,3 M y 10 ul de formamida en un volumen final entre
20 ul y 30 pl, dependiendo de la concentracién del ARN. La mezcla se calenté a 65 °C
durante 15 min y se le afiadié 3 ul de tampén de carga.

El ARN se fracciond en el gel de electroforesis sumergido en tampén MOPS diluido
10 veces y sometido a un campo eléctrico de 5 V/cm de longitud de gel.

Tampén de carga para ARN: 500 ml/1 de glicerol, EDTA 1 mM a pH 8y 2,5 g/l de cada
uno de los colorantes azul de bromofenol y xilencianol (ambos, Sigma Chemical).
Tampén MOPS: Se disolvié dcido 3-[-monorfolino]propanosulfénico (0,2 M) y acetato
sédico (80 mM) en agua tratada con dietilpirocarbonato. Se ajusté a pH 7 con NaOH

2 N. Se afiadi6 EDTA hasta 1 mM. Si para hacer el tampén se partia de soluciones
concentradas (acetato sédico y EDTA), estas eran preparadas en agua tratada con
dietilpirocarbonato. El tampén se filtré a través de una membrana con poro de 0,2 um de

didmetro y se guardé a temperatura ambiente protegido de la luz.
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5. Deteccidon de secuéncias de ARN por hibridacién
5.1. Transferencia de ARN de geles de agarosa a membrana

Una vez finalizada la electroforesis, el ARN fraccionado en el gel se transfiri6 por
capilaridad a una membrana de nailon (Hybond N, Amersham Pharmacia Biotech) en
tamp6n SSC durante 1 a 16 h (Chomczynski y Mackley, 1994). el ARN transferido se fij6
covalentemente por irradiacion ultravioleta de ambas caras de la membrana (700 ]/ m2)
en una cdmara de irradiacién (Ultraviolet crosslinker, Amersham Pharmacia Biotech).
Para tenir el ARN se bafié la membrana durante 3 min en solucién de tincién y se lavé en
agua destilada.
Tampén SSC: NaCl 1,5 M y citrato trisédico 0,1 M a pH 7.

Solucién de tincién: 2 g/1 de azul de metileno en acetato sédico 0,3 M a pH 5,2.

5.2. Sondas para ARN mensajeros
Fueron obtenidas por excisién de un fragmento de un plasmido o por multiplicacién

por PCR y se describen en la tabla M2.

5.3. Marcaje radioactivo de sondas

Se desnaturaliz6 el ADN (entre 50 ng y 100 ng en 36,5 ul de agua) calentdndolo a
100 °C por 10 min, se transfirié inmediatamente a agua con hielo, se afiadi6é 5 ul de una
solucién de dATP, dGTP y dTTP (0,5 mM cada uno); 5 ul de hexanucleétidos
(Hexanucleotide Mix 10X, Roche, Mannheim, Alemania); 2 U de polimerasa de ADN de
Klenow (Roche) y 2,5 ul de [a—-32P]dCTP (0,37 TBq/1, 110 PBq/mol) y se incub6 por 1 h
a 37 °C. Se eliminaron los nucleétidos no incorporados haciendo pasar la muestra a través
de una columna de dextrano (Sephadex G-50, Amersham Pharmacia Biotech). La
radioactividad incorporada en la sonda se midi6 en un contador de centelleo (1409,
Wallac, Turku, Finlandia) 1 ul del producto diluido en 5 ml de liquido de centelleo
(cocktail Biogreen 3, Scharlau, Barcelona). La sonda marcada puede ser guardada a -
20 °C.
Columna de Sephadex G-50: Se quité la tapa y la corona de dos tubos eppendorf de
1,5 ml, se perfor6 el fondo de uno y se puso una capa de lana de vidrio siliconizada
(Supelco, Bellefonte, Pensilvania, EE.UU.). Dentro de un tubo de de 10 ml (10x 1,5 cm)

se puso el tubo agujereado sobre el no agujereado y se afiadi6 a aquel 800 ¢1 de dextrano
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(se hirvi6 66,6 g/1 de Sephadex G-50 en TE hasta que el dextrano se hinchd). Para
empaquetar la columna se centrifug6 en cubeta basculante a 900 x g durante 3 min y se
descart6 el tampén eluido al tubo inferior. Se cargé la sonda marcada sobre la columna,
se volvié a centrifugar a 900 x g durante 3 min y se recogi6 la sonda purificada en un

nuevo tubo inferior.

5.4. Hibridacién y cuantificaciéon

La membrana de nailon con el ARN fijado se incub6 con solucién de hibridacién
bajo agitacién suave y constante en un horno a 65 °C durante al menos 1 h. Se cambi6 la
solucién de hibridacién por otra que llevaba la sonda de ADN marcada y
desnaturalizada (se hirvié por 10 min), se incub6 de igual manera durante al menos 12 h.
Se incub6 la membrana hibridada dos veces con solucién de lavado precalentada a 55 °C,
la primera durante 5 min con agitacién suave a temperatura ambiente y la segunda
durante 1 h bajo las mismas condiciones de la hibridacién. La membrana lavada se
envolvié con un filme de pléstico para evitar que se secara.

La radioactividad unida al ARN se cuantificé en un analizador de radiacién
Fla-3000 (Fujifilm) que almacena electrénicamente una densitometria de la
radioactividad de la membrana. Esta densitometria se puede imprimir o someter a
andlisis cuantitativos, estas imagenes son las que se presentan en esta tesis. Ademads se
expuso la membrana a una pelicula Kodak Biomax MR entre pantallas amplificadoras de
sefial Hyperscreen (Amersham Pharmacia Biotech) a -80 °C para obtener una imagen
alternativa.

La radioactividad fijada a la membrana se puede eliminar sumergiendola en
solucién de deshibridacién hirviente con agitacién; 10 min es usualmente suficiente. Es
necesario que la membrana no se seque para que la radioactividad pueda ser eliminada
completamente. Las membranas pueden ser hibridadas varias veces y las soluciones de
sondas marcadas pueden ser reutilizada mientras mantengan radioactividad.

Solucién SSPE: NaCl 3 N; NaH2PO4 0,2 M y EDTA 20 mM. Se ajust6 el pH a 7,4 con
NaOH 10 N.

Solucién de hibridacién: 70 g/1 de SDS; EDTA 0,5 M en tamp6n fosfato sédico 0,5M a
pH 7,0;

Solucién de lavado: 5 ml/1 de SSPE; 5 g/1 de SDS; EDTA 5 mM.

Solucién de deshibridacién: 10 g/1 de SDS; 5 ml/1 de SSPE.
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Tabla M2: Sondas para ARN mensajeros

Sonda Contenido Obtencion
Act-P Fragmento de 874 pb que PCR con cebadores:
compone parte de un gen CTCAACCCTAAGTCTAACCG
de actina (actA) de Phycomyces CACCGATCCAGACAGAGTAC
Act-B Fragmento de 922 pb que PCR con cebadores:
contiene parte de un gene GTTGCTCCTGAAGAACACCC
de actina (actA) de Blakeslea AGAGAGGCCAAGATGGAACC
HmgS-P1 Fragmento de 130 pb que Digestion de pJR19 con Apal y Sall.
contiene parte del gen hmgS
de Phycomyces
HmgS-P2 Fragmento de 1731 pb con PCR con cebadores:
el gen hmgS de Phycomyces TCGGTGTCCTTTTGTTCCC
AGGATGACTATAGACAGCC
HmgR-P1 Fragmento de 3,7 kb con el Digestion de pJR20 con EcoRl y Sall.
gen hmgR de Phycomyces
HmgR-P2 Fragmento de 315 pb que Digestion de pPLJ1 con EcoRI-HindlIl.
contiene parte degen hmgR
de Phycomyces
HmgR-P3 Fragmento de 1428 pb que PCR con cebadores:
contiene el dominio catalitico CGTACACCGCAAATGTTGAACG
del gen hmgR de Phycomyces TGTAGGTGTGTAAGTGAATG
CarRA-P Fragmento de 2230 pb PCR con cebadores:
con el gen carRA de Phycomyces GCGCGCATGCTGACTTATATGGAAG
CAGTACTAAGCACCATTCAC
CarRA-B Fragmento de 1025 pb PCR con cebadores:
que contiene la region R ATGTTGACATAGCGTGTATG
del gen carRA de Blakeslea GCTGATAGTAAGATCATCAAC
CarB-P  Fragmento de 1305 pb con el Digestion de pKH5 con Scal.

gen carB de Phycomyces
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6. Anilisis de proteinas
6.1. Extraccién de proteinas de Phycomyces

El micelio cultivado sobre celofén, se recogi6 con pinzas, se congel6 en nitrégeno
liquido, se trituré en mortero sumergido en nitrégeno liquido hasta convertirse en un polvo
fino. Se pasé aproximadamente 25 mg del polvo congelado a un tubo de 1,5 ml con 20 ul
de tampén de carga para protefnas, se afiadié 20 ul de agua destilada, se hirvi6 por
5 min para desnaturalizar las proteinas y se centrifugé a 15000 x g durante 5 min. El
sobrenadante, en el que seria conveniente estimar la concentracién de proteinas, estd listo
para se cargar en el gel. Las muestras de proteina se almacenaron a -20 °C.
Tampén de carga para proteinas: 100 ml/1 de glicerina; 20 g/1 de SDS; 50 ml/1 de
p-mercaptoetanol; 12,5 mg/1 de azul de bromofenol en Tris~-HCl 62,5 mM a pH 6,8.

6.2. Fraccionamiento de proteinas en geles desnaturalizantes

Para el fraccionamiento de proteinas se utiliz6 el método conocido como
SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS) desarrollado por Laemmli
(1970). El gel se compone de una zona de apilamiento, de 1 cm de longitud, en la cual las
proteinas se concentran seguida de una zona de fraccionamiento de 5 cm de longitud. Las
electroforesis se corrieron 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 protefnas (Wide Molecular
Weight Range, Sigma Chemical).
Gel de apilamiento: Tris-HCI 125 mM a pH 6,8; 1 g/1 de SDS; 40 g/1 de
acrilamida:N,N metilenbisacrilamida 29:1 (p/p), para polimerizar 1 g/1 de persulfato
amoénico y 1 ml/1 de N,N,N°,N -tetrametiletilenediamida (TEMED).
Gel de fraccionamiento: Tris-HCl 375 mM a pH 8,8; 1 g/1 de SDS; 120 g/1 de
acrilamida:N,N metilenbisacrilamida 29:1 (p/p), para polimerizar 1 g/1 de persulfato

aménico y 0,5 ml/1 de TEMED.

6.3. Tincién con azul de Coomassie
El gel se incubd en la solucién de tincién durante 30 min y en la solucién de
destincién hasta que se vieron las bandas correspondientes a las proteinas.

Solucién de tincién: 0,25 g/1 de azul de Coomassie (“brilliant blue” R-250, Sigma
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Chemical), 100 ml/1 de 4cido acético y 100 m1/1 de metanol.

Solucién de destincién: 100 ml/1 de 4cido acético y 100 ml/1 de metanol.

6.4. Imunodeteccién con anticuerpos conjugados con peroxidasa y
quimioluminiscencia

Este método permite determinar la presencia y cantidad relativa de los antigenos
correspondientes a un anticuerpo. Se fraccionaron los extractos proteicos por
electroforesis y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Immobilon-P, Millipore,
Billerica, Massachusetts, E.E.U.U.). Para ello se corté al gel la banda superior, de 1 cm,
correspondiente a la zona de apilamiento, se equilibré en tamp6n de transferencia
durante 15 min. La membrana, del mismo tamano que el gel, se activé sumergiéndola 30 s
en metanol, se enjuagé en agua destilada y se sumergi6 en tampon de transferencia
durante 15 min. Seis rectdngulos de papel whatman (3 MM) se empaparon en tampén de
transferencia y se escurrieron. La transferencia se realiz6 en una aparato comercial
(Trans~Blot Semi-Dry Electrophoretic Cell, Bio-Rad) colocando sobre la placa del dnodo,
y en este orden, 3 rectdngulos de papel Whatman, la membrana tratada, el gel equilibrado
y otros 3 rectangulos de papel Whatman. Se cubri6 el conjunto con la placa del citodo y
se aplic6 una corriente de 20 V durante 30 min.

Para confirmar la transferencia se tifié la membrana con solucién de Ponceau S
durante 3 min y se destifié con agua hasta ver las proteinas transferidas.

La membrana de nitrocelulosa, con las proteinas adsorbidas, se incubé en solucién
de bloqueo durante 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C con agitacién
suave. Se cambi6 la solucién por una nueva solucién de bloqueo a la que se le afiadié una
solucién del suero especifico de conejo diluido segun indique ensayos previos, y se incub6
2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C con agitacién suave. Seguidamente se
lavé cuatro veces con solucién de lavado, 5 min cada vez, se incubd 90 min a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (Anti-Rabbit IgG (H+L)-
HRP Conjugate, Bio-Rad) diluida 5000 veces en solucién de lavado y se volvi6 a lavar
como antes.

Para detectar la sefial del anticuerpo mediante quimioluminiscencia catalizada por
peroxidasa se mezclaron los sustratos de la reaccién (reactivos A y B, ECL Western

Blotting Reagents, Amersham Pharmacia Biotech) en un volumen final de 1 ml, se extendié
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esta mezcla sobre la membrana y se incub6 en oscuridad durante 2 min. Inmediatamente
se expuso a una pelicula fotogréfica de 1y 30 s segtin las muestras.

Tampén de transferencia: Tris 25 mM, glicerina 192 mM y 200 ml/1 de metanol.
Solucién de Ponceau S: 5 ml/1 dcido 3-hidroxi-4-[2-sulfo-4-(4-sulfofenilazo)fenilazo]-
2,7naftalenedisulfonato sédico (Ponceau S, Sigma Chemical) en 10 ml/1 de dcido acético.
Solucién de lavado: 2,5 ml/1 Tween 20, NaCl 200 mM, Tris~HC! 15 mM a pH 7,5.
Solucién de bloqueo: 50 g/1 de leche desnatada en polvo (Svelts Nestlé, Vevey, Suiza)

en solucién de lavado.
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