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Introduccion



0.1 Phycomyces blakesleeanus

0.1.1 Taxonomia e historia

Phycomyces, un hongo filamentoso encontrado como saprofito en ambientes
humedos de diversas regiones del mundo (Fig. 1), se describio por vez primera en Suecia,
pero fue tomado erréneamente por alga y llamado Ulva nitens (Agardh, 1817). El error
inspir6 el nombre del género Phycomyces, que etimoldgicamente significa ‘alga hongo’
(Kunze, 1823). El género tenia una sola especie, Phycomyces nitens, hasta que se dividid
en dos aplicando criterios morfoldgicos y genéticos (Burgeff, 1925) y la mayoria de las
estirpes comunes en el laboratorio se asignaron a la nueva, Phycomyces blakesleeanus.
Esta division fue confirmada (Benjamin y Hesseltine, 1959) y sigue siendo valida.

Figura 1 Phycomycs blakesleeanus (fotografiado por J. Retamino Hernéndez).

Phycomyces blakesleeanus es una especie de los Mucorales (Zycha et al., 1969), un
grupo de hongos asignado en otros tiempos a los Ficomicetos y a los Cigomicetos y ahora a
los Mucoromicota. Una comparacion de secuencias génicas (James et al., 2006) sugiere
que Phycomyces blakesleeanus pertenece a la familia Mucoraceas que también incluye los
géneros Mucor, Parasitella, Rhizopus, Absidia y otros. La presunta familia Ficomicetaceas
(Von Arx, 1982), que incluia al género Phycomyces, se basé en rasgos morfoldgicos. La
comparacion de secuencias no la corrobora como alternativa a las Mucoraceas, sino como
parte de ellas; las Ficomicetaceas sera un buen nombre de familia cuando las Mucoraceas
se repartan en muchas familias, como deberia hacerse.

A las Mucoraceas parece corresponder un nivel filogenético equivalente al del
conjunto de los Ascomicetos. Los Mucoromicota, los Dicaria (Ascomicetos mas
Basidiomicetos), las plantas y los animales estan alejados unos de otros a distancias
parecidas. Se debe ser cauto al extender a Phycomyces conclusiones obtenidas con otros
organismos, aunque sean hongos.



Phycomyces se llevé a los laboratorios por el tamaio de sus cuerpos fructiferos
vegetativos, los macréforos. Jean-Baptiste Carnoy, un sacerdote belga de la Universidad
de Lovaina, lo encontré creciendo sobre excrementos humanos en una catacumba de Roma,
lo llamo Mucor romanus, lo cultivo y describié su morfologia, su desarrollo y varios aspectos
de su conducta (Carnoy, 1870). Desde entonces se han publicado miles de monografias de
investigacion sobre este hongo, un libro (Cerda-Olmedo y Lipson, 1987) y numerosas
revisiones (Lipson y Horwitz, 1991; Corrochano y Cerda-Olmedo, 1992; Avalos et al., 1993;
Cerda-Olmedo y Martin-Rojas, 1996; Galland, 2001; Cerda-Olmedo, 2001; Cerda-Olmedo y
Corrochano, 2001).

0.1.2 Ciclos de vida

Phycomyces, como los Mucorales en general, se reproduce de forma asexual
(vegetativa) y sexual. Ambos procesos consisten en una sucesion de fases diferentes en
morfologia, bioquimica, fisiologia y conducta (Fig. 2).

La estirpe silvestre NRRL1555, de sexo (—), es la mas usada en los laboratorios. Sus
esporas vegetativas son elipsoidales, con un tamano medio de 9 ym de largo por 6 um de
ancho y contienen entre 1 a 6 nlcleos, pero mas del 80% son tri o tetranucleadas y solo
0,3% son uninucleadas (Heisenberg y Cerda-Olmedo, 1968).

La inoculacion sobre un medio de cultivo adecuado permite la germinacion de unas
pocas esporas cada dia (Rivero y Cerda-Olmedo, 1994), pero el calentamiento (48 °C
durante 10 min) o la exposicion a determinados compuestos quimicos, como acetato o
propionato, activa la germinacion masiva (Robbins et al., 1942; Borchert, 1963; van
Mulders et al., 1986; van Laere et al., 1987).

Las esporas, tras la germinacion, producen de uno a tres tubos germinativos que
forman micelios de hifas cilindricas (10 a 20 pm de diametro), ramificadas y no tabicadas.
Los micelios se extienden sobre la superficie de medios sélidos o liquidos sin agitacion unos
2 cm cada dia y desarrollan hifas aéreas, los esporangioforos. Estos cuerpos fructiferos,
segln las condiciones del medio, crecen como macroforos o micréforos. Ambos son
cilindricos y desarrollan una estructura apical esférica, el esporangio, que contiene
esporas. Los macroforos miden varios centimetros y ain decimetros de largo y unos 0,1
mm de didmetro. Su esporangio, de unos 0,5 mm de didametro, contiene unas 10° esporas.
Los microforos son mucho mas pequenos, de 1 a 3 mm de largo, y su esporangio contiene
unas 10° esporas. Las esporas se dispersan cuando la pared del esporangio se rompe porque
se seca, choca con alguna superficie o se adhiere a animales.

La zona de crecimiento del macréforo adulto es una pequeia seccion cilindrica
transparente bajo el esporangio. En cultivos liquidos en agitacion, los micelios aparecen
como masas esféricas y no esporulan. Casi todas las estructuras pueden crecer y regenerar
micelios. A diferencia de otros hongos, las hifas no se fusionan unas con otras
espontaneamente: no hay anastomosis.



Phycomyces se distingue de otros microorganismos de laboratorio por ser cenocitico.
Los micelios, esporangioforos y esporangios jovenes forman un citoplasma continuo (no
interrumpido por septos o paredes celulares) que contiene muchos nlcleos y es recorrido
por fuertes corrientes.
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Figura 2 Ciclos de vida de Phycomyces. Las esporas en dormancia germinan para producir un
micelio. A partir de este crecen dos tipos de esporangioforos: macroforos y microforos. Ambos
desarrollan un esporangio que contiene las esporas. La reproduccion sexual se inicia cuando micelios
de sexos opuestos crecen cerca uno del otro y desarrollan cigoforos, cuyo contacto y entrelazamiento
produce los progametangios. En los extremos de estos se separan sendas células, los gametangios, que
se fusionan para formar la cigospora. Tras algunos meses de reposo, la cigospora germina y da lugar a
un germosporangidforo, un germosporangio y germosporas.

El ciclo sexual de Phycomyces se inicia cuando micelios de sexos opuestos se
encuentran sobre una superficie sdlida y desarrollan hifas gruesas, llamadas cigoforos, en
respuesta a un intercambio de senales quimicas. Estas contactan y se desarrollan en el aire
adoptando una disposicion en tenazas, en la que cada mitad esta compuesta por la region
distal de un cigoforo, el progametangio. Una pared transversal tabica los apices de cada
progametangio, separando una célula llamada gametangio; la parte restante se llama
suspensor. La fusion de los gametangios origina una sola célula, la cigospora, que contiene
citoplasma y miles de nucleos haploides de ambas parejas. Esta estructura esférica y negra
mide unos 0,5 mm de diametro y esta rodeada por apéndices negros ramificados
procedentes de los suspensores. La cigospora permanece en dormancia al menos dos meses
y para germinar requiere solo agua.
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Cada cigospora produce un germosporangioforo, un macréforo muy similar a los del
ciclo asexual, con su germosporangio, que contiene germosporas multinucleadas. Las
germosporas dan lugar a micelios de uno y otro sexo; unas pocas son heterocigotos
intersexuales, con caracteristicas de ambos sexos.

0.1.3 Principales temas de investigacion

Phycomyces crece a 22 °C usando muchas fuentes de carbono y nitrogeno. Los
micelios se expanden indefinidamente, pero pueden formar colonias si el medio esta
acidificado o contiene detergentes. Para Phycomyces se establecieron los primeros medios
de cultivo quimicamente definidos y por ello se descubrid que es un auxoétrofo de tiamina,
la vitamina B2 (Burgeff, 1934; Schopfer, 1934).

Phycomyces responde de varias maneras a muchos estimulos externos, como la luz,
cuyos efectos se describieron en los primeros dias de la fisiologia microbiana (Carnoy, 1870;
Sachs, 1879; Massart, 1888) y han permanecido como objeto de estudio.

Las investigaciones recibieron un gran impulso cuando Max Delbriick, probablemente
el investigador que mas influyo en el desarrollo de la Biologia Molecular, cambio el estudio
de los fagos por el de este hongo en busca de las bases bioldgicas de su comportamiento.

En el micelio, la luz azul estimula el desarrollo de macroforos y la acumulacion de
caroteno B e inhibe el desarrollo de micréforos. La respuesta mas estudiada de los
macroforos, pero no la Unica, es su fototropismo, o crecimiento hacia la luz azul y
alejamiento de la radiacion ultravioleta.

La respuesta mas misteriosa de los macroforos es su “evitacion” o alejamiento de
objetos cercanos a su zona de crecimiento. Esta vieja observacion (Elfving, 1881) no ha
sido explicada satisfactoriamente todavia. Otra respuesta de los macréforos es su
gravitropismo o crecimiento opuesto a la aceleracion de la gravedad (Eibel et al., 2000).

Phycomyces se us6 hace un siglo en el primer estudio de sexo en hongos que
descubrié la reproduccion sexual de los Mucorales (Blakeslee, 1904). Los dos sexos, (+) y
(—), son indistinguibles morfolégicamente, pero identificables por su reaccion mutua
mediada por feromonas, las primeras descubiertas en cualquier organismo (Burgeff, 1924).

La genética de Phycomyces se inicio con los estudios de Alfred Blakeslee (1906) y
Hans Burgeff (1912, 1928), autor del concepto y del término heterocarionte e investigador
de la recombinacion sexual. La genética llegd a ser una herramienta en la fotobiologia en
1967 cuando se aislaron los primeros mutantes del comportamiento en el laboratorio de
Delbriick. Estos estudios contribuyeron las primeras rutas de transduccién sensorial
(Bergman et al., 1973).

La naturaleza multinucleada de la mayoria de las esporas de Phycomyces dificulta su
analisis genético. Muchos mutagenos inactivan nucleos y aumentan la proporcion de
esporas uninucleadas, entre las que se pueden aislar mutantes recesivos; ademas estas
esporas se pueden seleccionar mediante un truco genético (Roncero et al., 1984).
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Las mutaciones se asignan a genes por pruebas de complementacion en
heterocariontes. Un pequeiio porcentaje de marcadores genéticos ligados se ordenaron en
un mapa genético con 11 grupos de ligamiento (Orejas et al., 1987), pero el niUmero de
cromosomas se desconoce.

La bioquimica de Phycomyces, principalmente su pigmentacion amarilla, se investiga
desde hace mas de cincuenta afos (Goodwin, 1952; Schopfer, 1952). Las mayores
contribuciones versan sobre la ruta biosintética para el caroteno B3, cuya regulacion se
entiende mejor en este organismo que en cualquier otro.

La secuencia conocida del genoma de Phycomyces contiene 55,9 Mb de una
secuencia total estimada de 62 a 67 Mb (Joint Genome Institute, Department of Energy,
EE.UU.). La diferencia se atribuye a secuencias repetidas, dificiles de secuenciar y aislar.
Los genomas de Rhizopus oryzae y Mucor circinelloides son menores, con secuencias
conocidas de 46,1 Mb (Broad Institute, EE. UU.) y 36,5 Mb (JGI), respectivamente.

Los sexos de Phycomyces estan determinados por sendas regiones alélicas, con
secuencias muy diferentes para cada sexo. Cada una tiene un solo gen, sexP para el
sexo (+) y sexM para el sexo (—), que determinan sendos factores de transcripcion (Idnurm
et al., 2008). Los detalles de estas observaciones sugieren un modelo evolutivo para los
primeros pasos de la determinacion sexual y de los cromosomas sexuales en eucariontes.

La transformacion estable de Phycomyces con ADN exdgeno se ha intentado en
varios laboratorios en tres partes del mundo desde hace mas de treinta anos, pero ha
fracasado hasta ahora. Phycomyces modifica y destruye el ADN introducido ocasionando la
pérdida del fenotipo transformado (Obraztsova et al., 2004).
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0.2 Carotenoides

0.2.1 Caracteristicas generales

Los carotenos son isoprenoides o terpenoides, que es el nombre colectivo de decenas
de miles de compuestos naturales en cuya estructura se aprecian repeticiones lineales de
“unidades isopreno”, con esqueleto metilbutano (Cs), a veces muy modificado. Su tamano
va desde miles de unidades isopreno en el caucho natural a solo dos en los llamados
monoterpenos, que incluyen muchos aromas, como el mentol. Los terpenoides mas
investigados de Phycomyces son los carotenos (Fig. 3), con ocho unidades isopreno, los
esteroles, con seis, y la ubiquinona (coenzima Q), con nueve.

Wé\)\/\)\/\)\/\)\

Fitoeno
z =2 PNPNG 2 z
Licopeno
= = v g 4
Fitoflueno

7 7 NN 7

Carotenovy
N7 g

Caroteno {
N7 PNGNONPNG

z v INTN7 7 z Caroteno p

Neurosporeno

Figura 3 Carotenos de Phycomyces. El principal caroteno de Phycomyces es el caroteno B y el resto
son precursores biosintéticos. Todos se extraen predominantemente en la forma todo trans, menos el
fitoeno, que es E-15,15"-fitoeno (Than et al., 1972). Se vienen usando los nombres tradicionales pero
la nomenclatura de la IUPAC los llama a todos caroteno y reserva los prefijos griegos para sefialar la
estructura de los extremos de la molécula: ¥ indica la terminacion lineal y B el anillo caracteristico del
caroteno . El licopeno es el ¥, ¥ -caroteno, porque los dos extremos son lineales; el caroteno B, el
B,p-caroteno, porque ambos extremos son anillos B; y el caroteno v, el \W,3-caroteno por tener un
extremo de cada tipo. Los precursores del licopeno se nombran sefialando la presencia de hidrogenos
adicionales; asi, el caroteno ( es el 7,8,7”,8’-tetrahidro- ¥, ¥ -caroteno.

Los carotenos contienen cuarenta carbonos (C4), que estan acompanados solo por
hidrogeno. Sus derivados oxigenados se llaman xantofilas. Carotenoides es el nombre
colectivo de carotenos y xantofilas y apocarotenoides el de moléculas con menos de
cuarenta carbonos derivadas de carotenoides. Los carotenoides son sintetizados por todas
las plantas, numerosas bacterias, arqueas y hongos (Armstrong y Hearst, 1996; Umeno et
al., 2005). Los animales no los producen, pero muchos los necesitan y adquieren a través
de la dieta.
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El color de los carotenoides depende de su croméforo (Fig. 3), o sea, del nUumero de
dobles enlaces conjugados y de su distribucion (Kohler, 1995). Una larga serie de dobles
enlaces conjugados permite absorber fotones de menor energia en la region visible del
espectro y confiere color mientras que una serie mas corta solo absorbe fotones de alta
energia en la region UV del espectro y no confiere color. Los anillos en los extremos de la
molécula acortan el cromoforo y hacen que el caroteno y sea anaranjado y el caroteno
amarillo.

0.2.2 Biosintesis

Hay dos vias muy diferentes para sintetizar unidades isopreno. La via del mevalonato
(Fig. 4) parte de acetil-CoA o leucina (Goodwin y Lijinsky, 1951; Yokoyama et al., 1960;
McGarvey y Croteau, 1995). La via independiente de mevalonato (Rohmer et al., 1993)
tiene 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato como intermediario (Eisenreich et al., 2001). Los
eucariontes, no fotosintéticos, como los hongos, usan exclusivamente la via del
mevalonato. La via independiente de mevalonato se ha corroborado en muchas plantas y
muchas bacterias (Rohmer, 1999; Lange et al., 2000; Eisenreich et al., 2001; Rodriguez-
Concepcioén y Boronat, 2002). Phycomyces usa la via del mevalonato (Ruiz-Albert et al.,
2002) (Fig. 4).

0.2.2.1 Hongos

Las rutas biosintéticas de carotenoides en los hongos se inician con la uniéon de dos
moléculas de pirofosfato de geranilgeranilo para producir fitoeno (C), un tetraterpeno
lineal (Fig. 5), seguida de la introduccion de cuatro, o cinco enlaces dobles conjugados.
Estas deshidrogenaciones o desaturaciones generan diversos productos intermedios. El
licopeno, final de la serie de desaturaciones, se cicla en uno de sus extremos para producir
caroteno y y en ambos para producir caroteno B. Esta biosintesis de caroteno 3, propuesta
para Lycopersicon esculentum (tomate o jitomate) (Porter y Lincoln, 1950), se ha
corroborado en varios Mucorales, como Phycomyces (De la Guardia et al., 1971), Mucor
(Fraser et al., 1996) y Blakeslea (Mehta y Cerda-Olmedo, 1995), y Ascomicetos, como
Aspergillus (El-Jack et al., 1988) y Cercospora (Norman, 1991; Ehrenshaft y Daub, 1994).

Los hongos tienen varias peculiaridades en la sintesis de sus carotenoides
(Avalos y Cerda-Olmedo, 2004). La primera, un solo gen, carB, es responsable de las
desaturaciones del fitoeno. La segunda consiste en la combinacion de las funciones
enzimaticas sintasa y ciclasa en un gen bifuncional, carRA, que contiene el dominio R
responsable de la ciclasa y el A responsable de la sintasa. Asi las siete reacciones
enzimaticas se llevan a cabo con los productos de solo dos genes estructurales y tres
proteinas diferentes.
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En Fusarium fujikuroi y Neurospora crassa, cinco desaturaciones y una ciclacion
generan toruleno, que pierde cinco carbonos del extremo no ciclado para producir
neurosporaxantina (Prado-Cabrero et al., 2007a; Estrada et al., 2008).

Acetil-CoA + Acetoacetil-CoA

‘? Metilglutaconil-CoA Leucina
ﬁ NH,

4 — i
HMG-CoA -ooc \>VC'C°A 'OOC\/k/C-CoA )\/k
T\ CO0-
OH
Mevalonato -ooc \>.-"\/CH20H /I\/é_COA - .CoA
N

‘ Metilcrotonil-CoA Isovaleril-CoA

Pirofosfato  -ooc \X/CHZO'PP

de mevalonato

o

0O=0
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§<_

Pirofosfato /|\/\)\/\
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Pirofosfato )\/\/k/\/k/\
de farnesilo N S SN o.pp — ESTEROLES

o W
geranilgeranilo S S S S 0-PP
CAROTENOS UBIQUINONA
Figura 4 Sintesis de algunos terpenoides en Phycomyces. La adicion sucesiva de pirofosfato de

isopentenilo a pirofosfato de dimetilalilo hace crecer el nimero de unidades isopreno. CoA, coenzima
A; HMG-CoA, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA.

Para la carotenogénesis de Phycomyces se han identificado y caracterizado los genes
estructurales carRA (Torres-Martinez et al., 1980) y carB (Eslava y Cerda-Olmedo, 1974;
Ruiz-Hidalgo et al., 1997), y los genes reguladores carC (Revuelta y Eslava, 1983), carD
(Salgado et al., 1989), carE (Concha y Murillo, 1984), carF (Mehta et al., 1997), carl
(Roncero y Cerda-Olmedo, 1982) y carS (Murillo y Cerda-Olmedo, 1976). Los genes carRA'y
carB estan ligados (Roncero y Cerda-Olmedo, 1982) y se transcriben divergentemente desde
una secuencia de 1381 pb que los separa (Arrach et al., 2001).
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Figura 5 Biosintesis de caroteno p en Phycomyces. Cuatro desaturaciones y dos ciclaciones
(circulos) convierten el fitoeno en caroteno . CarA, sintasa de fitoeno; CarB, desaturasa de fitoeno y
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CarR, ciclasa de licopeno.

0.2.2.2 Otros organismos

La biosintesis de carotenoides en otros organismos se parece a la de hongos. En
plantas, hay dos deshidrogenaciones dobles, una para las reacciones de fitoeno a
caroteno ( y otra para las de este a licopeno, que se intercalan con dos reacciones de
isomerizacién. Las cuatro reacciones se llevan a cabo con enzimas diferentes. Ademas del
caroteno B, hay otros productos de ciclacidén, como el caroteno a (B,s-caroteno). Para ello
hay dos ciclasas de licopeno (Cunningham et al., 1996).

En bacterias, la deshidrogenacion del fitoeno ocurre como en hongos (Sandmann,
2009) y plantas, pero con una sola isomerasa y tres ciclasas para convertir el licopeno a
caroteno .

En algas, como Dunaliella, |a biosintesis de carotenoides se parece a la de plantas.

0.2.2.3 Regulacion de la carotenogénesis

Los productos de los genes carB y carRA constituyen un complejo enzimatico (Fig. 6,
parte izquierda) que contiene cuatro proteinas CarB, una CarA 'y dos CarR (De la Guardia et
al., 1971; Aragon et al., 1976; Candau et al., 1991; Sanz et al., 2002). Los productos de
los genes carC, carD, carl, carS regulan la actividad del complejo (Cerda-Olmedo, 2001;
Almeida y Cerda-Olmedo, 2008). El gen carRA también tiene una funcién reguladora
(Torres-Martinez et al., 1980; Murillo et al., 1981; Arrach et al., 2001). La secuencia que
separa a los genes carB y carRA media la estimulacion de la expresion de genes por la luz e
interaccion sexual (Almeida y Cerda-Olmedo, 2008; Sanz et al., 2011).

Observaciones

El contenido de caroteno B de Phycomyces se modifica por mutaciones en varios
genes car y por muchos agentes externos que se clasifican en cuatro grupos: retinol,
interaccion sexual, luz azul y ftalato de dimetilo cuyos mecanismos de accion son
independientes (Cerda-Olmedo, 2001).

Ciertas mutaciones en los genes carD, carF y carS incrementan el contenido de
caroteno B mientras que en los de los genes carC y carl lo disminuyen, pero ninguna
modifica los niveles de transcritos de los genes carRA y carB (Almeida y Cerda-Olmedo,
2008). Otras mutaciones en otros genes car aumentan la actividad de la ruta, dando lugar
a la acumulacion de intermediarios de los pasos afectados (Eslava y Cerda-Olmedo, 1974;
Bejarano y Cerda-Olmedo, 1989).

El retinol (Eslava et al., 1974), la ionona B (Mackinney et al., 1952; 1956;

Reyes et al., 1964) y otros compuestos que contienen un anillo B (Govind y Cerda-Olmedo,
1986) incrementan el contenido de caroteno 3 (Bejarano et al., 1988), pero no los niveles
de los transcritos de los genes carRA y carB (Almeida y Cerda-Olmedo, 2008).
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La interaccion de micelios de sexos opuestos aumenta el contenido de caroteno f.
Este aumento (carotenogénesis sexual), que se atribuye a los acidos trisporicos (Caglioti et
al., 1966; Sutter et al., 1974; Sutter, 1987), es sinérgico con el inducido por las mutaciones
y otros agentes externos (Cerda-Olmedo, 2001), pero inhibido por acetato (Kuzina y Cerda-
Olmedo, 2006). La carotenogénesis sexual también ocurre en cultivos separados de
heterocariontes intersexuales (Murillo et al., 1978; Mehta et al., 2003) y de diploides
parciales intersexuales (Mehta y Cerda-Olmedo, 2001). La interaccion sexual aumenta los
niveles de transcritos de los genes carRA y carB (Almeida y Cerda-Olmedo, 2008).

La luz azul incrementa el contenido de caroteno 3 (Bergman et al., 1973; Jayaram et
al., 1979; Lopez-Diaz y Cerda-Olmedo, 1980; Avalos et al., 1993) y los niveles de transcritos
de los genes carRA y carB (Ruiz-Hidalgo et al., 1997; Blasco et al., 2001; Rodriguez-Romero
y Corrochano, 2004).

El ftalato de dimetilo, el veratrol y otros agentes quimicos con anillo aromatico
activan la ruta (Cerda-Olmedo y Hiittermann, 1986), pero no aumentan los niveles de
transcritos de los genes carRA y carB (Almeida y Cerda-Olmedo, 2008).

Mecanismo

Estas observaciones y otras (Salgado y Cerda-Olmedo, 1992) apoyan la regulacion de
la sintesis de caroteno B por realimentacion (Fig. 6, parte central). La sefal inhibitoria se
propuso como un complejo formado por el caroteno B y la proteina CarS (Bejarano et al.,
1988). Se propuso también que el complejo actla sobre CarA en presencia de la proteina
Carl porque se encuentran mutantes en el dominio A del gen carRA y en el del gen carl
insensibles a la inhibicion por realimentacion (Roncero y Cerda-Olmedo, 1982; Arrach et
al., 2001).

La funcion de la proteina CarS (Fig. 6, parte derecha) se regula por los productos CarC
y CarD (Salgado et al., 1988). El retinol, las iononas y sus analogos compiten con el
caroteno B y previenen la inhibicién (Bejarano et al., 1988). El ftalato de dimetilo y el
veratrol actan como activadores (Bejarano y Cerda-Olmedo, 1989).

0.2.3 Diversidad

La mayoria de los carotenoides derivan del fitoeno (Walter y Strack, 2011), pero otros
intermediarios pueden producir carotenoides Cszp y Cso en ciertas bacterias
(Schmidt-Darnnert et al., 2000). Las modificaciones del esqueleto lineal por ciclasas,
hidroxilasas, cetolasas y otras enzimas generan la diversidad de carotenoides (Fig. 7). Los
mas comunes contienen dos anillos terminales unidos por una cadena lineal.

Las xantofilas, como la zeaxantina y la luteina, contienen anillos hidroxilados. En
Phycomyces y otros Mucorales se encuentran carotenos con anillo 3, pero no carotenos con
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anillos a, frecuentes en las plantas, ni derivados hidroxilados.

El oxigeno también se introduce en forma ceto, con o sin hidroxilos adicionales, como
en la astaxantina y la cantaxantina. Los anillos aromaticos son infrecuentes en los
carotenoides, pero se encuentran en los de ciertas esponjas marinas, micobacterias y
cianobacterias como Synechococcus sp. que produce sinecoxantina, un derivado
dicarboxilico (Graham y Bryant, 2008).

carS
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carD carC
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o sexo @
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Figura 6 Regulacion de la carotenogénesis en Phycomyces. Modificada de Almeida y Cerda-
Olmedo (2008). El agregado enzimético formado por los productos de los genes estructurales
(izquierda) se regula por los productos de al menos otros cuatro genes. +, estimulacién y —, inhibicion.

Los carotenoides monociclicos como el toruleno se producen raramente, pero se
encuentran en levaduras carotenogénicas como las especies de Rhodotorula y Phaffia
(Frengova y Beshkova, 2009) y en ascomicetos como Fusarium fujikuroi
(Prado-Cabrero et al., 2007ab). La espiriloxantina, que contiene dos grupos metoxi en la
cadena poliénica completamente desaturada, también se produce raramente, pero se
encuentra en Rubrivivax gelatinosus, una bacteria fotosintética purpurea (Steiger et al.,
2000).

Algunas bacterias sintetizan compuestos parecidos a los carotenoides mas cortos o
mas largos, de treinta, cuarenta y cinco y cincuenta carbonos. Algunos de estos
carotenoides exaticos son la estafiloxantina (Cso), encontrada en Staphylococus aureus y
unas pocas otras especies (Pelz et al., 2005), y la decaprenoxantina (Cso), que contiene
sendas unidades isopreno en los extremos de los dos anillos ciclohexeno, encontrada en
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Figura 7 Diversidad estructural de varios carotenoides en diversos organismos. Modificada de
Walter y Strack (2011).

Se han descrito muchas mas xantofilas, que las mostradas en la Figura 7, como
esferoideno y esferoideneno en Rhodobacter sphaeroides, ceto-toruleno y mixobactona en
Myxococcus fulvus, criptoxantina en varias especies Erwinia, equinona en diversas
cianobacterias (Armstrong, 1997), y neuroporaxantina en Neurospora crassa y Fusarium
fujikuroi (Aasen y Jensen, 1965).

0.2.4 Funciones y usos

Los carotenoides pueden actuar como pigmentos y modificar la apariencia de diversos
organismos. En plantas proporcionan colores llamativos a sus flores y sus frutos con lo que
resultan llamativos para los animales y se facilita la polinizacion y la dispersion de semillas.
En los cloroplastos son indispensables como protectores del sistema fotosintético y como
fotoreceptores que absorben luz y transfieren su energia a los centros activos (Edge et al.,
1997). En animales proporcionan los colores caracteristicos de muchos pajaros, insectos e
invertebrados marinos y pueden jugar un papel importante en su etologia, por ejemplo, en
la atraccion sexual (Faivre et al., 2003; Blount et al., 2003).

La zeaxantina, la luteina y otras xantofilas son necesarias como filtro de proteccioén
para el funcionamiento de la macula del ojo (Snodderly et al., 1995; Landrum y Bone,
2001). La deficiencia de luteina se asocia con diferentes anomalias de la vision como la
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degeneracion de la macula del ojo, sin la que nuestra vista tendria una bajisima resolucion
(Moeller et al., 2000).

El contenido de caroteno B en la dieta ha alcanzado un interés considerable debido a
sus funciones como provitamina A (Olson y Hayaishi, 1965; Nagao et al. 1997) y
antioxidante (Sies y Stahl, 1995). Este carotenoide es la principal fuente del retinol
necesario para la recepcion de la luz en la retina y por tanto se comprende que la vision
dependa de su ingesta.

Al licopeno se le atribuyen efectos beneficiosos para la salud (Heber y Lu, 2002; Rao,
2002; Willcox et al., 2003), incluso mayores que los de los carotenoides mas comunes,
presumiblemente porque es un antioxidante mas potente (Di Mascio et al., 1989), como
prevencion de ciertos tipos de cancer (Giovannuci, 1999; Gann et al., 1999) y mejora de la
respuesta inmunologica (Jyocouchi et al., 1991).

Las insaturaciones de los carotenoides permiten neutralizar especies de oxigeno
reactivas (Conn et al., 1991), como los radicales generados por la peroxidacion lipidica
(Sies y Stahl, 1995). Ademas, pueden actuar sinérgicamente con algunas vitaminas que
protegen contra la fotooxidacion (Edge et al., 1997; Stahl y Sies, 2002).

La funcion de los carotenoides en hongos no se ha esclarecido en muchos casos, pero
varias observaciones les atribuyen efectos antioxidantes y de proteccion frente a radicales
libres (Gessler et al., 2002; Ligusa et al., 2005), con algunas contradicciones. La luz
aumenta el estrés oxidativo de la célula, lo que podria explicar que en muchos organismos
aumente la carotenogénesis con la luz (Avalos et al., 1993). Excepto en Blakeslea, la luz
disminuye el contenido de caroteno B (Kuzina y Cerda-Olmedo, 2007).

En algunos hongos se han demostrado conexiones entre el estrés oxidativo y la
regulacion de la carotenogénesis. El oxigeno singlete estimula la carotenogénesis en
cultivos de Xanthophyllomyces dendrorhous crecidos en oscuridad (Schroeder y Johnson,
1995). Las mutaciones en los genes sod-1 (Yoshida y Hasunuma, 2004) y cat-3 (Michan et
al., 2003), involucrados en la defensa frente al estrés oxidativo en Neurospora, aumentan
el contenido de caroteno en la luz. En Phycomyces, la luz azul incrementa el contenido de
caroteno [, pero ni este pigmento ni sus precursores lo protegen frente a las radiaciones
gamma y ultravioleta C y el peroxido de hidrogeno (Martin-Rojas et al., 1996).

El caroteno B es el precursor de otras moléculas como los acidos trispéricos (Austin et
al., 1969; 1970), implicados en la sexualidad de los Mucorales y tiene un papel fundamental
en la fotomorfogénesis de Phycomyces. El descubrimiento reciente de proteinas de la
familia de las opsinas que requieren retinal en hongos ofrece nuevas perspectivas sobre las
funciones de los carotenoides.

Los carotenoides se usan principalmente en la alimentacién y en la fabricacion de
productos cosméticos, pero tienen muchos mas usos, tan diversos como sus estructuras
(Bramley, 2003; Namitha y Negi, 2010). La bixina y norbixina son colorantes de alimentos y
cosmeéticos que se usan siguiendo habitos tradicionales, como lo demuestra el uso del
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azafran, pimentén, achiote y otros productos vegetales.

El caroteno B y el licopeno también se usan como colorantes en la preparacion de
bebidas. La zeaxantina, luteina, cantaxantina y astaxantina se usan como aditivos de la
dieta de varios animales. Estas xantofilas aumentan la pigmentacion de pescados (salmén y
truchas), crustaceos y pollos; y dan color a varios productos como la mantequilla y la yema
de los huevos.
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0.3 Apocarotenoides

0.3.1 Conceptos generales

Los apocarotenoides son compuestos semejantes a fragmentos de carotenoides que
usualmente derivan de estos por corte o ruptura oxidativa (Walter et al., 2010). La ruptura
de la cadena poliénica en dobles enlaces especificos ocurre principalmente por la accion de
las oxigenasas de carotenoides, de algunas de las cuales se conocen bien las reacciones y
los productos (Kloer y Schulz, 2006; von Lintig, 2010; Walter y Strack, 2011). Todos los
miembros de la familia de oxigenasas de carotenoides rompen un doble enlace C=C usando
O; (Bouvier et al., 2003b; Giuliano et al., 2003; Camara y Bouvier, 2004) que da lugar a los
correspondientes aldehidos o cetonas. Esta reaccion es seguida por modificaciones que dan
lugar a diversos apocarotenoides (luchi et al., 2000; Rodrigo et al., 2006; Simkin et al.,
2004). Otras enzimas también cortan carotenoides; por ejemplo, una peroxidasa del hongo
Lepista irina rompe principalmente los enlaces 9,10 del caroteno 3 para producir ionona 3
(Zorn et al., 2003ab).

La ruptura inespecifica de la cadena poliénica en cualquier doble enlace puede
ocurrir por oxidacién quimica cuyos mecanismos no estan bien esclarecidos (Carail y Caris-
Veyrat, 2006). Los radicales generados por la oxidasa de la xantina pueden mediar la
ruptura de caroteno B para producir ionona B (Bosser y Belin, 1994). Los hidroperoxidos de
acidos grasos producidos por lipoxigenasas en homogeneizados de mucosa gastrica pueden
mediar la ruptura de caroteno 3 en varios fragmentos de 18 a 30 carbonos (Yeum et al.,
1995). El licopeno también se corta en varias posiciones usando homogeneizados de
intestino de rata (Anjos-Ferreira et al., 2004).

No todos los apocarotenoides se sintetizan por ruptura de una molécula precursora
mas grande. ELl acido abscisico de las plantas deriva del caroteno B, como se describe en la
pagina 24. El de Botrytis cinerea sigue una ruta “directa”: el difosfato de farnesilo, un
isoprenoide Css, se cicla y se oxida en varios pasos para formar este compuesto (Inomata et
al., 2004).

0.3.2 Senhales quimicas en Mucorales
0.3.2.1 Descubrimiento y efectos bioldgicos

Los apocarotenoides mejor conocidos de los Mucorales son los trisporoides,
compuestos de 18 carbonos, o 19 si poseen un grupo metiléster. Otros compuestos
relacionados, pero con solo 15 carbonos, se llamaron apotrisporoides, porque se sugirié que
proceden del corte de un fragmento de tres carbonos de los trisporoides. Entre ellos se
encuentran presumiblemente las sefales responsables de la comunicacion y la
carotenogénesis sexual de este grupo de hongos. Blakeslea trispora'y Mucor mucedo
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fueron los sujetos de la mayoria de las investigaciones iniciales. Phycomyces blakesleeanus
se uso después.

El desarrollo sexual de estos hongos y otros Mucorales se inicia por la interaccion de
micelios de sexo opuesto y se caracteriza porque las hifas desarrollan cigéforos e
intensifican su coloracion amarilla, principalmente en la zona de contacto (Blakeslee,
1904).

El desarrollo de los cigoforos se media por sefales quimicas (Burgeff, 1924),
llamadas feromonas. Se demostr6 que los cultivos separados (+) y (—) de Mucor contienen
feromonas que estimulan el desarrollo de cigoforos (Plempel, 1957), pero el estudio que
pretendia aislarlas solo encontré un compuesto que estimula el desarrollo de cigoforos en
ambas estirpes (Plempel, 1963). La intensificacion de la coloracion amarilla de las hifas se
ocasiona por el incremento del contenido de caroteno B (carotenogénesis sexual). Se
demostro que los gametangios de Phycomyces acumulan este pigmento (Hocking, 1965).

La carotenogénesis sexual se estudio por varios grupos de investigacion de industrias
biotecnologicas. Phycomyces y otros Mucorales fueron considerados como posibles fuentes
industriales de caroteno B, pero se prefirid a Blakeslea para desarrollar un proceso de
fermentacion (Ciegler, 1965). Se demostrd que los acidos trisporicos aislados del cultivo
mixto de Blakeslea estimulan la carotenogénesis en cultivos separados (+) y (—) (Caglioti et
al., 1966). Los acidos trisporicos también estimulan el desarrollo de cigoforos en estirpes
(+) y (—) de Mucor (van den Ende, 1968). Se ha demostrado que los acidos trispdricos
derivan de caroteno . Los cultivos de Blakeslea que se alimentaron con mevalonato
marcado radiactivamente produjeron acidos trisporicos marcados (Austin et al., 1969;
1970). Varios precursores de los acidos trispdricos, aislados de cultivos separados (+) y (—)
de Blakeslea, se convierten a acidos trisporicos solo en cultivos de sexo opuesto (Sutter,
1970; Sutter et al., 1971, 1973, 1974; Werkman y van den Ende, 1973).

Otras observaciones también atribuyen las dos respuestas asociadas al desarrollo
sexual, desarrollo de cigoforos y carotenogénesis sexual, a los acidos trisporicos. Varios
mutantes de la carotenogénesis de Phycomyces que carecen de caroteno B no estimulan
ambas respuestas en estirpes de sexo opuesto, pero si son estimulados por ellas (Sutter,
1975). El trisporato de metilo C induce la formacién de cigoéforos en micelios de sexo (—)
de Phycomyces (Drinkard et al., 1982). El trisporato de metilo E y otros trisporoides
sintéticos inducen la carotenogénesis en cultivos separados de Phycomyces (Govind y
Cerda-Olmedo, 1986).

0.3.2.2 Diversidad

Los acidos trisporicos A, B (Cainelli et al., 1967), C (Caglioti et al., 1966), Dy E
(Sutter et al., 1989) se identificaron en cultivos mixtos de Blakeslea. Estos varian en la
oxigenacion de la cadena lateral y en los sustituyentes del anillo. Los acidos trisporicos
absorben la radiacion ultravioleta a 321-328 nm.
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Otros trisporoides como la trisporina B (Sutter y Whitaker, 1981b) y C se han
descrito en cultivos separados (—) de Blakeslea y Mucor; el trisporol B (Bu Lock et al.,
1972; Prisbylla et al., 1979) y C (Sutter y Whitaker, 1981b) en cultivos separados de
Blakeslea; el trisporato de metilo B (Sutter y Whitaker, 1981b) de cultivos separados (+) de
Blakeslea; el apotrisporol C (Sutter y Whitaker, 1981b) y la apotrisporina C (Sutter y
Zawodky, 1984) de cultivos separados y mixtos de Blakeslea; el trisporato de metilo C
(Sutter y Whitaker, 1981b), el dihidrotrisporato de metilo By C (Bu'Lock et al., 1976;
Sutter y Whitaker, 1981b) de cultivos separados (+) de Blakeslea y Mucor; el trisporato de
metilo E (Miller y Sutter, 1984) de cultivos separados (+) de Mucor y Phycomyces; y la
apotrisporina E (Sutter, 1986) de cultivos mixtos de Phycomyces y Blakeslea. Se
encuentran distintos apocarotenoides no solo entre especies, sino entre estirpes de una
misma especie, como Blakeslea trispora (Barrero et al., 2011).

Recientemente se ha aplicado un criterio genético que permite identificar los
apocarotenoides de un cultivo de Phycomyces: se consideran apocarotenoides todos los
compuestos que se detectan en el medio de cultivo de cinco dias de edad de la estirpe
silvestre, pero no en el de mutantes carB que carecen de caroteno B (Polaino et al., 2010,
2012). Este estudio reporta 19 apocarotenoides nuevos. Cinco de ellos han sido
identificados como Ma26 y su isdomero, los metilhexanoides, compuestos con siete carbonos;
Cn113, trispoxano, un compuesto con quince carbonos; y Cn122 y su isomero Cn123, los
trientriolicos, compuestos con quince carbonos.

0.3.2.3 Biosintesis postulada

Los acidos trisporicos se producen en grandes cantidades en cultivos mixtos
(Werkman y van den Ende, 1973), pero no se encuentran en cultivos separados, y se ha
propuesto que su sintesis requiere la cooperacion de ambos sexos (Sutter, 1987). En la ruta
biosintética postulada (Fig. 8), ambos sexos comparten los pasos iniciales, empezando con
el caroteno B via retinal como el intermediario mas probable (Austin et al., 1969, 1970;
Werkman y van den Ende, 1974), hasta la produccion del dltimo intermediario comun, la
dihidrotrisporina. El siguiente paso biosintético, especifico en cada sexo (Sutter et al,
1973; Nieuwenhuis y van den Ende, 1975), permite la formacién de dihidrotrisporato de
metilo en el sexo (+) y de trisporina y trisporol en el sexo (—). Las siguientes reacciones,
en la estirpe (—) de Mucor, involucran a una deshidrogenasa dependiente de NADP, que
cataliza la oxidacion del dihidrotrisporato de metilo a trisporato de metilo, y
probablemente también la de dihidrotrisporina a trisporina; y una esterasa, implicada en la
ultima reaccion a partir de trisporato de metilo (Werkman, 1976).

Un modelo alternativo considera el paso de dihidrotrisporato de metilo a trisporato
de metilo en ambos sexos. ELl Gltimo, a partir del sexo (+), actuaria como una feromona.
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Sin embargo, la trisporina y el trisporol estan ausentes en cultivos de sexo (+), por lo que se
sugirié un mecanismo de inactivacion para estos compuestos que los convertiria en
apotrisporina y apotrisporol, respectivamente (Sutter y Whitaker, 1981b).
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Figura 8 Biosintesis postulada de trisporoides en Mucorales segun (van den Ende, 1979; Sutter,
1987). Las flechas continuas representan reacciones enzimaticas y las discontinuas difusion de
compuestos.

0.3.3 Pigmentos, aromas y moléculas reguladoras en plantas

Los apocarotenoides de plantas (Fig. 9) incluyen pigmentos, aromas y fragancias,
moléculas reguladoras y compuestos con funciones desconocidas (Giuliano et al., 2003;
Walter et al., 2007; Ohmiya, 2009).

La bixina, un Cy4, deriva de la parte central del licopeno después de la ruptura de los
dobles enlaces 5,6 y 57,6 (Fig. 9). Este apocarotenoide, el monometiléster de la
norbixina, el correspondiente derivado dicarboxilico Cz4, se obtiene de las semillas de Bixa
orellana (achiote). Escherichia coli la produce cuando se le transfieren los genes
responsables de su biosintesis (Bouvier et al., 2003a).

La crocetina, un Cy, deriva de la zeaxantina después de la ruptura de los dobles
enlaces 7,8 y 77,8 (Fig. 9); se encuentra en los estigmas de Crocus sativus (azafran), a los
que confiere su color caracteristico. El azafran contiene también picrocrocina, un
glucdsido, que cuando se calienta da lugar al safranal, un Cq, responsable del aroma
(Bouvier et al., 2003b; Rubio et al., 2008; Moraga et al., 2009; Ahrazem et al., 2010).

La ruptura sucesiva de los dobles enlaces 9,10 y 97,10 de carotenoides C4 de plantas
produce un fragmento dialdehido Ci4 y dos ciclohexeno Cy; (Fig. 9). Los derivados
dicarboxilicos del Cy4, como la micorradicina (Klingner et al., 1995), se acumulan en raices
(Fester et al., 2002), principalmente en las colonizadas por hongos micorrizas. En otros
casos, ni la modificacion del fragmento Ci4 ni sus derivados se conocen. Los derivados de
los fragmentos del C3 se encuentran frecuentemente en flores, frutos y raices colonizadas
(Bouvier et al., 2005; Auldridge et al., 2006; Strack y Fester, 2006). Estos apocarotenoides
proporcionan la fragancia de las rosas (Eugster y Marki-Ficher, 1991; Huang et al., 2009), el
aroma del tomate (Simkin et al., 2004), el buqué del vino (Mendes-Pinto, 2009), entre
otros. Algunos de estos apocarotenoides se glicosilan, con lo que se vuelven menos
volatiles (Maicas y Mateo, 2005).

El apocarotenoide de plantas mejor estudiado es el acido abscisico (Fig. 9), una
hormona que se produce principalmente via isbmeros cis de carotenoides C4 (Schwartz et
al., 2003). Algunos de estos isdmeros, como 9-cis violaxantina y 9-cis neoxantina, se cortan
por una enzima especifica. La ruptura produce xantoxina, el precursor Cys del acido
abscisico, y un compuesto Czs. Los isomeros de neoxantina parecen ser los substratos para
la sintesis de acido abscisico en Arabidopsis thaliana en condiciones de estrés (North et al.,
2007). Con esta excepcion, la mayoria del metabolismo del acido abscisico se ha estudiado
en maiz (Nambara y Marion-Poll, 2005).

Las estrigolactonas, otros apocarotenoides Cis, que actan como hormonas en
plantas, se producen por la ruptura sucesiva del caroteno  (Fig. 9). La primera ruptura
ocurre en un enlace doble, 97,107, y produce B-apo-10"-carotenal, un Cy7, e ionona B, un
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Ci3. La segunda ruptura ocurre en los enlaces 13,14 del Cz7 y produce un compuesto Cqs, el
precursor de estas hormonas (Schwartz et al., 2004).
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ZCD, dioxigenasa de zeaxantina; CCD, dioxigenasa de carotenoides; y NCED, dioxigenasa de
9-cis-epoxicarotenoides. Los circulos sefialan los sitios de corte. R, disacarido. Modificada de
Walter y Strack (2011).

0.3.4 Retinoides

En insectos y mamiferos, incluyendo humanos, es frecuente la ruptura del doble
enlace 15,15" de carotenoides C4 (Walter y Strack, 2011) que da lugar a retinal Cy
(Fig. 10). Los retinoides como la vitamina A y el acido retinoico tienen funciones en la
vision del color y el desarrollo, respectivamente (von Lintig y Vogt, 2010).

En hongos, como el ascomiceto Fusarium fujikuroi la ruptura del doble enlace
15,15" de caroteno y y B (Fig. 10) produce retinal (Prado-Cabrero et al., 2007b) que
presumiblemente actla como el cromoéforo de proteinas fungicas. En el basidiomiceto
Ustilago maydis la ruptura del caroteno  también produce retinal (Estrada et al., 2009).

En cianobacterias, la ruptura del doble enlace 15,15 del caroteno B y varios
apocarotenoides (Fig. 10) produce retinal (Ruch et al., 2005; Marasco et al., 2006) mientras
que la de los enlaces 9,10/9",10'0 77,8  produce apocarotenoides cuyo tamafno va de Cio a
Ci7 (Scherzinger y Al-Babili, 2008).
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Figura 10 Apocarotenoides producidos por oxigenasas de varios organismos. ACO, oxigenasa de
apocarotenoides; NSC, oxigenasa de caroteno B y apocarotenoides; CCD, oxigenasa de carotenoides;

CarX, oxigenasa de caroteno f; Cao2 y CarT, oxigenasa de toruleno; y CMO, monooxigenasa de
carotenoides. Los circulos sefialan los sitios de corte. Modificada de Walter y Strack (2011).

0.4 Oxigenasas de carotenoides
0.4.1 Actividades

Las oxigenasas de carotenoides son enzimas que catalizan la ruptura de estos
isoprenoides y otros compuestos. Forman una familia de la que se conocen mas de cien
miembros. La primera, la dioxigenasa de un 9-cis-epoxicarotenoide (NCED1), se identificd
en Zea mays (maiz) como el producto del gen viviparous14 (VP14) y corta 9-cis-violaxantina
para producir el precursor del acido abscisico (Schwartz et al., 1997). Las siguientes, las
oxigenasas de ruptura de caroteno 3 (BCO-I y BCO-Il), se identificaron en animales y
producen retinal (von Lintig y Vogt, 2000; Wyss et al., 2000; Redmond et al., 2001) e
ionona B (Kiefer et al., 2001), respectivamente. Después se identificaron las dioxigenasas
de ruptura de licopeno (LCD) y zeaxantina (ZCD) que producen bixina (Bouvier et al.,
2003b) y crocetina (Bouvier et al., 2003a), respectivamente. Otros miembros como las
proteinas del epitelio pigmentado de la retina (RPE65) no cortan carotenoides, si no que
son isomerasas e hidrolasas que convierten trans-retinol a 11-cis-retinal (Redmond et al.,
1998).

La mayoria de las oxigenasas de carotenoides se agrupan en cinco subfamilias segun el
tipo de substrato y la posicion del doble enlace cortado. Dos subfamilias incluyen enzimas
involucradas en el metabolismo de carotenoides en plantas, como las que cortan
carotenoides en los enlaces 9,10y 9°,10" (Schwartz et al., 2001) y las que cortan 9-cis-
epoxicarotenoides (Taylor et al., 2000). Otras dos subfamilias incluyen enzimas
involucradas en el metabolismo de la vitamina A en animales, como las que cortan
caroteno B en el enlace 15,15" (von Lintig y Wyss, 2001) y las que actian como isomerasas
e hidrolasas (Mata et al., 2004). Esta subfamilia también incluye las oxigenasas que cortan
carotenoides asimétricamente (Kiefer et al., 2001). Otra subfamilia incluye enzimas
involucradas en el metabolismo de lignina en bacterias, como las oxigenasas que cortan
lignoestilbeno y otras moléculas parecidas, quimicamente distantes de los carotenoides
(Kamoda et al., 2003). El lignoestilbeno, bifenol de lignina, tiene un doble enlace central
como el de los carotenoides, que no forma parte de un sistema de dobles enlaces
conjugados.

0.4.2 Estructura

Las oxigenasas de carotenoides se parecen por su secuencia y su estructura espacial.
Siete aminoacidos, cuatro histidinas y tres glutamatos o aspartatos, se consideran
esenciales para la actividad enzimatica (Poliakov et al., 2005; Redmond et al., 2005;
Takahashi et al., 2005). Las histidinas coordinan un a&tomo de Fe? en el centro activo y los
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otros se asocian a ellas.

La estructura secundaria es rica en laminas B. Se ha determinado la estructura
tridimensional de tres enzimas de esta familia. ACO, una oxigenasa de apocarotenoides de
Synechocystis sp. (Kloer et al., 2005), RPE65, una isomerasa e hidrolasa de Bos taurus
(Kiser et al., 2009) y VP14, una oxigenasa de epoxicarotenoides de Zea mays
(Messing et al., 2010). Las tres conservan los citados aminoacidos esenciales y la
abundancia de laminas B (Kloer y Schulz, 2006; von Lintig, 2010; Walter y Strack, 2011).

Las tres enzimas tienen una estructura general parecida (Fig. 11) a hélices de barco
con siete laminas B dispuestas alrededor del atomo de Fe?' y los aminoacidos esenciales.
En cada una hay lazos de aminoacidos que completan la estructura y una superficie
lipofilica que le permite asociarse a membranas. RPE65 tiene ademas una cisteina (el
residuo 112) palmitoilada que refuerza la integracion en la bicapa lipidica.

0.4.3 Mecanismo de reaccion

Las reacciones catalizadas por las oxigenasas de carotenoides se conocen bien, pero
se discuten sus mecanismos (Kloer y Schulz, 2006). El doble enlace C=C se rompe a los
correspondientes aldehidos o cetonas usando oxigeno (0;) como oxidante e ion ferroso
(Fe*") como cofactor, pero se desconoce si la reaccion sigue un mecanismo de
monooxigenasa (Leuenberger et al., 2001) o de dioxigenasa (Schmidt et al., 2006). A
menudo las oxigenasas de plantas son llamadas dioxigenasas y las de animales
monooxigenasas (von Lintig, 2010; Walter y Strack, 2011).

Las reacciones in vitro se llevan a cabo en presencia de Fe*" en exceso
(von Lintig y Vogt, 2000) o con un agente como ascorbato (Schwartz et al., 1997),
ditiotreitol (Ershov et al., 1993) y Tris (2-carboxi-etil) fosfina HCl (Lindqvist y Anderson,
2002) que lo mantenga reducido, pero no ha sido demostrado que estos agentes participen
en la estequiometria de la reaccion (Kloer y Schulz, 2006).

El substrato tiene que entrar en la cavidad donde se encuentre el lugar activo. Sila
entrada a la cavidad es suficientemente estrecha, solo pueden entrar moléculas con al
menos un extremo lineal, lo que excluye sustratos como el caroteno 3, por ejemplo. El
lugar de accion sobre el sustrato esta determinado por la distancia del Fe?* al fondo de la
cavidad.

32



Figura 11 Estructura tridimensional de tres miembros de la familia de oxigenasas de
carotenoides segun (Kloer et al., 2005, Kiser et al., 2009 y Messing et al., 2010). ACO, oxigenasa
de apocarotenoides de Synechocystis sp.; RPE65, isomerasa e hidrolasa de trans retinol de Bos taurus y
VP14, oxigenasa de epoxicarotenoides de Zea mays. Una hélice de siete laminas 3 constituye la

estructura de estas proteinas.
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Parte |

Oxigenasas de Phycomyces que cortan carotenoides
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1.1 Introduccién

Los acidos trisporicos y otros trisporoides, compuestos Cs, entre los cuales
presumiblemente se encuentran las feromonas que median la comunicacion entre micelios
de sexos opuestos de los Mucorales, derivan de caroteno 3, un C4 (Austin et al., 1969).
Son, por tanto, apocarotenoides.

Se propuso una ruta biosintética en la que dos moléculas de retinal, un Cy, son los
primeros productos de la ruptura del caroteno B (Austin et al., 1970; Werkman y van den
Ende, 1974) (Fig. 12, Panel I). Se basé esta propuesta en la creencia de haber encontrado
retinal en Phycomyces (Meissner y Delbriick, 1968) y que este puede dar lugar a acidos
trisporicos en Blakeslea (Austin et al., 1970).

Como no se pudo confirmar la presencia de retinal en Phycomyces, se propuso una
ruta biosintética alternativa, en la que dos compuestos Cis son los primeros productos de la
ruptura de caroteno B y dan lugar directamente a acidos trispdricos y otros trisporoides
conocidos, también Cqs. Cuando se encontraron compuestos Cis similares, se llamaron
apotrisporoides porque se supuso que proceden de la pérdida de tres carbonos de la cadena
lateral de los trisporoides (Fig. 12, Panel Il) (Sutter y Whitaker, 1981; Sutter y Zawodny,
1984). Los fragmentos de 2, 3 y 4 carbonos predichos por estas hipotesis no han sido
identificados. Ambas rutas han sido asumidas hasta hace poco (Schachtschabel et al.,
2005; Schachtschabel y Boland, 2007).

El descubrimiento en Phycomyces de dos acidos hidroximetilhexadienoicos (Polaino
et al., 2010), ambos C7, implica que el caroteno 3 se rompe en tres fragmentos (Fig. 12,
Panel Ill). Estos compuestos, (2E,4E)-6-hidroxi-5-metilhexa-2,4-dienoico y (2E,4E)-6-
hidroxi-2-metilhexa-2,4-dienoico, se derivan facilmente del presunto producto del corte
(2E,4E)-2-metilhexa-2,4-dienodial. Estos compuestos C7 y otros metilhexanoides también
se han identificado en Blakeslea (Barrero et al., 2011).

El corte del caroteno B, esencial para la biosintesis de los acidos trisporicos y otros
trisporoides, podria ser mediado por oxigenasas como las que cortan carotenoides en otros
organismos (Kloer y Schulz, 2006; Walter y Strack, 2011). Nos propusimos identificar tales
proteinas y las reacciones que catalizan (Fig. 12, Panel IV). En este trabajo hemos contado
con la colaboracion del Dr. Salim Al-Babili, de la Universidad de Friburgo, Alemania.
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1.2 Resultados
1.2.1 Presuntos genes para oxigenasas de carotenoides en el genoma de

Phycomyces.

La comparacion de secuencias de oxigenasas funcionales de carotenoides de diversos
organismos con el proteoma de Phycomyces identificé cinco secuencias de éste (79747, E=e’
0.001. 77754, E=e'*; 76627, E=e; 64508, E=e'?; y 58172, E=e™°) como posibles oxigenasas
de carotenoides. Se encontraron pocas coincidencias de aminoacidos, pero significativas,
entre estas cinco secuencias y las de oxigenasas de otros organismos como ACO de
Synechocystis sp. (Kloer et al., 2005; Ruch et al., 2005), CarT de Fusarium fujikuroi
(Prado-Cabrero et al., 2007a), CCD8 de Arabidopsis thaliana (Schwartz et al., 2004) y BCO1
de Homo sapiens (Yan et al., 2001). El nimero de coincidencias fue de 52 entre 77754 y
64508 a solo 11 entre 64508 y ACO y en todos los casos representd una pequeia fraccion del
numero de aminoacidos en las proteinas, que fue de 490 en ACO a 688 en 76627. Cuando
se rastred el proteoma de Phycomyces con todas las secuencias de oxigenasas de
carotenoides (tomadas de Kloer y Schulz, 2006) no se identificaron otras secuencias.

Las secuencias 79747, 77754 y 64508 contienen los cuatro residuos de histidina y
tres de glutamato o aspartato considerados esenciales para la actividad enzimatica
(Fig. 13). La secuencia 76627 conserva dos histidinas y dos glutamatos y la secuencia 58172
conserva solo un glutamato.

Los resultados descritos en las paginas siguientes mostraran que la secuencia 79747
es el producto del gen carS que habia sido definido hace mucho por sus mutantes y la
secuencia 77754 es el producto de un gen hasta ahora desconocido que debe ser llamado
acaA. Ambas tienen actividad oxigenasa de carotenoides. No se asignaron nombres a los
genes responsables de las secuencias 76627, 64508 y 58172 porque su funcion sigue siendo
desconocida.
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Phycomyces6 EHTRLIEV--NT-E--TGTTIQYGG-—-—— MSLVNHFDNEDPDMDSCRWVLLDA--KTMKEV 567
Fusarium SVDALVIATDLjY-————-—— TSEAFIWTGP-E-GHT PG|z TVESLVV-——-- DGVNE--KAYILCLNGKTMEEL 556
Homo IPTKITINY-—IL—--—- TK--SSLK-WREDDCWP. ILSAIVST---DPQK-LPFLLILDA--KSFTEL 500
Arabidopsis FPNALSEV- - IVEKK-—-—-——— VKNWHEHGMI PSIdZF] ISIVS----EENGG-S-FAILLD--GSSFEEI 549
Synechocystis PLQAILEZV--L-E--SGTETLRS---FAPHG-FAGIAZT LLCLIYKA---DLHR-S-ELVILDAQDITAPAI 470
*

PhycomycesS GRTTLGAFTAMT Ijz{&SFVDTNGKGVAVN -~ —=——————————————— 628

PhycomycesA ATCQVGQFTATTF&SFVDHHFENVSIN--————————————————— 602

Phycomyces6 ASCEIGQFAITTFEESFVDDYFESVSIN-—————————————————— 595

Fusarium GRAEADFAIGQGEBE@IHLPAA-————————————————————————— 577

Homo ARASVDVDMHMDLi(E®LFITDMDWDTKKQAASEEQRDRASDCHGAPLT 547

Arabidopsis ARAKFPYGLPYGLEE®CWIPKD-————————————————————————— 570

Synechocystis ATLKLKHHIPYPLiESWAQT-——————————————————————————— 490

Figura 13 Alineamiento de tres presuntas proteinas (CarS, AcaA y 64508) de Phycomyces con
oxigenasas de carotenoides de un hongo (CarT de Fusarium fujikuroi), un mamifero (BCO1 de
Homo sapiens), una planta (CCD8 de Arabidopsis thaliana) y una bacteria (ACO de Synechocystis
sp.). Los cuatro residuos de histidina y los tres de glutamato o aspartato considerados esenciales para
su actividad se sefialan con asteriscos. Los residuos compartidos por las siete secuencias se marcan en
negro. Los compartidos por al menos cuatro secuencias aparecen en negritas.
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1.2.2 Transcritos de varios genes

Los transcritos de las cinco secuencias de Phycomyces se detectaron en micelios
vegetativos de dos a cuatro dias de edad (Fig. 14, Panel I), lo que sugiere que estas
secuencias son genes activos. La interaccion sexual increment6 los niveles de transcrito
del gen carS. El efecto para el gen acaA fue menor, pero significativo. Los niveles de
transcrito de los tres genes restantes no variaron durante la interaccion sexual.

Los transcritos de los genes estructurales para la biosintesis de caroteno de
Phycomyces se incrementan durante la interaccion sexual (Almeida y Cerda-Olmedo, 2008).
Tal es el caso de carB (Fig. 14, Panel Il), responsable de la deshidrogenasa de fitoeno, una
enzima esencial en la ruta. El efecto para carRA, responsable de la sintasa de fitoeno y la
ciclasa de licopeno, dos enzimas esenciales en la ruta, fue menor pero significativo.

Los transcritos de los genes sexM y sexP, responsables de sendas proteinas con
dominio HMG, dos presuntos factores de transcripcion, se detectaron en el micelio
vegetativo de dos a cuatro dias de edad (Fig. 14, Panel lll), lo que corrobora que son genes
activos (Idnurm et al., 2008). El efecto para el gen sexM fue considerable mientras que
para sexP fue menor, pero significativo.

Los maximos niveles de transcritos de carB, carRA y carS exhibieron pautas
similares; los de sexP y sexM ocurren antes, como cabe esperar de factores de transcripcion
para las funciones sexuales.
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Figura 14 Efecto de la interaccion sexual sobre los niveles de transcrito de nueve genes de
Phycomyces: las cinco secuencias parecidas a las de oxigenasas de carotenoides, carB y carRA,
genes estructurales para la carotenogénesis, y sexM y sexP, genes que determinan el sexo. Se
presentan los niveles de transcrito (media y su desviacion tipica en tres experimentos independientes)
en cultivos mixtos de las estirpes silvestres A56 (+) y NRRL1555 (—). En 1y Il, esos niveles se
dividen por las medias de los cultivos separados de las mismas estirpes. En 11, se dividen por las
medias de los cultivos separados de las estirpes del sexo determinado por los genes: A56 para sexP y
NRRL1555 para sexM. Los niveles de transcrito se obtuvieron por PCR en tiempo real. Todas las
mediciones se calibraron con las del gen actA (para actina) en el mismo cultivo.
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1.2.3 Actividades enzimaticas
1.2.3.1 Actividad in vivo de CarS y AcaA en E. coli

Los ADNc de los genes carS y acaA se insertaron en fase con el dominio tiorredoxina
en los vectores pThio (LaVallie et al., 1993) que expresarian las correspondientes proteinas
quiméricas y facilitarian su solubilidad en el citoplasma. Las construcciones se
introdujeron en células de E. coli que acumulan licopeno o caroteno B por transformacion
con los genes necesarios de Erwinia herbicola (Hundle et al., 1994; Prado-Cabrero, et al.,
2007b; Estrada et al., 2008).

En las células que acumulan caroteno B, la proteina quimérica tiorredoxina=CarS
ocasiono la formacion de B-apo-12 " -carotenal (Fig. 15). Este Cs se identifico por
comparacion de su espectro de absorcion, su tiempo de retencion y su masa molecular
[M+H]* (351.32) con los de un patron auténtico (Fig. 16, Panel derecho). Las células
acumularon también el correspondiente alcohol, B-apo-12’-carotenol.

La proteina quimérica tiorredoxina=AcaA no tuvo actividad detectable, pero la
coexpresion de tiorredoxina=CarS y AcaA como proteinas separadas en un operén con un
solo promotor ocasiond la formacién de B-apo-13-carotenona (Fig. 15). Este Cs se
identificé por comparacion de su espectro de absorcion, su tiempo de retenciéon y su masa
molecular [M+H]" (259,23) con los de un patrén auténtico (Fig. 16, Panel izquierdo).

En las células que acumulan licopeno, la coexpresion de tiorredoxina=CarS y AcaA
como proteinas separadas en un operdn con un solo promotor ocasiond la formacion de apo-
13-licopenona (Fig. 17). Este Cys se identifico por comparacion de su espectro de
absorcion, su tiempo de retencion y su masa molecular [M+H]* (259,24) con los de un
patrén auténtico (Fig. 18). El mismo resultado se obtuvo en el experimento simétrico, con
tiorredoxina=AcaA y CarS libre. La expresion separada de las proteinas quiméricas
tiorredoxina=AcaA y tiorredoxina=CarS no dio actividad detectable.
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Figura 16 Espectrometria de masas de los productos Ay E (Fig. 15). Las masas moleculares
estimadas coinciden con las de los iones moleculares de [3-apo-13-carotenona y 3-apo-12"-carotenal,
respectivamente. Los productos se purificaron previamente por dos cromatografias seguidas y
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Figura 18 Espectrometria de masas del producto
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1.2.3.2 Actividades in vitro
1.2.3.2.1 Expresion heterodloga

Los ADNc de los genes carS y acaA se insertaron en fase con el dominio transferasa
de glutation (GST) en los vectores pGEX (Kaelin et al., 1992) para la expresion y
purificacion de las enzimas tras su introduccion en E.coli.

La movilidad electroforética de las proteinas quiméricas coincidié con el peso
molecular estimado para 629 y 603 aminoacidos, respectivamente (Fig. 19).

A. Proteina quimérica CarS B. Proteina quimérica AcaA
KDa M 1 2 3 4 5 6 M KDa M 1 2 3 4 5 6 M
170 GST-Cars [ = 8| G5T=AcaA
70F & : - . NHe SN BN .. == -
e w *Peew ®
40} 40w - - - -
= -
GST
2L - o — GST ashu i - L=

Figura 19 Expresion de CarS (Panel A) y AcaA (Panel B). Las proteinas expresadas por los
plasmidos pGST=CarS y pGST=AcaA en E. coli se fraccionaron por SDS-PAGE Yy tifieron con Azul
Coomassie. 1, lisado total de células que expresan GST (control); 2, lisado total de células que
expresan GST=CarS o GST=AcaA, 3, fraccion soluble de (2); 4, fraccion 3 después de la union a
sefarosa-glutation; 5, proteina de la fraccion soluble del control liberada con glutation después de la
unién a sefarosa-glutation; y 6, proteina de (3) liberada con glutation después de la union a sefarosa-
glutation.

La proteina quimérica GST=CarS se recuperd en mayor cuantia que GST=AcaA. Los
rendimientos fueron 0,97 g/L para GST=CarS y 0,16 g/L para GST=AcaA. Cada una se
extrajo de la biomasa de un cultivo de 50 mL. Para algunos ensayos in vitro la proteina
quimérica GST=AcaA se aislo de cuatro cultivos de 50 mL, y AcaA se separo de la GST con
proteasa Factor Xa (Nagai y Thogersen, 1984).

El ADNc del gen responsable de la secuencia 64508 también se expresé como
proteina quimérica, GST=64508, con un rendimiento de 0,22 g/L.

1.2.3.2.2 Actividad de AcaA

La incubacion de B-apo-12"-carotenal (el compuesto E de la Figura 16), un C;s, con
la proteina quimérica GST=AcaA purificada (Fig. 19) ocasiono la formacion de
B-apo-13-carotenona, un Cs (Fig. 20). De esta manera, el producto de la accion de CarS
sobre el caroteno 3 dio lugar al primer precursor de los trisporoides.

La proteina AcaA corto varios substratos con 25 a 30 carbonos cuando estos se
incubaron con lisados crudos de células de E. coli que expresan la proteina quimérica
tiorredoxina=AcaA (Fig. 21). El apo-12°-licopenal, isomero aciclico de B-apo-12°-
carotenal, ambos Czs, generé apo-13-licopenona, un Cys.

44



El B-apo-10"-carotenal, un C;7, genero tres productos, B-apo-13-carotenona, p-apo-
15 -carotenal y B-apo-14"-carotenal, con 18, 20 y 22 carbonos, respectivamente. El B-apo-
8 -carotenal, un Cso, gener6 dos productos, B-apo-13-carotenona y B-apo-14"-carotenal.
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Figura 20 Fraccionamiento cromatogréafico del producto de la actividad enzimatica in vitro de
AcaA sobre B-apo-12°-carotenal. Los ensayos se llevaron a cabo con AcaA (fusionada con GST)
purificada o GST (como control). La enzima corté el B-apo-12°-carotenal (E) para producir
B-apo-13-carotenona (A). Los espectros de E y A se muestran en la Figura 15. Para las estructuras,
ver Figura 16.

No se detectan productos en las incubaciones de lisados crudos de células de E. coli
que expresan la proteina quimérica tiorredoxina=AcaA con B-apo-4"-carotenal, un Css, B-
apo-14"-carotenal, un Cy, B-apo-15"-carotenal, un Cy, y B-apo-13"-carotenal, un Css. Esto
sugiere que B-apo-12"-carotenal (Czs) y B-apo-8 -carotenal (C3o) son los substratos, ambos
monociclicos, mas corto y mas largo rotos por la enzima. Ademas, tiorredoxina=AcaA no
corté licopeno, caroteno y, caroteno B3, apo-8”-licopenal, un Csy, zeaxantina, ni
resveratrol.

Los mismos resultados se obtuvieron cuando los substratos se incubaron con la
enzima AcaA purificada y separada de la proteina GST.

A diferencia de AcaA, CarS no corto in vitro ninguno de los substratos ensayados:
licopeno, caroteno Y, caroteno B, apo-8 -licopenal, apo-12"-licopenal, B-apo-4"-carotenal,
B-apo-8 -carotenal, B-apo-10"-carotenal. No se detectaron productos de ninguno de estos
substratos incubados con la proteina quimérica GST=CarS purificada (Fig. 19) o con lisados
crudos de células de E. coli que expresan GST=Cars$ o tiorredoxina=CarsS.

La proteina CarS no mejord la actividad de AcaA. Asi, el licopeno, el caroteno y y el
caroteno B no fueron sustratos metabolizables por los lisados de células de E. coli que
coexpresan CarS con AcaA en diferentes combinaciones, a saber GST=CarS con AcaA,
GST=AcaA con CarS y tiorredoxina=CarS con AcaA.
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Figura 21 Fraccionamiento
cromatografico de los productos de
la actividad enzimatica in vitro de
AcaA sobre diferentes
apocarotenoides.

Los ensayos se llevaron a cabo con
lisados crudos de células de E. coli
transformadas con pThio=AcaA o con
el plasmido vacio como control. Los
lugares de corte se sefialan con
flechas sobre las estructuras. Arriba,
espectros de absorcion de los
productos.

Panel I: Corte de apo-12"-licopenal
(S3), un Cgs, para producir apo-13-
licopenona (F, Cas).

Panel 1I: Corte de 3-apo-10"-carotenal
(S4), un Cy7, para producir los
compuestos P-apo-13-carotenona
(A, Cis), B-apo-15"-carotenal (H, Cx)
y B-apo-14"-carotenal (G, Cy,).

Panel 111: Corte de B-apo-8”-carotenal
(Ss), un Cso, para producir los

compuestos A y G ya conocidos de la
Figura 16 y Panel Il, respectivamente.



1.2.4 Comparaciones de secuencias
1.2.4.1 Presuntos genes para oxigenasas de carotenoides en los Mucorales

Los genomas de Mucor circinelloides y Rhizopus oryzae contienen homdlogos de los
genes carS y acaA de Phycomyces. Las proteinas predichas CarS y AcaA conservan los
aminoacidos caracteristicos, con las excepciones de la presunta CarS de Rhizopus, que
carece de una histidina, y la presunta AcaA de Rhizopus, que carece de un glutamato.
Todas se parecen por su secuencia y por su tamano, entre 572 y 629 aminoacidos. La
proteina CarS de Phycomyces y sus dos homologas coinciden en 381 aminoacidos. La
proteina AcaA y sus dos homologas han divergido algo mas aprisa, pero aun coinciden en
194 aminoacidos.

Las proteinas de hongos formaron una rama aparte en el cladograma de oxigenasas
de ruptura de carotenoides (Fig. 22). Las oxigenasas de caroteno CarS y AcaA y sus
homologos de los Mucorales se separaron de las de toruleno de los Ascomicetos Fusarium
fujikuroi y Neurospora crassa (Prado-Cabrero et al., 2007a; Saelices et al., 2007) y las dos
proteinas atipicas de Phycomyces y sus homdlogos. Otras enzimas de estos Ascomicetos se
encontraron en un grupo muy distante.

En la rama de las proteinas de vertebrados se distinguieron dos grupos: las
oxigenasas de caroteno, que producen retinal, y las proteinas de 65 kDa del epitelio
pigmentario de la retina (RPE65), que actlan como isomerasas e hidrolasas que convierten
trans retinol a 11-cis-retinol en el ciclo visual (Redmond et al., 2005). Comprendio
también una oxigenasa, BCMO2 de ratén (Kiefer et al., 2001), que corta caroteno
asimétricamente.

Las proteinas de plantas, exceptuando dos de Arabidopsis, también formaron una
rama aparte, en la que oxigenasas que cortan 9-cis-epoxicarotenoides y licopeno se separan
de las que cortan otros carotenoides.

Fuera de estas ramas se encontraron proteinas con diferentes funciones, la mayoria
de bacterias.

1.2.4.2 Mutaciones en la proteina CarS

El gen carS se definio genéticamente porque sus mutaciones son recesivas y no
complementan (Murillo y Cerda-Olmedo, 1976). Recientemente, el Prof. Alexander Idnurm
de la Universidad de Missouri-Kansas City propuso la localizacion de este gen (Tagua et al.,
2012) por su ligamiento con los genes madl (Campuzano et al., 1990), carBy carRA
(Roncero y Cerda-Olmedo, 1982; Campuzano et al., 1995) en una pequena region del
genoma Yy su identificacion con uno de los genes presuntos que en ella se encuentran. La
secuenciacion de varios mutantes carS confirmo esta propuesta (Tagua et al., 2012). En
todas las secuencias se encontro una sola sustitucion de un nucleétido por otro, como suele
ser el caso de las mutaciones inducidas por N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina.
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También se comprobé que el fenotipo y el cambio de secuencia se mantienen unidos

en los descendientes del ciclo sexual.
Dos mutaciones causan la terminacion prematura de la traduccion a proteina (Gln143

a fin, Glnaee a fin) y cuatro el cambio de un aminoacido por otro (Sers33 a Leu, Hisgo a Erg,
Glu1sp a Lis, Pro1gg a Ser). Estas secuencias fueron obtenidas por el Prof. Luis M.
Corrochano y el Dr. Victor G. Tagua, de este mismo Departamento, y el Prof. Arturo P.
Eslava y el Lic. Raul Martin Dominguez, de la Universidad de Salamanca.
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Figura 22 Cladograma de oxigenasas que cortan carotenoides, enzimas CarS y AcaA de
Phycomyces y secuencias similares de los Mucorales Rhizopus, Mucor y Blakeslea. LCD,
dioxigenasa de licopeno; BCO y CarX, oxigenasas de caroteno 3; CCD, dioxigenasa de carotenoides;
NCED, dioxigenasa de 9-cis epoxicarotenoides; Cao2 y CarT, oxigenasas de toruleno; ACO, oxigenasa
de apocarotenoides; Caol, oxigenasa de estilbenos; LSD, dioxigenasa de lignoestilbenos; y RPEG5,
proteina de 65 kDa del epitelio pigmentario de la retina. Todas, menos RPE65, cortan los sustratos

indicados.

La comparacion de la secuencia predicha de la proteina CarS con la de varias
oxigenasas funcionales que cortan caroteno B de diversos organismos (Fig. 23) demostrd
que ninguno de los cuatro cambios afecta a los aminoacidos considerados mas importantes
para la funcion de las oxigenasas (Poliakov et al., 2005; Redmond et al., 2005; Takahashi et

al., 2005).
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Arabidopsis ----—- MKN----VANTSVLKWAE-RLLCL-WIGGEPYEIESGSM-—--D- —i{VGRFNVENNGCE--— 225
*
Phycomyces  TYGHVNDK-LQGQOLCAR-------- HOYWEETDEYVNFT--VRLGPIPSF-QSHTLGP---YLPTPP 256
Homo  -——-——--- YVAVNLATE--—--—-— PHYWEAGNVLNM-—--- GTSIVEKGKTKM-VIF--KIPATVP 206
Fusarium SOAGSDDSPFGGSGIFEFMKEWT TGEPKVIEPVTGEMLL -~ —————— YHNTFMPPM-VHCS--VL-—--P 272
Arabidopsis ----SCDDDDSSDRDLE--—---- DIWETAADLLKPILQGVFKMPPKRFLSHMKVDGRRKRLLTVT 280
*
Phycomyces  GSKEKMPABOVRLHE---PIYRHWGAWRTLEPLKPAYIEISFSMTKNY IVPNFPY-YYSFGGMSAL-Y 319
Homo EGKKQGKS|FWKHTEVFCSIPSRSMLS-—----—- PSYYEISFGVTENYVMFLEQPFRLDILK-M-ATAY 264
Fusarium HR-WVNQPVLGVSGARMMEIDFGASRSHTMIMDLPLSLDPLNTMK---G 325
Arabidopsis CNAEDMLI)FRSNFTFCEYDSEFKMIQTKEFKIDDHMMIEDWAFTDTHYMLFANRVKLNPIGSTAAMCG 348
*
Phycomyces  —--YSCEWQTFYWDETRPTL----FHVVD-BINT-GRHYATYDA-DPCFS SSEAWDEEVDLP GGKE 378
Homo IRRMSWSCLAFHREEK-TY I---—-HIIDQR-TR-QOPWYOTKFY TDAMVVEIIH HAY—EE—D—— CIVF 322
Fusarium ~KEVVIN D--PT-KPSRF-GVFPRHLP-SS\YRWFHT-APCCI TAHTWD—SQSSE ELSV 378
Arabidopsis MSPMVSELSLNPSNESSPIYILPRFSDKYS GGRDWRYPVEVS-SQLWLIJISGAY -ETREDNEDLKI 415
carS43
Phycomyces  RVIYMDYCVYENTDIVDASFDLGKTPTGFDASKVEPARFKIKRHTDDKKDNSISHJOLRRYRLGNVPV 445
Homo DVIAYEDNSLYQLFYLA-—=—————————————— o NLNODFKENSRLTEVPTLRRFAVPLH 364
Fusarium NLLACRMTSSTLVYTAGNIRPPVRSRCTQARVWSDEREETACRYKEAPALESPGEETG-LADYF-PIT 443
Arabidopsis Q-IQASACSYRWFDFQK-—————=—=———————————————— MFGYDWQSNKLDESVMNLNRGDDKLL 456
*
Phycomyces  SSNAPETSRWSPKGITGLLSGIFDFNKRRFASY-TVLGSDIBLERFNSNFNLRKYRFVW--GVCEEKH 511
Homo VDKNAEVGTNLIKV-ASTTATALKEEDGQYYCQPEFLYEGLIALIFZRVNYAHNGKQYRMVFATGVOWEPT 430
Fusarium AESDDYDQCRLYY----YEFDLAMESRNHYKSQWALSAT PFIAFlFSVRPDREMQEARMT YGCSTSTECF 508
Arabidopsis PHLVKVSMT-L-------- DSTGNCNSCDJEPLN-GWNKPSHFIZV INSSWSGKKNKMMY -~ SAASEGT 512
*
Phycomyces  APSYASGAVVNGLIXLE---#DK------ PRLCKNTEEGSSA-——————————-—— KIWDEPGCSCSE 556
Homo PT-———————- KITIY——T-———————| KSSLKW-R-———=———————————————— EDDCWPAIY 458
Fusarium GVALGRADKVDLLVRMBEAKTHTORGKKMNANS T TGCVDRRSVCETLQEQRKDDPTYTFRLPPNHYAQ 576
Arabidopsis RSELPHF-PFDMVVEFR-——DSN---LVRBWSTGA-~RR-——————————————————————— FVGl 548
Phycomyces (AHP---EQRABINEVLISTVN--—-——— TTTPDGKESCFIL ATMVE--VGRTTHGAFT-- 609
Homo PAP—--GAKDIMINEY I, SAT————————— VSTDPQKLPFMLMLNAKSFTE-—— -~~~ RASVD 507
Fusarium PRA---CSTEMNeYT,1FYVFDESQLLPSGDCPPSAT SEMWBMLINAKNMR DVVA -KVRIBPORV -~ 637
Arabidopsis PKNSVEEGEEIMIMNeY TVVVE———————-—— YAVSVERCYWVMLINAKK IGESDAVVSRIMEVPRNL 605
*
Phycomyces ———AMTIEESFVDTNGKGVAVN -~ ——————— === ——————————————— 628
Homo VDMHMDLE(ELF I TDMDWDTKKQAASEEQRDRASDCHGAPLT————=——=—=——————————— 547
Fusarium -—-PYGLEETWFSSQDIESQRSVESLRSLEVVORKKEEWVNSGGQTRKSWMVLREKLEKAVG 696
Arabidopsis —TFPMGFJELWASD————————— == oo 618

Figura 23 Mutaciones en la proteina CarS de Phycomyces. Las sustituciones y terminaciones (X) se
muestran sobre la secuencia de CarS seguidas del correspondiente alelo. La secuencia predicha de la
proteina CarS se compard con las de oxigenasas que cortan caroteno 3 de un hongo (CarX de Fusarium
fujikuroi), un mamifero (BCO1 de Homo sapiens) y una planta (CCD7 de Arabidopsis thaliana). Las
cuatro histidinas y los tres glutamatos o aspartatos considerados esenciales para la actividad enzimatica se
sefialan con asteriscos. Los amino4cidos compartidos por las cuatro secuencias se marcan en negro. Los
compartidos por al menos tres secuencias aparecen en negritas.
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Parte Il

Carencia de apocarotenoides en mutantes carS

de Phycomyces

50



2.1 Introduccion

La obtencion de estirpes mutantes de la carotenogénesis, las mutantes car
(Heisenberg y Cerda-Olmedo, 1968; Meissner y Delbriick, 1968; Ootaki et al., 1973),
permitio identificar y caracterizar los genes estructurales carRA y carBy los presuntos
reguladores carC, carD, carE, carF, carly carS (ver pag. 14). Las mutantes car se
clasifican, segln el color del micelio, en cuatro fenotipos. Las mutantes blancas afectadas
en el gen carB acumulan grandes cantidades de fitoeno y las afectadas en el dominio A del
gen bifuncional carRA producen trazas de caroteno . Las mutantes rojas estan afectadas
en el dominio R del gen carRA y acumulan grandes cantidades de licopeno. Las mutantes
muy amarillas estan afectadas en los genes carS, carD o carF y acumulan grandes
cantidades de caroteno . Hay mutantes de color amarillo claro afectadas en el gen carC,
que producen menos caroteno B y son insensibles parcialmente a la estimulacion por la luz.
Otras mutantes de color amarillo, casi iguales al tipo silvestre, son insensibles a productos
quimicos, como el retinol y el ftalato de dimetilo. Dos de estas se han caracterizado: una
define el gen carl y otra ha sido asignada al dominio A del gen carRA.

Las mutantes car también estan afectadas en el desarrollo sexual (Bergman et al.,
1969). La mayoria son incapaces de estimular sexualmente a estirpes de sexo opuesto,
pero son estimuladas por ellas (Sutter, 1975).

En la Parte | de esta Tesis se describid la identificacion del gen carS$ con la
secuencia 79747 del genoma de Phycomyces, la actividad de la proteina correspondiente
como la oxigenasa de caroteno B que cataliza el primer paso en la biosintesis de los
trisporoides y la presencia de cambios de nucledtidos en esa secuencia de todos los
mutantes car$ investigados.

En esta Parte, estudiamos el contenido de apocarotenoides de estirpes silvestres y
mutantes carS. Los apocarotenoides involucrados en el desarrollo sexual se estudiaran en
la Parte siguiente; aqui solo se analizan los de cultivos separados.

Nuestro estudio de los apocarotenoides versa sobre el extracto del medio de cultivo
de cinco dias de edad que se obtiene por congelacion, descongelacion y presion sobre el
agar. Se analizaron los extractos de tres cultivos de estirpes silvestres, dos de estirpes
mutantes carB, dos de estirpes mutantes carR y siete de estirpes mutantes cars.
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2.2 Resultados

2.2.1 Absorbancia atribuida a apocarotenoides

La estirpe C5, genotipo carB10 (—), acumula fitoeno, pero no lo metaboliza a
licopeno o caroteno B3, por lo que carece de apocarotenoides (Polaino et al., 2012). Su
medio de cultivo contenia trazas de fitoeno que presumiblemente se liberaron por ruptura
accidental de hifas.

Los apocarotenoides del silvestre se hicieron notar por la absorbancia entre 270 nhm
y 330 nm de sus medios de cultivo, mayor que en las mutantes carB. Esta indicacion
sencilla y medible de la presencia de apocarotenoides (Polaino et al., 2012) nos anuncio
que las mutantes carS no los producen (Fig. 24).

5
=
S
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=
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L4
=
=<

carS180 {-)

0,5 p= carS43 (+)

carB10 (-)

250 300 350

Longitud de onda (nm)
Figura 24 Comparacion de espectros de absorcion de los medios de cultivo de estirpes silvestres
y mutantes. Estirpes silvestres NRRL1554, (+), y NRRL1555, (—), y mutantes C5, carB10 (—),

M1, carS43 (+), y S324, carS180 (—). Para facilitar las comparaciones de la distribucién espectral,
las absorciones se corrigieron linealmente de modo que todos los espectros tengan el mismo maximo.
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2.2.2 Extraccion y fraccionamiento de apocarotenoides

De los extractos de los medios de cultivo se obtuvieron dos fracciones, una neutra 'y
otra acida. La fraccion neutra se obtuvo primero, ajustando el extracto a pH 8 con KOH y
extrayendo los compuestos neutros con acetato de etilo. El extracto restante se ajusto a
pH 2 con HCl y se extrajeron los compuestos con acetato de etilo. Ambas fracciones se
analizaron por cromatografia liquida.

Se consideraron en principio como apocarotenoides los compuestos que no se
detectan en los extractos de mutantes carB (Polaino et al., 2010) y carR que carecen de
caroteno B, porque los apocarotenoides de Phycomyces derivan de este pigmento
(Austin et al., 1969; 1970).

La ruptura del caroteno 3 en Phycomyces genera tres productos que dan lugar a tres
familias de apocarotenoides: ciclofarnesoides, Cis; trisporoides, Cqs; y metilhexanoides, Cs
(Polaino et al., 2010; 2012). De esta manera, los compuestos detectados se nombraron
anteponiendo las letras C, ciclofarnesoides; T, trisporoides; M, metilhexanoides; y X,
compuestos no identificados. A cada una sigue otra letra “a”, fraccion acida, o “n”,
fraccion neutra, y el tiempo de retencion en decenas de segundos (Polaino et al., 2012).

Los cromatogramas de las fracciones neutra y acida de los cultivos de estirpes
silvestres fueron parecidos, mientras que los de las mutantes fueron muy diferentes
(Fig. 25y 26). Varios compuestos desaparecieron o se redujeron en las mutantes. Uno de
los picos que eluye al principio de los cromatogramas del extracto acido de algunas estirpes
mutantes llamo la atencién por su magnitud, comparable a la de las estirpes silvestres
(Fig. 26).

Los compuestos que se observaron en los cromatogramas de las estirpes mutantes
carB no son derivados de caroteno B porque estas mutantes carecen de este pigmento. Los
compuestos que se observaron en los cromatogramas de algunas estirpes mutantes carR y
carS podrian ser apocarotenoides, si esas estirpes son rezumantes.

Las estirpes silvestres y algunas mutantes produjeron el compuesto Cn115
(Amax=303+2,5 nm; tr=18,9+0,5 min), un apocarotenoide que usamos como testigo de
velocidad en la separacion cromatografica de los compuestos neutros. Todas las estirpes
produjeron una pequena cantidad de un compuesto, Xa160 (Anax=278+0,25 nm;
tr=26,5+0,03 min) que no es un apocarotenoide, pero sirve como testigo de velocidad en la
separacion cromatografica de los compuestos acidos. Otro compuesto, Xa80
(Amax=282,5+0,5 nm; tr=13,29+2,15min), llamo la atencion por encontrarse en las estirpes
silvestres y en las mutantes carB (+) y carR (+). Ambos compuestos podrian ser derivados
del fitoeno o compuestos no relacionados con los carotenos.
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Absorbancia a 328 nm, I 3 miliunidades

Tiempo de retencion (min)

Cnll5 Cnll5
l N(+) -
AR carB10(-)
carR21(-)
carB10 (+) carS42 (-)
| NN —— e
car§98 (-)
carR21 (+) ___A—.,—-—-—-—_—I-AM
L N carS153 (-)
carS42 (+)
carS179(-)
PR M—N
_A _—
carS43 &) cars180 (- )
|~ A
1 1 1 L L 1
18 20 22 24 26 18 20 22 24 26

Tiempo de retencion (min)

Figura 25 Fraccionamiento cromatogréafico de compuestos del extracto neutro de cultivos de
estirpes silvestres y mutantes.

Panel izquierdo. Estirpes silvestres
NRRL1554, (+), y A56, (+), que comparte
con NRRL1555 (—) la mayoria de su genoma
(isogénica); y mutantes S342, carB10 (+),
S179, carR21 (+), S276, carS42 (+),y

M1, carS43 (+).
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Panel derecho. Estirpe silvestre

NRRL1555, (—), y mutantes C5, carB10 (—),

C9, carR21 (—), C115, carS42 (—),
S100, carS98 (—), S178, carS153 (—),
S303, carS179 (—), y S324, carS180 (—).
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Figura 26 Fraccionamiento cromatografico de compuestos del extracto acido de cultivos de
estirpes silvestres y mutantes. Se muestran las mismas estirpes que en la Figura 25.

55



2.2.3 Cuantificacion e identificacion de apocarotenoides

Los analisis completos de los apocarotenoides en las estirpes silvestres y mutantes
pueden consultarse en el Material Suplementario. Muchos de los compuestos eran escasos y
a veces dificilmente detectables, por lo que no han sido tenidos en cuenta. Los mas
abundantes han sido estimados a través de la integral de la absorcion y el tiempo de
retencion en el cromatograma, expresada en AU s (unidades de absorcidn x segundos). Las
variaciones de un analisis a otro fueron considerables. Para una mejor comprension, hemos
preparado una Tabla semicuantitativa. Algunos compuestos se identificaron
tentativamente por su espectro de absorcion y tiempo de retencién reportados (Polaino et
al., 2010; 2012; Barrero et al., 2012) y otros por la comparacion de su masa molecular
estimada con la de los correspondientes iones moleculares detectados por espectrometria
de masas (Prof. A. F. Barrero y col., comunicacion personal). Los compuestos desconocidos
con Amax<300 nm se consideraron ciclofarnesoides presuntos y los de Ama>300 nm se
consideraron trisporoides presuntos porque la absorcién depende de la longitud del
cromoforo (ver pag. 14). La identificacion definitiva de todos los compuestos esta en curso
por el Grupo de Quimica Organica del Prof. A. F. Barrero.

Presentamos los resultados de doce apocarotenoides de las estirpes silvestres
(Tabla 1). Siete de ellos eran bien conocidos (Fig. 27) y se encontraron en las tres estirpes
silvestres en concentraciones similares, entre ellos estan los cuatro mas abundantes, Ma26,
Cn113, Cn122 y Cn123. La estructura de Tn145 debe considerarse provisional; este solo se
encontro en la estirpe silvestre (—) y en muy pequena concentracion. Otros cuatro
compuestos, también poco abundantes, permanecen sin identificar; sus caracteristicas se
muestran en la Figura 28 y sugieren que son presuntos ciclofarnesoides.

Varios mutantes contenian algunos apocarotenoides, usualmente en pequeia
concentracion. Deben considerarse rezumantes o hipomorfos para la actividad enzimatica
afectada. Ninguno de ellos contenia apocarotenoides distintos de los detectados en las
estirpes silvestres.

Tres de las estirpes mutantes, C5, S342 y S178, carecian por completo de
apocarotenoides y deben considerarse nulimorfas. Son las mas Utiles para investigaciones
posteriores. Llamo la atencién la mutacion carR21, que produce un bloqueo casi completo
en el sexo (—), pero es muy rezumante en el (+).
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Figura 27 Estructuras de apocarotenoides de los cultivos de estirpes silvestres. El Ma26 y su isomero,
los metilhexanoides; Cn113, un apocarotenoide heterociclico; Cn115, la apotrisporina E; Cn122 y su
isdmero Cn123, los apocarotenoides trientridlicos; Tn145, el presunto trisporol B; Tn153, trisporina B; y
Tn154, la B-apo-13-carotenona. Los apocarotenoides Ma26, Cn113, Cnl115, Cn122 y Cn123 se han
corroborado por espectrometra de masas (Prof. A.F. Barrero y col., comunicacién personal). La

trisporina B se detecto en dos de seis observaciones de nuestro analisis, pero en muy poca cantidad.

XCn80 Cn9%6 XCn104 XCnl126
240 340 220 320 240 340 240 340
Aanax (nm) 286+1,2 24910,7 282106 280+0,48
t (min) 13,4+0,1 15,740,1 17,3+0,0 21,040,0

Figura 28 Otros apocarotenoides detectados en los cultivos de estirpes silvestres y mutantes. Amax,
longitud de onda de méxima absorcion, y t, tiempo de retencién. Cada valor representa la media y su
desviacion tipica en 2-6 mediciones de 1-3 experimentos independientes. El compuesto Cn96 es un
isdmero de Cn113 que se corrobord espectrometria de masas (Prof. A.F. Barrero y col., comunicacion
personal).
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Apocarotenoides en el desarrollo sexual de Phycomyces
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3.1 Introduccion

El desarrollo sexual de Phycomyces y muchos Mucorales inicia por el contacto de
micelios de sexos opuestos cuya interaccion modifica las puntas de las hifas, y las convierte
en cigoforos, y estimula la sintesis de caroteno B (carotenogénesis sexual). Ambas
respuestas son mediadas por el intercambio de apocarotenoides cuya biosintesis requiere la
cooperacion de ambas estirpes (ver pag. 25). El medio de cultivo de Phycomyces y otros
Mucorales contiene muchos apocarotenoides, entre los cuales se encuentran los acidos
trispdricos y otros apocarotenoides. Algunos de ellos se proponen como las sefales que
inducen el desarrollo de cigdéforos y otros como apocarotenoides especificos de un tipo
sexual (ver pag. 23). En la parte | de esta Tesis se demostré que la ruptura del caroteno 3
da lugar a los precursores de los acidos trisporicos y otros trisporoides.

Muchas de las estirpes mutantes car estan afectadas en el desarrollo sexual
(Bergman et al., 1969). La mayoria desarrolla cigéforos, pero no entra en el ciclo sexual ni
estimula la formacion de estas estructuras en sus parejas (Sutter, 1975). Las estirpes
mutantes carA desarrollan algunas cigosporas en cultivos con la silvestre. Las estirpes
mutantes carB (Fig. 29) y carR solo desarrollan cigéforos en cultivos con las silvestres. Las
estirpes mutantes carS muestran distintas conductas sexuales, pero no completan el
desarrollo sexual. Una estirpe carS (—) inicia el desarrollo de progametangios en cultivos
mixtos con la silvestre e induce el desarrollo de cigoforos en otra carS (+). Esta estirpe
carS (+) desarrolla cigéforos en cultivos con la silvestre o con una mutante carA (—), pero
no con las carB (—) ni carR (—). La carotenogénesis sexual también ocurre en estos cultivos
(Sutter, 1975). Las hifas de las estirpes carS y carR intensifican su coloracion amarilla y
roja, respectivamente. En la Parte Il de esta Tesis se reportaron los apocarotenoides
contenidos en el medio del cultivo separado de estirpes silvestres y se demostré que las
mutantes car carecen de estos compuestos o los producen en poca cantidad si son
rezumantes.

El analisis de los apocarotenoides producidos por la interaccion de micelios de sexos
opuestos de las estirpes silvestres con los de estirpes mutantes car podria identificar los
apocarotenoides especificos de un tipo sexual.

En esta Parte, nos propusimos estudiar el contenido de apocarotenoides de los
cultivos mixtos de estirpes silvestres y varios mutantes car. Nuestro estudio versa sobre el
extracto del medio de cultivo de cinco dias de edad que se obtiene por congelacion,
descongelacion y presion sobre el agar, como en la Parte Il de esta Tesis. A esa edad los
cultivos casi han alcanzado la diferenciacion sexual.

Se analizaron los extractos de cultivos mixtos con 26 combinaciones de estirpes
silvestres y mutantes carB, carR y carS. Dos de ellas implicaban dos estirpes silvestres;
ocho, dos estirpes mutantes; y diez y seis, una estirpe silvestre y otra mutante.

En este trabajo hemos contado con la colaboracion de los Profesores A.F. Barrero y
M. Mar Herrador, de la Universidad de Granada.
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Hifas de la estirpe mutante de sexo {+)

Hifas de la estirpe silvestre de sexo {—)

Figura 29 Comportamiento de un mutante car en la interaccion sexual con una estirpe silvestre.
Las hifas de la estirpe mutante S342, genotipo carB10 (+), desarrollan cigéforos pero no inducen el
desarrollo de estas estructuras en la estirpe silvestre NRRL1555 (—). Fotografia de D. Pérez de
Camino.

3.2 Resultados

3.2.1 Absorbancia atribuida a apocarotenoides

Los medios de cultivo de estirpes silvestres absorbieron radiacion ultravioleta mucho
mas que los de mutantes carB10 (Fig. 30, Panel | y IlI). Atribuimos este incremento a los
apocarotenoides. Las mutantes carB carecen de caroteno 3, pero su medio de cultivo
puede contener pequefas cantidades de fitoeno que contribuyen a la absorcion.

El incremento en la absorcion ultravioleta fue relativamente grande en los cultivos
de estirpes silvestres, mucho menos en los de una estirpe silvestre y otra mutante, y muy
escaso en los de estirpes mutantes.

El cultivo mixto de estirpes mutantes carB10 absorbié menos entre 270-300 nm que
los de otras mutantes (Fig. 30, Panel | y Il). La diferencia se puede atribuir a que los
mutantes carR y carS sintetizaron pequenas cantidades de apocarotenoides que absorben a
esas longitudes de onda y aumentaron por la interaccion sexual.

61



Absorbancia

II

Absorbancia

1,5

0,5

1,5 p=

0,5

) x (=)

carR21 (+) x ()
(t) XxcarR21 (-)

..................... _ carR21 (1) X carR21 (=)

250 300 350 400

Longitud de onda (nm)

) x ()

carS42 (H) x (=)

) X carS42 (-)
carS42 (t) X carS42 (-)
carB10 (+) X carB10 {-)

| | | e e —
250 300 350 400

Longitud de onda (nm)

Figura 30 Comparacion de espectros de absorcion de los medios de cultivos de estirpes silvestres

y mutantes. Panel I, mutantes carR y Panel I, mutantes carS. Estirpes silvestres NRRL1554, (+), y

NRRL1555, (-); y mutantes S342, carB10 (+), C5, carB10 (—), S179, carR21 (+), C9, carR21 (-),

S276, carS42 (+), y C115, carS42 (—). Las absorbancias maximas se igualaron para facilitar las
comparaciones de la distribucion espectral.
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La absorcion ultravioleta (Tabla 2) permitio estimar el contenido relativo de los
apocarotenoides que absorben a 328 nm (Polaino et al., 2012) en los medios de cultivo.
Destacaron las abundancias estimadas para los cultivos mixtos de las estirpes silvestres.
También fueron notables las de mutantes carB10 (+), carR21 (+) y carS42 (—) con las
silvestres de sexo opuesto.

Tabla 2 Estimacion del contenido de apocarotenoides en los medios de cultivos mixtos
de estirpes silvestres y mutantes.

Absorcién relativa a 260 nmy 328 nm

-) Silvestre carB10 carR21 carS42 carS153 carS179 carS180

+)

Silvestre 66,5 1,0 3,5 8,8 2,6 3,7 2,2
Isogénica 60,9 1,0 2,0 4,9 1,7 0,6 1,1
carB10 114 0,1 — — — — —
carR21 11,2 — 0,6 — — — —
carS42 5,8 — — -0,3 -0,2 — -15
carS43 4,6 — — 0,1 0,7 2,9 —

Los valores son 100 (B - 0,05 A), donde B es la absorbancia a 328 nm y A, la absorbancia
maxima (proxima a 260 nm). Cada valor representa la media en 2-6 mediciones de 1-3
experimentos independientes. —, no determinado. Estirpes silvestres NRRL1554, (+),
A56, (+) isogénica, y NRRL1555, (—); y mutantes S342, carB10 (+), C5, carB10 (—),
S179, carR21 (+), C9, carR21 (—), S276, carS42 (+), C115, carS42 (—), M1, carS43 (+),
S100, carS98 (—), S178, carS153 (—), S303, carS179 (—), y S324, carS180 (—).
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3.2.2 Extraccién y fraccionamiento de apocarotenoides

Como en la Parte Il de esta Tesis, de los extractos de los medios de cultivo se
obtuvieron dos fracciones, una neutra y otra acida, que se analizaron por cromatografia
liquida. Se consideraron apocarotenoides todos los compuestos que no se detectan en los
cultivos de mutantes carB10 (Polaino et al., 2010) y se hombraron como antes (ver
pag. 53).

En la fraccion acida del medio de cultivo predominan compuestos oxigenados que
fueron abundantes en las estirpes silvestres, pero escasos o ausentes en los mutantes
(Fig. 31). Se observaron pequenas diferencias entre los cultivos de la estirpe patron,
NRRL1555, de sexo (—), y dos estirpes (+) que difieren en el fondo genético: A56 se parece
a la estirpe patrén porque deriva de una larga serie de cruzamientos con ella, mientras que
NRRL1554 es una estirpe muy diferente aislada de la naturaleza.

Los compuestos que se observaron en el cromatograma de las estirpes mutantes
carB no son derivados de caroteno B porque estos mutantes carecen de este pigmento, pero
podrian ser derivados del fitoeno o compuestos no relacionados con los carotenos como el
acido galico o el protocatético (Barrero et al., 1996).

En todos los medios se detecto el compuesto Xa160 (ver pag. 53), que no es un
apocarotenoide, pero sirve de control de velocidad en la separacion cromatografica de los
compuestos acidos. El compuesto Xa80 (ver pag. 53), que tampoco es un apocarotenoide,
se detectd en muchos cultivos separados (Parte Il de esta Tesis) y mixtos, pero
sorprendentemente no en los cultivos mixtos de las estirpes silvestres.

En la fraccion neutra del medio de cultivo predominaron compuestos menos polares
que fueron abundantes en las estirpes silvestres, pero ausentes en los mutantes carB, carR
y en muchos carS (Fig. 32). Se observaron pequefas diferencias entre los cultivos de
estirpes silvestres.

Los compuestos detectados en las estirpes mutantes carR, al parecer muy
minoritariamente, podrian derivar del licopeno abundante en esas estirpes o del
caroteno B, porque la mutacién carR21 (+) es rezumante (Parte Il de esta Tesis). Los
compuestos que se observaron en los cromatogramas de las estirpes carS son
presumiblemente apocarotenoides porque la mayoria de estas estirpes son rezumantes
(Parte Il de esta Tesis).

En la mayoria de los extractos se detecto el apocarotenoide Cn115 que sirve de
control de velocidad en la separacion cromatografica de los compuestos neutros.

Los apocarotenoides de los cultivos mixtos de una estirpe silvestre y otra mutante
proceden del caroteno B de la silvestre, excepto por la pequefa cantidad que pueda ser
aportada por estirpes mutantes rezumantes. Ademas, estas estirpes pueden aportar sus
propias enzimas a los pasos posteriores.
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Figura 31
Fraccionamiento
cromatografico de
apocarotenoides del
extracto acido del medio
de cultivo de estirpes
silvestres y mutantes.
Estirpes silvestres:
A56, A (+);
NRRL1554, N (+); y
NRRL1555, (—).
Mutantes:

S342, carB (+);

C5, carB10 (—);
S179, carR21 (+);
C9, carR21 (—);
S276, carS42 (+);
C115, carS42 (—);
M1, carS43 (+);
S178, carS153 (—);
S303, carS179 (—); y
S324, carS180 (—).
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Figura 31 (continuacion). Fraccionamiento cromatografico de apocarotenoides del extracto
&cido del medio de cultivo de estirpes silvestres y mutantes.
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Figura 31 (conclusion). Fraccionamiento cromatografico de apocarotenoides del extracto acido
del medio de cultivo de estirpes silvestres y mutantes.
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Figura 32 Fraccionamiento cromatografico de apocarotenoides del extracto neutro de cultivos
mixtos de estirpes silvestres y mutantes. Se usaron las mismas estirpes que en la Figura 31.
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Figura 32 (conclusién). Fraccionamiento cromatogréafico de apocarotenoides del extracto neutro
de cultivos mixtos de estirpes silvestres y mutantes.

3.2.3 Cuantificacion e identificacion de apocarotenoides

Los cultivos mixtos contenian muchos mas compuestos que los separados y casi
siempre en concentraciones mayores. Las razones dadas en la pag. 56 nos llevaron también
a la preparacion de Tablas semicuantitativas. Los analisis completos de los
apocarotenoides en los 26 cultivos mixtos de estirpes silvestres y mutantes pueden
consultarse en el Material Suplementario. Como en la Parte Il, algunos compuestos se
identificaron tentativamente por su espectro de absorcion y tiempo de retencion
reportados (Polaino et al., 2010; 2012; Barrero et al., 2012) y otros por espectrometria de
masas (Prof. A. F. Barrero y col., comunicacion personal). La identificacion del resto de los
compuestos esta en curso.

Presentamos los resultados de 32 apocarotenoides detectados en los distintos
cultivos mixtos: 6 en extractos acidos (Tabla 3) y 26 en neutros (Tablas 4y 5). Los mas
abundantes son los ciclofarnesoides Cn113, Cn115, Cn122 y Cn123. Las estructuras
atribuidas a Ta116, Tn135, Tn137 y Tn145 deben considerarse provisionales (Figuras 27 y
33). Los acidos trisporicos solo se detectaron en cultivos mixtos. Eran muy abundantes en
los cultivos de dos estirpes silvestres, como era de esperar, pero en los de una estirpe
silvestre y otra mutante eran poco abundantes o indetectables. Los acidos trisporicos no se
detectaron en los cultivos mixtos de una estirpe carS no rezumante, pero si en los de las
carB no rezumantes. El resto de apocarotenoides y otros ocho compuestos (Fig. 34)
permanecen sin identificar, pero sus espectros de absorcion permiten clasificarlos en
presuntos ciclofarnesoides y presuntos trisporoides.

Los apocarotenoides XCn117 y Cn136 no se encontraron en las estirpes silvestres si
no en cultivos mixtos de una estirpe silvestre y otra mutante carS. El apocarotenoide Xn80
fue exclusivo de cultivos separados de dos estirpes silvestres.

Los cultivos mixtos de la estirpe silvestre A56 (+) con cualquier estirpe (—) dieron
resultados parecidos a los de la estirpe NRRL1554 (+) con la misma estirpe (—). Eso indica
que las diferencias de fondo genético no tuvieron un papel preponderante en los
resultados.

Los apocarotenoides Ma26 y su isomero (Fig. 27), que son mucho mas abundantes en
cultivos mixtos que en separados (Polaino et al., 2010), no se separaron bien con el método
de fraccionamiento cromatografico seguido (Fig. 31) y su estimacion fue poco precisa. Los
apocarotenoides Xa81, Xn118, Xn142 y Xn147, que ya habian sido detectados en el medio
de cultivo de Phycomyces (Polaino et al., 2012), no se encontraron en nuestro analisis.

Los cultivos mixtos de dos estirpes mutantes rezumantes contenian algunos
apocarotenoides, usualmente en poca cantidad, que se detectaron en los cultivos mixtos de
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dos estirpes silvestres. El cultivo mixto de las estirpes carR contenia varios compuestos que
se consideraron presuntos apolicopenoides (Material Suplementario).

Tabla 3
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Tabla 4
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Tabla 5
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Figura 33 Estructuras probables de apocarotenoides de los cultivos mixtos de estirpes silvestres
y mutantes. Ta91, &cido trisporico E; Ta96, &cido trispdrico D; Tal02, 109, (92) y (9E) &cido
trispérico C; Tall6, acido trisporico A presunto; Tnl35, 137, (9E) y (92) metiltrisporato E presunto;
Tn136, trisporol D; Tn138, trisporol C; y Tn144, metiltrisporato C. Los apocatenoides Ta91, Ta96,
Tal02, Tal09, Tn136, Tn138 y Tnl44 se corroboraron por espectrometria de masas (Prof. A.F.
Barrero y col., comunicacion personal). El &cido trispdrico B no se detectd en los analisis.

XTals0 XTn98 XCn9%9
240 400 240 400 250 420
Amax (NmM) 332+1,2 352+0,81 292+1,8
t(min) 25,0+0,05 16,3+0,09 16,6+0,07
XTnlo06 XTn112 XCnl17
240 420 250 420 250 420
Amax (NmM) 334+1,74 335+1,15 265+0,14
t (min) 17,7+0,13 18,7+0,06 19,6+0,12
"1
Cnl3e6 Cn138
250 420 250 420
Amax (NmM) 289+1,02 280+1,42
t (min) 22,740,02 22,9+0,22
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Figura 34 Otros apocarotenoides detectados en los cultivos mixtos de estirpes silvestres y
mutantes. Amax, longitud de onda de maxima absorcion, y t, tiempo de retencién. Cada valor
representa la media y su desviacion tipica en 2-6 mediciones de 1-3 experimentos independientes. Los
compuestos Cn136 y Cn138 se corroboraron por espectrometria de masas (Prof. A.F. Barrero y col.,
comunicacién personal).

3.2.4 Comparaciones analiticas por grupos de apocarotenoides

Los acidos trisporicos solo se encontraron en cultivos mixtos. Para estimar la
contribucion de cada estirpe se considero la absorbancia en el cromatograma (AU s) de los
apocarotenoides en los distintos cultivos (Material Suplementario). Estos se clasificaron en
seis grupos: el acido Ma26; los acidos trisporicos y el compuesto XTa150; los
monociclofarnesoides Cn113, Cn122 y Cn123; el resto de compuestos neutros detectados a
280 nm; el monociclofarnesoide Cn115; y el resto de compuestos neutros detectados a
328 nm. Para cada grupo se calculé el efecto de la estimulacion sexual y el dano
ocasionado por la mutacion (Tabla 6 y Fig. 35).

Los cultivos de una estirpe silvestre y otra mutante dieron valores similares del
acido Ma26; no se diferenciaron mucho segln las mutaciones ni segin la mutacién esté en
un sexo o en otro. Las parejas de estirpes silvestres acumularon ocho veces mas acido
Ma26 que las parejas de una estirpe silvestre y otra mutante. Las mediciones del acido
Ma26 en los cultivos separados probablemente se sobrestimaron porque el pico de este
compuesto se solapo al principio del perfil cromatografico con otros que tienen espectros
de absorcion parecidos.

Los cultivos mixtos de las estirpes mutantes carB10y carR21 con la silvestre (—)
tuvieron bastantes acidos trisporicos. No debe ser ruido experimental porque lo mismo
ocurre con la estirpe carS42 en analisis independientes. Los otros dos grupos de cultivos
mixtos de mutantes tuvieron muy pocos acidos trisporicos.

Los cultivos mixtos de las estirpes silvestres acumularon de siete a doce veces mas
Cn113, Cn122 y Cn123 que los cultivos de una estirpe silvestre y otra mutante. Los cultivos
mixtos de las estirpes mutantes carB10 y carR21 con la silvestre (—) dieron valores mas
altos que todos los demas cultivos de una estirpe silvestre y otra mutante. La estimulacion
sexual de la sintesis de estos apocarotenoides fue baja; las estirpes silvestres acumularon
siete veces mas Cn113, Cn122 y Cn123 en cultivos mixtos que en los separados.

Los cultivos mixtos de estirpes silvestres acumularon al menos siete veces mas
apocarotenoides neutros (sin Cn113, Cn122 y Cn123) que los de una estirpe silvestre y otra
mutante. Los cultivos mixtos de las estirpes mutantes carB10y carR21 con la silvestre (—)
dieron valores mas altos que con cualquier otro cultivo de una estirpe silvestre y otra
mutante. La estimulacion sexual de la sintesis de estos apocarotenoides no fue muy alta
porque las estirpes silvestres acumularon 13 veces mas apocarotenoides neutros en cultivos
mixtos que en los separados.
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Los cultivos mixtos de estirpes silvestres acumularon ocho veces mas Cn115 que los
de una estirpe silvestre y otra mutante, pero estos cultivos dan valores muy heterogéneos.
Los cultivos mixtos de las estirpes mutantes carB10y carR21 con la silvestre (—) dieron
valores mas altos de Cn115 que con cualquier otro cultivo de una estirpe silvestre y otra
mutante. Ademas tuvieron estimulacion sexual normal (92 veces).

Los otros cultivos de una estirpe silvestre y otra mutante dieron resultados bastante
parecidos. Su estimulacion sexual fue apreciable (8-11 veces). La estimulacion sexual de
la sintesis de Cn115 fue altisima porque las estirpes silvestres acumularon 87 veces mas
Cn115 en los cultivos mixtos que en los separados.

Los cultivos mixtos de estirpes silvestres acumularon 16 veces mas apocarotenoides
neutros (sin Cn115) que los de una estirpe silvestre y otra mutante, pero estos cultivos
dieron valores muy heterogéneos. Los cultivos mixtos de las estirpes mutantes carB10'y
carR21 con la silvestre (—) dieron valores mas altos que con cualquier otro cultivo de una
estirpe silvestre y otra mutante. La estimulacion sexual de los apocarotenoides neutros
que absorben longitudes de onda mayores de 300 nm fue altisima, las estirpes silvestres
acumularon hasta 114 veces mas en cultivos mixtos que en los separados.
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Figura 35 Produccién de apocarotenoides en los distintos cultivos. Los rectangulos representan la
suma de la absorbancia media en el cromatograma (AS s) de todos los compuestos en cada uno de los
seis grupos de apocarotenoides. Los grupos XCn < 280 nmy XTn > 300 nm se consideraron presuntos
Cis y Cag, respectivamente. CarS, oxigenasa de caroteno 3 y AcaA, oxigenasa de apocarotenoides.

Discusion
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4.1 Genes y enzimas

Como contribucién al conocimiento de los apocarotenoides, la Parte | de esta Tesis
se propuso estudiar los genes de Phycomyces que se parecen a los de las oxigenasas de
carotenoides de otros organismos, presuponiendo que la produccion de aquellos sea
mediada por genes parecidos a estos. Se han descubierto asi dos genes, carS y acaA, cuyos
productos median dos rupturas sucesivas de la cadena carbonada del caroteno j3, y otros
tres genes de funcion desconocida.

4.1.1 Transcritos

Como la produccion de apocarotenoides aumenta mucho durante la interaccion
sexual, no sorprende que los transcritos de los genes carS y acaA aumenten también
(Fig. 14). Este aumento fue significativo, pero mucho menos acusado, en términos
relativos, que el de la cantidad de apocarotenoides, analizada en Polaino et al. (2012) y en
la Parte lll de esta Tesis. Se puede proponer que el aumento de los transcritos no es la
Unica causa del aumento de los apocarotenoides. Es facil identificar una causa adicional:
el aumento de la cantidad del sustrato inicial, el caroteno B, que se detecta facilmente por
la intensificacidn del color amarillo de los micelios durante la interaccion sexual. Este
aumento, la “carotenogénesis sexual”, es indispensable en la produccién industrial de
caroteno por Phycomyces y por Blakeslea.

Los transcritos de los genes estructurales para la produccion de caroteno, carBy
carRA, aumentan también durante la interaccion sexual (Almeida y Cerda-Olmedo, 2008).
En esta Tesis se han repetido esos experimentos para que sirvieran de testigo a los de los
genes carSy acaA. También se observa un aumento en la transcripcion de otro gen, carG,
que codifica una sintasa de pirofosfato de geranilgeraniol, la enzima que da lugar al
fitoeno, primero de los carotenos por su orden de sintesis (V.G. Tagua, comunicacion
personal). En Blakeslea, la transcripcion de carG aumenta por adicion de acidos trisporicos
al medio de cultivo (Sun et al., 2012).

Los transcritos de los genes sexP y sexM, que determinan el sexo en varios Mucorales
(Polaino e Idnurm, 2012; Wetzel et al., 2012), son mas abundantes en cultivos mixtos que
en cultivos separados, pero solo en micelios jovenes, antes del aumento de los transcritos
de los genes estructurales para la carotenogénesis (Fig. 14). La sucesion temporal de la
abundancia de transcritos concuerda con la propuesta de que las proteinas SexP y SexM son
factores de transcripcion (ldnurm et al., 2008).
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4.1.2 Ruptura de caroteno 3 en Phycomyces

La Parte | de esta Tesis demuestra que las proteinas CarS y AcaA, expresadas en
E. coli, son enzimas que cortan la cadena del caroteno 3.

Los productos de su actividad in vivo e in vitro han confirmado que en Phycomyces
el caroteno 3 se rompe en tres fragmentos de 18, 15y 7 carbonos (Polaino et al., 2010).
Quedan descartadas las propuestas precedentes (Fig. 12) de un corte central, que
produciria dos moléculas de retinal (Austin et al., 1970; Werman y van den Ende, 1974), y
de dos cortes simétricos, que producirian dos moléculas de 18 carbonos y otra de cuatro
(Schachtschabel y Boland, 2007).

El caroteno B se fragmenta en dos pasos sucesivos, como se deduce de la deteccion
de B-apo-12’-carotenal, un compuesto de 25 carbonos, en células de E. coli productoras de
caroteno B en las que se expreso el gen carS (Fig. 15). Fue un demérito de estos
experimentos no haber detectado en las mismas células un compuesto Cis,
presumiblemente el 3-apo-12-carotenal, que completara los 40 carbonos del caroteno (.
No es probable que el Cis haya escapado a nuestros métodos, que detectan incluso
compuestos mas pequefnos, como la ionona B (Scherzinger y Al Babili, 2008), pero es muy
posible que E. coli lo metabolice rapidamente.

El segundo paso fue la fragmentacion del Cs, y asi lo demostro la deteccion de B-
apo-13-carotenona, un compuesto Cis, en las mismas células de E. coli en las que se
coexpresaron los genes carS y acaA (Fig. 15). De nuevo, se eché de menos otro compuesto,
el fragmento C;, presumiblemente el 2-metilhexa-2,4-dienodial, que es volatil. Cuando
solo se expreso acaA no se encontraron fragmentos, lo que sugiere la necesidad de
colaboracion entre ambas enzimas in vivo.

Los experimentos in vitro confirmaron y ampliaron la funcién asignada a AcaA por
los experimentos in vivo. No se encontraron condiciones en las que las enzimas CarS y
AcaA, juntas o separadas, purificadas o en extracto crudo, corten el caroteno 3 in vitro. La
enzima AcaA, por si sola, tanto purificada como en extracto crudo, corté el compuesto Cys
dando lugar al compuesto Cis (Fig. 20). También corto los sustratos analogos de 27 y 30
carbonos (Fig. 21).

El anillo presente en el caroteno B y su fragmento Cs no es indispensable para la
funcion de AcaA. Cuando se coexpresaron los genes carS y AcaA en células de E. coli que
producian licopeno se detectd apo-13-licopenona, un compuesto Cis (Fig. 17). La expresion
separada de carS y acaA en las mismas células de E coli no produjo ningin fragmento de
licopeno. In vitro AcaA por si sola corto varios sustratos de 25 a 30 carbonos, entre los
cuales estaba el apo-12’-licopenal, pero no los mayores y menores que se ensayaron
(Fig. 21).
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En resumen, con la enzima CarS solo se consiguio cortar el caroteno B, y solo
in vivo. La enzima AcaA es mas versatil, puesto que, dentro de un cierto intervalo de
tamano, admite sustratos con y sin anillo B.

4.1.3 Ruptura de caroteno 3 en Mucorales

Las enzimas que rompen caroteno 3 deben ser activas en todos los Mucorales
heterotalicos que usan apocarotenoides para la comunicacion sexual.

La primera observacion experimental, que sugiere, pero no demuestra, esa
actividad fue la decoloracion parcial de biomasa de E. coli que produce caroteno B por la
expresion de un gen de Blakeslea llamado tsp3 (Burmester et al., 2007). El parecido de la
secuencia de este gen con la del gen carS de Phycomyces, sugirid que en efecto es
responsable de una oxigenasa de caroteno y que debe llamarse gen carS de Blakeslea, de
acuerdo con la nomenclatura de Demerec et al. (1966) usada en estos hongos. Una
comunicacion preliminar de Yamuna y Boland (2012) identifica al B-apo-12"-carotenal (Czs)
como el producto del corte de caroteno B en Blakeslea. Ademas este hongo debe tener
actividad AcaA.

Las proteinas homdlogas de CarS y AcaA de Mucor circinelloides también son
oxigenasas que cortan caroteno B en dos pasos sucesivos (E. Alcalde, comunicacion
personal), como las de Phycomyces.

4.1.4 Ruptura de caroteno 3 en otros organismos

La proteina CarS es la Unica oxigenasa conocida por ahora que corta el caroteno B a
fragmentos C2s y Cis. En plantas hay oxigenasas que también producen fragmentos de esos
tamanos, pero a partir de 9-cis-epoxicarotenoides (Kloer y Schulz, 2006). Muchos
organismos, de grupos muy diferentes, cortan el caroteno B a retinal (von Lintig y Vogt,
2000; von Lintig, 2010).

La sintesis de apocarotenoides en Phycomyces se parece a la de estrigolactonas en
plantas (Schachtschabel y Boland, 2009; Walter y Strack, 2011) en que ambas involucran
dos rupturas sucesivas de carotenoides. Sin embargo, los cortes son diferentes, dando un
intermediario C;5 en Phycomyces y un intermediario C;7 en plantas (Schwartz et al., 2004).
Ademas, la segunda enzima de plantas es especifica para el fragmento Cy7 (Alder et al.,
2008), mientras que la segunda enzima de Phycomyces corta varios sustratos.

4.1.5 Aspectos evolutivos

Las proteinas CarS y AcaA de Phycomyces y sus homologas en otros Mucorales
aparecen como sendas ramas separadas en el cladograma de las oxigenasas de carotenoides
(Fig. 22). La separacion génica debe haber resultado de la duplicacion de un gen cuyo
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producto habria cortado carotenoides y apocarotenoides, como la oxigenasa CCD1 de
Arabidopsis thaliana (Schwartz et al., 2001).

La proteina 64508 aparece muy proxima a AcaA y debe haber resultado de una
duplicacion reciente de este gen en Phycomyces. Aunque dieron resultados negativos las
pruebas con esta proteina, in vivo e in vitro, sola o en combinacion con otras, podria ser
que ambas tengan la misma actividad en Phycomyces. Si este fuese el caso, seria dificil
obtener mutantes de la ruptura del intermediario Cys.

Forman una rama separada las proteinas, dos por cada Mucoral, parecidas a las
anteriores, pero carentes de varios aminoacidos considerados esenciales para la actividad
oxigenasa. Esta rama se debe atribuir a una duplicacion génica muy antigua, anterior a la
separacion de Mucoromicota y Ascomicota.

La especificidad de sustrato de las oxigenasas que rompen los carotenoides no se ha
mantenido fija en el curso de la evolucion. Las que cortan caroteno B se encuentran en
varias ramas distantes, junto con otras que cortan otros carotenoides y apocarotenoides.
Ademas, varios miembros de la familia cortan el enlace doble central de algunos
estilbenos, compuestos muy diferentes a los carotenoides.

4.2 Apocarotenoides de Phycomyces

Las mejoras técnicas y la extension de los analisis a compuestos que absorben a
280 nm y a varias mutantes han confirmado y ampliado los resultados del estudio
precedente (Polaino et al., 2012), que se limitaba a estirpes silvestres y a compuestos que
absorben a 328 nm.

4.2.1 Absorbancia atribuida a apocarotenoides

El medio de cultivo empleado tiene una bajisima absorbancia en el intervalo
ultravioleta-visible que nos interesa, pero los cultivos de cinco dias, una vez libres de
células, presentan una absorcion considerable, con un maximo proximo a 260 nm. La
composicion quimica de estos medios es compleja (Barrero et al., 1996) e incluyen
compuestos aromaticos, como los acidos galico y protocatéquico. La absorcién observada
se debe mayoritariamente a metabolitos no relacionados con los apocarotenoides, como
indican los cultivos de mutantes carB (Fig. 24, pag. 52). La presencia de apocarotenoides
se refleja en un incremento de la absorcion. Los cultivos separados de estirpes silvestres
absorben mas que los de mutantes carB en el intervalo de 270 a 310 nm, en el que
absorben sobre todo los ciclofarnesoides; a mayores longitudes de onda hay un incremento
muy pequeno, pero repetible, que indica la produccion de algunos trisporoides neutros.
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Las mutantes carS dan los mismos resultados que las carB, como se tenia que esperar
porque no pueden romper el caroteno B, salvo un pequeio incremento atribuido a
rezumancia. Las mutantes carB son testigos Utiles, pero no perfectos, porque contienen
trazas de fitoeno aparentemente vertido al medio por rotura de hifas.

El incremento es mucho mayor en los cultivos mixtos (Fig. 30, pag. 62) y se extiende
hasta los 380 nm, con maximo hacia 320 nm. El incremento refleja el aumento en el
contenido de apocarotenoides de todos los grupos, muy especialmente de los trisporoides
neutros, y la abundante presencia de acidos trisporicos, ausentes de los cultivos separados.

El incremento también se observd, en menor cuantia, en los cultivos mixtos de una
estirpe silvestre y otra mutante y demostro que la contribucion de los dos sexos no es
simétrica: la produccion fue mayor cuando el silvestre era de sexo (—) (Tabla 2, pag. 63).

4.2.2 Apocarotenoides en distintos cultivos

Los cromatogramas de cultivos de estirpes silvestres, separados o mixtos, revelan
mas de 50 compuestos quimicos que debemos considerar apocarotenoides porque no se
encuentran en los cultivos de mutantes carB. Algunos de ellos no se resuelven bien con la
técnica empleada y la mayoria son poco abundantes, a juzgar por su absorbancia, o
aparecen en algunos analisis pero no en otros. Se hicieron 177 analisis de 26 tipos de
cultivos (separados o mixtos de tres estirpes silvestres y diez genotipos mutantes) y se
presentan las medias de seis mediciones para cada tipo de cultivo (tres experimentos
independientes con dos mediciones separadas cada uno, con algunas excepciones). Se
descartaron los compuestos cuya absorbancia media fue menor de 0,1 AU s; los compuestos
mas abundantes superan 25 AU s. Las Tablas contienen 32 apocarotenoides, dos de los
cuales se encontraron solo en cultivos separados, y a bajas concentraciones, 21 se
encontraron solo en cultivos mixtos y 9 se encontraron en ambos tipos de cultivos. Como el
apareamiento estimula la acumulacion de apocarotenoides, las ausencias en los cultivos
separados pueden ser en realidad presencias por debajo del umbral establecido.

En los cultivos separados no se encontraron acidos trispéricos y fueron muy escasos
los trisporoides neutros. Los flujos de carbono a metilhexanoides y a ciclofarnesoides son
parecidos y deberia serlo también el de los trisporoides, dada la estequiometria de la
fragmentacion del caroteno. La escasez de trisporoides podria deberse a inestabilidad o
degradacion enzimatica: bastaria la pérdida de uno de los dobles enlaces centrales para
que desaparecieran de nuestros analisis. No se puede excluir la posible conversion a
ciclofarnesoides por pérdida de tres carbonos, pero no debe ser mayoritaria.

Las dos estirpes silvestres de sexo (+) no coinciden exactamente en su contenido de
apocarotenoides; estas diferencias deben atribuirse a sus respectivos fondos genéticos. El
medio de cultivo de la estirpe silvestre de sexo (—) contenia pequeias cantidades de
trisporol B, que no se encontraron en las estirpes de sexo (+). Este apocarotenoide se
encuentra en otros Mucorales (Bu'Lock et al., 1972; Prisbylla et al., 1979) y se propone
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que solo lo sintetiza la estirpe silvestre de sexo (—) de Blakeslea (Sutter y Whitaker, 1981;
Sutter et al., 1996).

Los cultivos mixtos de estirpes silvestres contienen todos los apocarotenoides
presentes en los separados y muchos mas. Diecinueve se han incluido en las Tablas 3 a 5
(pag. 72ss). La mayoria son poco abundantes y puede que se encuentren en cultivos
separados por debajo del umbral de deteccion.

Los apocarotenoides son mas abundantes en los cultivos mixtos que en los
separados, unas 12 veces segun la suma de absorbancias (Tabla 6). Las dos estirpes
silvestres de sexo (+) dieron resultados muy parecidos, a pesar de sus diferencias de fondo
genético. El aumento de los metilhexanoides y los ciclofarnesoides fue parecido en
conjunto, pero encubre diferencias en la distribucion. Asi Cn115 aumenté mucho mas que
Cn122 y Cn123, los trientridlicos.

La diferencia critica introducida por la interaccion sexual es la carboxilacion de los
trisporoides. De esta manera son exclusivos de los cultivos mixtos los dos acidos trisporicos
mas abundantes (C y E), el metiltrisporato C, el acido trispdrico D, escaso, y un presunto
acido trisporico (XTa150). De los mas abundantes se encontraron isomeros 9E'y 9Z. Los
cultivos mixtos con mutantes no contienen acidos trisporicos que no se encuentren en los
cultivos mixtos de silvestres.

4.2.3 Efecto de las mutaciones car

Las mutantes carB y carR, que no producen caroteno f, y las mutantes car$S, que no
pueden cortarlo, tienen concentraciones muy altas y similares de los carotenos que
producen, pero carecen de apocarotenoides o los tienen en pequena cantidad. Podrian
diferir en aspectos que dependan de si contienen fitoeno, licopeno o caroteno f.

La principal diferencia entre las distintas mutantes es su rezumancia, es decir, si
carecen de actividad (nulimorfos) o conservan alguna (rezumantes, hipomorfos). Todas las
mutantes utilizadas presentan sustituciones de una base por otra (Ruiz-Hidalgo et al., 1997;
Arrach et al., 2001; Parte | de esta Tesis y Tagua et al., 2012), como era de esperar porque
fueron obtenidas por exposicion a N-metil-N "-nitro-N-nitrosoguanidina. Tales mutantes
pueden ser rezumantes si las proteinas producidas conservan algin nivel de actividad o si la
mutacion es suprimida durante la traduccion del ARNm a proteina. El nivel de supresion
depende de la especificidad de los aminoacil-ARNt y de las sintetasas que los producen y
por tanto del fondo genético de cada estirpe.

Excelentes mutaciones nulimorfas de este estudio son carB10, disponible en estirpes
de ambos sexos, y carS153, disponible solo en el sexo (—). Las tres estirpes carecen por
completo de apocarotenoides (Tabla 1), como era de esperar, y de ellas se obtienen los
resultados mas concluyentes. Como la conversion de fitoeno a caroteno B requiere cuatro
ejemplares de la enzima CarB (pag. 26) es facil obtener mutantes carB nulimorfos. Aunque
cada ejemplar conserve una pequeia fraccion de la actividad, el conjunto tendria una
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actividad global de la cuarta potencia de esa fraccion (Eslava y Cerda-Olmedo, 1974,
Aragon et al., 1976).

La carencia de funcion ocasionada por la mutacién carS753 indica que el aminoacido
afectado, Eiso, es esencial para la funcion de la enzima CarS en Phycomyces, pero no en
otros organismos, en los que ni siquiera existe.

La mutacidn carS43, aunque tiene alguna actividad, indica que el aminoacido S43; es
importante para la funcion y de hecho esta conservado en organismos muy distantes
(Fig. 23).

Los cultivos mixtos carB (+) x carB (—) carecian por completo de apocarotenoides.
Los mixtos carB x silvestre producen una coleccion amplia de apocarotenoides, todos en
pequefas cantidades, pero incluyendo los acidos trisporicos y los principales
apocarotenoides neutros. Cuando la estirpe silvestre es (—) la produccion es mas
abundante que cuando es (+); este es uno de varios indicios de que la estirpe (—) empleada
aporta un flujo de carbonos mayor que la estirpe (+).

Los demas mutantes empleados son hipomorfos, a juzgar por su contenido de
apocarotenoides, a veces sorprendente (Tabla 1). Ningln mutante produce
apocarotenoides que no se encuentren en las estirpes silvestres. La mutacion carR21 es
muy poco rezumante en el sexo (—) y bastante en el sexo (+). Las mutaciones rezumantes
carR deben producir mas caroteno y que B. Los cultivos mixtos carR (+) x carR (—) parecen
tener pequenas cantidades de derivados del licopeno hasta ahora desconocidos.

Los cultivos mixtos de mutantes rezumantes produjeron muchos apocarotenoides
distintos, pero en poca cantidad, del orden de cien veces menos que los silvestres.

4.2.4 Limitaciones del método

La limitacion principal es haber analizado solo cultivos de cinco dias, de los que
podian haber desaparecido muchos compuestos interesantes sea por metabolismo o por
inestabilidad. Asi ocurre con los tres productos primarios de la fragmentacion del
caroteno B. Los resultados deben confirmarse y ampliarse en cultivos mas jovenes.

El metilhexanoide Ma26 no se separé bien de su isomero, el (2E,4E)-6-hidroxi-2-
metilhexa-2,4-dienoico (Figuras 26 y 31); para distinguirlos se debe usar otro método
(Polaino et al., 2010). La deteccion del trisporoide Tn154 implicaria la del Tn153, que se
detecto en pequeia cantidad en dos de seis observaciones de nuestro analisis, por lo que
no se reporto en las Tablas. El estudio precedente (Polaino et al., 2012) lo encuentra, en
pequeias cantidades también, en los mismos cultivos.

4.3 Biosintesis de apocarotenoides en Phycomyces
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Dada la gran diversidad de los apocarotenoides en los hongos Mucorales (apartado
0.3.2.2), que podria extenderse a sus rutas metabdlicas, las propuestas biosintéticas se
basaran solo en resultados obtenidos con Phycomyces.

Es improbable que todos los apocarotenoides detectados sean productos
enzimaticos, sino que pueden derivar de reacciones espontaneas y de hecho muchos son
inestables en las condiciones del medio.

4.3.1 Etapas iniciales

Las reacciones iniciales de la biosintesis (Fig. 36) convierten el caroteno B, en los
precursores respectivos de las tres series de apocarotenoides. Estos precursores,
presumiblemente aldehidos, no se han encontrado, pero los resultados enzimoldgicos
(Parte | de esta Tesis) establecen claramente las reacciones implicadas. El punto de
partida es el caroteno B, como se sabia desde hace mucho tiempo (Austin et al., 1969;
1970), pero las reacciones iniciales son distintas de las que se habian imaginado.

4.3.2 Rutas biosintéticas

Los apocarotenoides identificados se pueden ordenar en rutas metabolicas (Fig. 36).
Para ello se tienen en cuenta las estructuras moleculares y las reacciones enzimaticas
conocidas o plausibles y se trata de minimizar el nimero total de reacciones. Las rutas
propuestas incluyen los compuestos mas abundantes, a juzgar por la absorcion detectada a
328 nm y a 280 nm y sugieren probables intermediarios que se debe intentar identificar.

Las rutas metabdlicas propuestas deben confirmarse y ampliarse con nuevas
identificaciones de apocarotenoides, con biotransformaciones de sustratos sintéticos y con
el estudio de los genes y las enzimas implicados.

En la ruta de los metilhexanoides el precursor se reduce a alcohol en un extremo y
se oxida a acido en el otro. Los dos metilhexanoides principales de Blakeslea trispora
(Barrero et al., 2011) son los de Phycomyces, pero se encuentran ademas compuestos
hidroxilados pero no carboxilados. Esto sugiere la actuacion inicial de una hidroxilasa
capaz de actuar sobre cualquier extremo del precursor y asi suponemos que ocurre también
en Phycomyces (Fig. 36).

Es facil asignar un precursor comun, el compuesto hipotético H1, a los cinco
ciclofarnesoides identificados (Fig. 36). Del B-apo-12-carotenal al H1 se necesitan dos
hidroxilaciones y una reduccién que darian lugar a varios intermediarios: dos, si ocurrieran
en un orden fijo, y seis, si en cualquier orden. El Cn115 resultaria de la oxidacion del C4
de H1. El apocarotenoide heterociclico Cn113 y su isomero Cn96 procederian de la
hidroxilacion del metilo 14 de H1 y de la ciclacion con eliminacion de hidroxilo siguiendo un
mecanismo Sx2". Los trioles Cn122 y Cn123 procederian del ataque de agua al C10 de H1
con eliminacion de hidroxilo siguiendo también un mecanismo Sx2 .
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Figura 36 Biosintesis de trisporoides y otros apocarotenoides en Phycomyces. La fragmentacion
de caroteno B por las oxigenasas CarS y AcaA (Parte | de esta Tesis) da lugar a tres familias de
apocarotenoides: la de los trisporoides (Parte 111 de esta Tesis), la de los metilhexanoides (Polaino et
al., 2010) y la de los ciclofarnesoides (Polaino et al., 2012). Las flechas representan reacciones
enzimaticas, las que se muestran en lineas discontindas representan reacciones que se activan por
interaccidn sexual. Los paréntesis indican intermediarios presuntos (Barrero et al., 2011). Los
compuestos encerrados en una elipse solo se encontraron en cultivos mixtos.

La biosintesis de los trisporoides presenta una oxidacion progresiva (trisporinas,
trisporoles, acidos trisporicos). La escasez de los trisporoides neutros hace necesarias
investigaciones adicionales. Como los acidos trispéricos no se han encontrado mas que en
cultivos mixtos, solo estos deben tener la oxidasa capaz de convertir el grupo hidroximetilo
en carboxilo. Una hipotesis atractiva es que la feromona de cada sexo induce en el sexo
opuesto la transcripcion de muchos genes necesarios para la morfogénesis, como la
produccion de cigoforos, y para muchas modificaciones del metabolismo. Entre estas se
encuentran también el incremento de la respiracion y de la produccion de caroteno .
Durante el ciclo sexual de Blakeslea aumenta la transcripcion de varios centenares de
genes y disminuye la de algunos (Kuzina et al., 2008).

4.3.3 Interaccion de ambos sexos en la biosintesis de apocarotenoides

La colaboracion metabdlica entre los sexos es el brillante factor comun a varias
propuestas sobre la biosintesis de apocarotenoides (van den Ende, 1979; Sutter y Whitaker,
1981b; Sutter, 1987). Atribuyen a cada sexo al menos una actividad enzimatica exclusiva
(Fig. 8, pag. 26), de modo que cada sexo produce metabolitos distintos que se
intercambian para producir los mismos compuestos finales. La colaboracion metabolica
parece logica e incluso inevitable porque los apocarotenoides se aislan del medio de cultivo
y son escasos o inexistentes en el citoplasma. Las enzimas estarian en el espacio
periplasmico y actuarian sobre sustratos de cualquier origen. El intercambio dependeria de
la distancia entre las hifas, la cinética de las enzimas y la difusion de los sustratos.

Esta Tesis no invalida la propuesta de la colaboracion, pero tampoco la apoya
claramente, porque no resuelve nitidamente si hay metabolitos exclusivos de cada sexo en
las estirpes silvestres de Phycomyces. En los cultivos separados de sexo (—), pero no en los
(+), hay Tn153, trisporina B (Polaino et al., 2012), y Tn145, trisporol B (esta Tesis), pero en
ambos casos las concentraciones fueron tan bajas que podria dudarse de la exclusividad.

No se encontraron metabolitos exclusivos del sexo (+).

Si se confirmara que la trisporina es exclusiva del sexo (—), la saturasa del enlace
11,12 seria la enzima exclusiva de ese sexo, como se propuso para varios Mucorales. Las
estirpes de sexo (+) podrian hidroxilar el C18 dando 11,12-deshidrotrisporoles.
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Como no se confirmd la presencia de trisporatos en cultivos de sexo (+), no parece
aceptable que la conversion del C18 a carboxilo sea una reaccion exclusiva de ese sexo,
contra la propuesta de Sutter (1987).

Se puede proponer una alternativa que implica solo un nivel muy bajo de
colaboracion metabdlica. Ambos sexos tendrian todos los genes para la biosintesis de
apocarotenoides, pero la transcripcion de los usados para sintetizar los trisporoides neutros
y acidos seria inducida por las feromonas sexuales del sexo opuesto. Los genes reprimidos
tendrian un nivel basal de transcripcion que podria ser diferente para cada gen y cada
estirpe y que daria lugar a los escasos trisporoides en los cultivos separados; el nivel basal
para la oxidasa que crea el grupo carboxilo seria practicamente nulo.

Esta Tesis encuentra colaboracion metabolica entre estirpes mutantes carB 'y
silvestres para producir la baja concentracion de acidos trisporicos que se encuentran en
sus cultivos mixtos. La feromona del silvestre induciria las enzimas del mutante y éstas
metabolizarian los trisporoides basales del silvestre a acidos trisporicos. Las feromonas
podrian ser trisporoides, pero también podrian ser ciclofarnesoides especificos de sexo, con
tal de que hubiera un nivel basal de trisporoides convertibles a acidos trisporicos.

4.4 Funciones de los apocarotenoides

4.4.1 Defensa contra el estrés oxidativo

Muchas familias de compuestos a veces llamados secundarios son ricos en oxigeno:
los carotenos y sus derivados, los esteroles, las giberelinas y otros derivados de caureno, los
poliquétidos. La gran diversidad de sus formulas estructurales, incluso dentro de una sola
célula, y las diferencias entre individuos genéticamente proximos hacen impensable
atribuir funciones especificas a cada uno.

Las reacciones que consumen oxigeno molecular, por ejemplo, la desaturacion de
los carotenos, contrarrestan la entrada de oxigeno a las células y la formacion en ellas de
especies reactivas de oxigeno. Se puede pensar que esos metabolitos confieren
colectivamente una ventaja evolutiva: aumentar la resistencia al oxigeno, particularmente
necesaria cuando escasean la glucosa y demas sustratos del metabolismo oxidativo.

Entre la diversidad de moléculas producidas por un organismo, algunas podrian ser
reconocidas como senales y adquirir un papel regulador, sea en el interior de las células,
entre las células de un organismo o entre organismos diferentes. Este debid ser el origen
de muchos reguladores, hormonas y feromonas.

4.4.2 Feromonas sexuales de Phycomyces

La observacion de que las estirpes silvestres de cualquiera de los dos sexos
estimulan sexualmente a las estirpes mutantes carentes de caroteno, pero no a la inversa,
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demuestra que cada sexo emite una sefal especifica que tiene que ser un apocarotenoide
(Sutter, 1975). Su identificacion debe comenzar con la de apocarotenoides exclusivos de
un sexo.

Como se indica en el apartado 4.3.3, esta Tesis presenta un candidato a feromona
del sexo (—), el trisporol B (compuesto Tn145). Este compuesto fue detectado en cultivos
separados de la estirpe silvestre (—) y en los mixtos de ésta y la estirpe mutante carB (+),
pero no en cultivos separados de las estirpes silvestres (+) ni en los mixtos de las estirpes
(+) y la mutante carB (—). Otro posible candidato es la trisporina B (compuesto Tn153),
detectada por Polaino et al. (2012). Antes de seguir adelante se deben confirmar las
candidaturas analizando a gran escala cultivos separados mas jovenes. No se puede excluir
aun que se encuentren otros candidatos, incluso entre los ciclofarnesoides.

Los metiltrisporatos C y E (compuestos Tn144, Tn135 y Tn137) han sido propuestos
como feromonas del sexo (+) e inductores de la formacion de cigéforos en Phycomyces
(Sutter y Whitaker, 1981a; Drinkard et al., 1982; Miller y Sutter, 1984; Sutter, 1987). Esta
Tesis no apoya esta propuesta porque no los encontroé en los cultivos separados de ningln
sexo. Es posible que una vez establecida la interaccion sexual se produzcan nuevos
apocarotenoides, como los citados, que incrementen la formacion de cigosporas.

Las feromonas pueden haber escapado a nuestra deteccidn por ser poco abundantes,
por ser inestables, o por producirse mucho antes del momento elegido para nuestros
analisis.

4.4.3 Regulacion de la biosintesis de caroteno y de apocarotenoides

La proteina Cars$ tiene una funcion esencial en la inhibicion de la carotenogénesis
por realimentacion (Murillo y Cerda-Olmedo, 1976; Bejarano et al., 1988; Salgado y Cerda-
Olmedo, 1992). Se ha propuesto que este mecanismo inhibe a CarA, la sintasa del fitoeno,
la primera enzima de la ruta, en presencia del producto de otro gen, carl (Roncero y Cerda-
Olmedo, 1982; Arrach et al., 2001).

La produccién de caroteno aumenta cuando la inhibicion se pierde, sea por la
presencia de grandes cantidades de retinol, iononas y sus analogos o por mutaciones carS
(Eslava et al., 1974; Murillo y Cerda-Olmedo, 1976; Bejarano et al., 1988). La actividad de
la ruta aumenta cuando es obstruida por inhibidores o mutaciones carBy carR y da lugar a
la acumulacion de los metabolitos intermedios de los pasos afectados (Eslava y Cerda-
Olmedo, 1974; Bejarano y Cerda-Olmedo, 1989), aunque ni siquiera llegue a producirse
caroteno .

Una buena prueba del incremento en la actividad biosintética en las mutantes car$
se observa en el marcaje radioactivo in vivo con mevalonato, el precursor de todos los
terpenoides: la radioactividad especifica es mucho mas baja en la mutante carS que en la
estirpe silvestre, mientras la cantidad de caroteno y su radioactividad total son mucho mas
altas (Murillo et al., 1981; Bejarano y Cerda-Olmedo, 1992; Kuzina et al., 2006).
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Para explicar estas observaciones se propuso como sefal inhibitoria un complejo
formado por el caroteno B y la proteina CarS (Bejarano et al., 1988). Nuestras
observaciones debilitaron esta hipotesis, porque la actividad oxigenasa de CarS destruiria al
caroteno B asociado a ella. Ademas, una mutante carS que produjera una proteina sin
actividad enzimatica permitiria la formacién del complejo CarS-caroteno B y su contenido
de caroteno B seria como el de la silvestre, pero esto no ocurre; la estirpe mutante carS153
no mostro actividad enzimatica, pero acumulé mucho mas caroteno B que la silvestre. De
todas maneras no se puede excluir que la senal sea el complejo CarS-caroteno 3,
estabilizado tal vez por asociacion con Carl. Aun asi habria que atribuir a la proteina CarS
dos funciones: la enzimatica que rompe caroteno B y la inhibidora que bloquea a CarA.
Ambas funciones deben ser dependientes porque de otra manera se esperaria encontrar
mutantes que sobreacumularian caroteno B pero conservarian la actividad enzimatica.
Estas mutantes no se han encontrado, ya que todas las mutantes carS ensayadas son
deficitarias en la produccion de apocarotenoides.

Se debe proponer por tanto que la senal inhibitoria es un producto de la ruptura del
caroteno B, que seria quien actuase con CarAy Carl. Las mutantes de los genes
estructurales carBy carR y las del regulador carS no tienen inhibicion por realimentacion
porque no pueden sintetizar el precursor ni cortarlo, respectivamente. La activacion de la
ruta biosintética en estas mutantes se deberia a un mismo fenémeno: la carencia de sefal
inhibitoria. Esta sefal inhibitoria podria ser cualquier derivado del caroteno 3. Como el
fenotipo de las mutantes carS no se encuentra en mutantes de ningln otro gen, es probable
que la senal inhibitoria sea un producto directo de la ruptura por CarS. Una comparacion
de activadores e inhibidores sugiere al B-apo-12"-carotenal (el producto C;5) mas que al B-
apo-12-carotenal (el producto Ci5). La ruta se activa por retinol, iononas y otras moléculas
con 20 carbonos o menos, pero se inhibe por una molécula con una cadena mas larga,
(2E,4E,6E,8E)-9-(4-metoxi-2,3,6-trimetilfenil)-3,7-dimetil-2,4,6,8-nonatetraenoato de
etilo, un Cy3 (Bejarano et al., 1988). Por supuesto que este indicio es insuficiente, ya que
otras diferencias, mas que la longitud, pueden ser responsables de las acciones opuestas.

La inhibicion de la carotenogénesis se pierde en presencia de retinol. Sin embargo,
dos mutantes muestran poco incremento en el contenido de caroteno (3 en la presencia de
retinol cuando se comparan con la estirpe silvestre: uno se ha asignado al dominio A del
gen carRA (Roncero y Cerda-Olmedo, 1982) y el otro define al gen carl (Arrach et al., 2001;
Bejarano et al., 1988; Roncero y Cerda-Olmedo, 1982). Estas observaciones se explican si
el B-apo-12"-carotenal (Cs) inhibe a CarA y detiene la biosintesis cuando la cantidad de
caroteno es suficiente.

El retinol y otros compuestos con anillo B compiten por el mismo sitio y frustran la
inhibicion, presumiblemente porque estos también pueden unirse a CarA y prevenir el
efecto inhibitorio. El presunto sitio de regulacion de CarA debe distinguir las pequefas
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diferencias estructurales de varios compuestos con anillo B para permitir a unos inhibir la
actividad de la enzima y a otros aumentarla.

No se debe descartar la posibilidad de que CarA tenga varios sitios regulatorios.
Elucidar este mecanismo requiere informacion acerca de la estructura de la proteina CarA,
preferiblemente con las moléculas unidas a ésta.

Todas las estirpes carS analizadas tienen mucho mas caroteno B (Tagua et al., 2012)
que las silvestres, pero carecian de apocarotenoides o los producian en cantidades mucho
menores que las silvestres. El incremento del contenido de caroteno 3 debe ser una
consecuencia de la carencia de apocarotenoides porque entre ellos se encuentra el 3-apo-
12" -carotenal, la presunta sefal inhibitoria.

Se propuso que esta sefal inhibitoria debe ser producida en cierta cantidad porque
este apocarotenoide es el substrato de AcaA, la segunda oxigenasa en la ruta de los
trisporoides. Presumiblemente, la poca cantidad de senal inhibitoria producida en las
mutantes carS rezumantes se destruye por la actividad de esta enzima. La deteccion de
casi todos los apocarotenoides de la estirpe silvestre en el mutante carS42 apoyo esta
propuesta porque este mutante tiene la mayor actividad rezumante y el menor incremento
en el contenido de caroteno B, en comparacion con otras mutantes carS (Tagua et al.,
2011).

4.4.4 Carotenogénesis sexual

Se propone que el incremento en la produccién de caroteno B (carotenogénesis
sexual) y la formacion de cigoforos, dos respuestas asociadas al desarrollo sexual, son
mediados por diferentes apocarotenoides (Tagua et al., 2012) y que ambas pueden ser
reguladas por mecanismos independientes, como lo demuestra el hecho de que el acetato
inhibe la carotenogénesis sexual pero induce el desarrollo de las estructuras sexuales
(Kuzina y Cerda-Olmedo, 2006).

La sospecha de que el B-apo-12 " -carotenal es la sefal inhibitoria y la demostracion
de que este apocarotenoide es cortado por la oxigenasa AcaA (Parte | de esta Tesis)
debilitaron esta propuesta. El B-12"-apocarotenal se corta para producir otros
apocarotenoides, entre los cuales se encuentran las senales sexuales. La carotenogénesis
sexual podria ser ocasionada por la destruccion de la seial inhibitoria.

La inhibicidn de la carotenogénesis sexual podria ser ocasionada por la ausencia de
algunos apocarotenoides metilados en el medio de cultivo. El acetato inhibiria la
metilacion de apocarotenoides como el Ta102 (acido trisporico C), el precursor del
metiltrisporato C (compuesto Tn144). El metiltrisporato C y otros apocarotenoides
sintéticos inducen la carotenogénesis en Phycomyces (Govind y Cerda-Olmedo, 2006). Este
apocarotenoide se detectd en el cultivo mixto de dos estirpes silvestres, pero no se
encuentra en el mismo cultivo crecido con acetato (Polaino et al., 2012).
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Materiales y métodos
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5.1 Estirpes

5.1.1 Phycomyces

Las estirpes de Phycomyces blakesleeanus utilizadas en esta Tesis se indican en la
Tabla 7. Su nomenclatura sigue las reglas de Demerec et al. (1966).

5.1.2 Bacterias
Las células de la estirpe DH5a de Escherichia coli se utilizaron para el

mantenimiento y multiplicacion de plasmidos. Las células competentes se obtuvieron
siguiendo el método reportado por Hanahan (1983), modificado por Inoue et al. (1990), y
las recomendaciones descritas en el manual de Sambrook et al. (1989).

Las células Tuner DE3 (Studier et al., 1990) (Novagen, Darmstadt, Alemania) se
utilizaron para la expresion de proteinas quiméricas. En estas células el nivel de induccion
es alto porque la mutacion en la permeasa lacY facilita la entrada de isopropil-8-D
tiogalactosido (IPTG), un analogo de lactosa. Ademas, las células Tuner DE3 llevan el
plasmido pGro7 (Nishihara et al., 1998) (Takara Bio, Chiga, Japan), que ayuda al pliegue
correcto de las proteinas porque expresa las chaperonas groES-groEL bajo el promotor BAD,
inducible por arabinosa.

En los ensayos de actividad enzimatica se usaron células TOP10 de E. coli que
acumulan licopeno o caroteno . Las que producen licopeno se obtuvieron por
transformacion con un plasmido que contenia los genes biosintéticos crtE, crtBy crtl de
Erwinia herbicola (Hundle et al., 1994; Estrada et al., 2008); para producir caroteno 3 el
plasmido contenia ademas el gen crtY del mismo microorganismo (Prado-Cabrero et al.,
2007b). Ambas estirpes fueron proporcionadas por el Dr. S. Al Babili, del laboratorio del
Prof. Dr. P. Beyer, en la Universidad de Friburgo, Alemania.

5.2 Secuencias
Los nimeros de acceso de las secuencias utilizadas para la comparacion son

AAY89370 para NCED1 de Citrus sinensis; Q8LP14 para NCED4 de Pisum sativum; AAT68187
para CCD1A y 024023 para NCED1, ambas de Solanum lycopersicum; Q94IR2.1 para NCED2
de Phaseolus vulgaris; AAX48772 para CCD1 de Vitis vinifera; AAT68189 para CCD1 de
Petunia hybrida; Q84KG5.1 para CCD de Crocus sativus; Q93FA4 para SIM14 de
Streptomyces antibioticus; Q53353 para LSD, Q8RQW?2 para LSDA y Q52008 para LSDB, las
tres de Sphingomonas paucimobilis; Q28175.3 para RPE65 de Bos taurus; Q9YGX2.1 para
RPE65 de Gallus gallus; Q8AXN9.3 para RPE65 de Cynops pyrrhogaster; Q9YI25.3 para
RPE65 de Ambystoma tigrinum; CAD33263 para LCO de Bixa orellana; y otras publicadas
(Giuliano et al., 2003; Brefort et al., 2011).
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Tabla 7 Estirpes utilizadas en esta Tesis. (+) y (—) designan los sexos. Los genotipos car,
geo y mad designan mutaciones que afectan a la carotenogénesis, el geotropismo y el fototropismo,
respectivamente. El genotipo nicA101 designa la mutacién que causa auxotrofia para el acido
nicotinico. En el origen de las estirpes, x separa los parentales de los cruzamientos; = separa los
genotipos de los nucleos de los heterocariontes. (NG), indica exposicidn a N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidina. Las estirpes se designan con una o0 mas letras mayusculas segun su procedencia.
Las estirpes silvestres de Phycomyces designadas con NRRL se obtuvieron del Northern Regional
Research Laboratory (ahora llamado National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria,
lllinois, EE.UU.). La estirpe A56 procede de la coleccion del Prof. A. Pérez Eslava, Universidad
de Salamanca. Las estirpes mutantes C5, C9 y C115 proceden de la coleccion que tuvo el Prof.
Max Delbrick, California Institute of Technology (Pasadena, CA, EE.UU.). Las estirpes mutantes
designadas con S son originales de nuestra coleccion en el Departamento de Genética de la
Universidad de Sevilla. La estirpe M1 procede de la coleccion del Prof. R. P. Sutter, University of
West Virginia (Morgantown, WV, EE.UU.).

Estirpe Genotipo Origen Referencia
NRRL1554 (+) Desconocido
A56 (+) Isogénica a NRRL1555 Alvarez et al., 1983.
NRRL1555 (—) Desconocido

Cerda-Olmedo y Reau,
C5 carB10 geo-/0 (—) NRRL1555 (NG) 1970; Gutiérrez-Corona y
Cerda-Olmedo, 1988.

((UBC21 x NRRL1555(NG)) x NRRL1555(NG)) X
((UBC21 x NRRL1555(NG)) x (CI=(((UBC21 X

S342 carB10 nicA101 (+)
NRRL1555(NG)) x NRRL1555(NG)) x
(C115%*NRRL1555(NG))))) * (C5 Espontaneo))
Cerda-Olmedo y Reau,
1970; Pueyo y
C9 carR21 (—) NRRL1555 (NG) Cerda-Olmedo, 1981,

Roncero y
Cerda-Olmedo, 1982.

(UBC21 x NRRL555(NG)) x (C9x ((UBC21 x
S179 carR21 nicA101 (+) (NRRL1555(NG))) x (NRRL1555(NG))) x
(C115% (NRRL1555(NG)))))

((UBC21 x (NRRL1555(NG))) x NRRL1555(NG)) Garcés et al., 1985;

S276 carS42 (+ :
™) x (C115%(NRRL1555(NG))) Bejarano et al., 1988.
Meissner y Delbruck, 1968;
C115 carS42 mad-107 (—) NRRL1555 (NG) Bejarano et al., 1988,
M1 carS43 (+) NRRL1554 (NG) Sutter, 1975.
Murillo y
Cerda-Olmedo, 1976;
S100 carS98 (—) NRRL1555 (NG) Gutiérrez-Corona y
Cerda-Olmedo, 1988.
S178 carS153 madB104 (—) (NRRL1555(NG)) (NG) Bejarano et al., 1988.
) De la Concha y Murillo,
S303 carS179 dar-52 (—) (NRRL1555(NG))*(NRRL1555 Espontaneo) (NG) 1984; Gutiérrez-Corona y
Cerda-Olmedo, 1988
$324 carS180 (—) (NRRL1555(NG))*(NRRL1555 Espontaneo) (NG) D¢ 1a Conchay Murillo,

1984.
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Los numeros de identificacion de las proteinas predichas de los Mucorales se
tomaron de los genomas de las estirpes NRRL1555 de Phycomyces blakesleeanus
(http://genome.jgi-psf.org/cgi-bin/searchGM?db=Phybl2); 99-880 de Rhizopus oryzae
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/rhizopus_oryzae/MultiHome.html) y
CBS277.49 de Mucor circinelloides (http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html).

5.3 Cebadores

Los oligonucleotidos (Tabla 8) se disefiaron con los programas Oligo Calc
(Oligonucleotide Properties Calculator) (Kibbe, 2007) y Primer Express (Applied Biosystems,
Warrington, Reino Unido).

5.4 Cultivos generales

Las estirpes silvestres y las mutantes se cultivaron por separado o juntas (cultivos
“mixtos”) sobre cajas de Petri que contenian 25 mL de agar minimo (Cerda-Olmedo y
Lipson, 1987). Para auxétrofos, el medio se suplementd con acido nicotinico (1 g/L) y para
la estirpe S303, con extracto de levadura (1 g/L).

Las esporas se activaron suspendiéndolas en agar (8 g/L) a 48° C durante 15 min. Las
cajas se inocularon con 2,5 mL de suspension que contenian 10* esporas para analisis de
apocarotenoides y 10° esporas para estimacion de transcritos; en el caso de cultivos mixtos
fueron la mitad de cada sexo. Los cultivos se incubaron a 22° C en oscuridad y las muestras
se congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido y se almacenaron a —70° C.

5.5 Extraccién y analisis de apocarotenoides
Los cultivos, la eliminacion del agar, la extraccion de apocarotenoides y la

cromatografia liquida en fase reversa de las fracciones neutra y acida fueron descritas por
Polaino et al. (2012).

5.6 Clonacion

El ADNc total, usado para rastrear los genes carS, acaA, 76627, 64508 y 58172, fue
sintetizado a partir de ARNm aislado de micelio cultivado sobre agar minimo durante 48 h
en oscuridad y expuesto a luz azul (17 kJm?) durante 30 min (Rodriguez-Romero y
Corrochano, 2004) y proporcionado generosamente por el Dr. J. Rodriguez-Romero.

Los cinco genes se amplificaron por PCR con la enzima Expand High Fidelity (Roche,
Mannheim, Alemania) (Barnes, 1994). La mezcla de reaccion se preparo siguiendo las
instrucciones del fabricante y las recomendaciones del manual de Sambrook et al. (1989).
La amplificacion se llevo a cabo aplicando 30 ciclos de 30 s a 94° C, 30 s a 50-53°C, y90s a
72° C, seguidos de 5 min a 72° C, en un termociclador Techne FTC3/02 (Bibby Scientific,
Stone, Staffs., Reino Unido).
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Los productos de PCR se fraccionaron por electroforesis en gel de agarosa (8 g/L) y
se purificaron siguiendo el protocolo Illustra GFX (Volgelstein y Gillespie, 1979) (GE
Healthcare, Little Chalfont, Bucks., Reino Unido).

Tabla 8 Cebadores utilizados en esta Tesis. D e |, secuencias directa e inversa.
Cebador Secuencia Gen

Para clonacién

poxyPb58172-D 5-GGGCTCGAGATGTCTGTCGGTAAACTA-3’ 58172
poxyPb58172-I 5-CCCTCAATAATGACGCACTAGACGGGT-3’ 58172
poxyPb64508-D 5-GGGGGATCCATGATTTATATTCTTACC-3 64508
poxyPb64508-I 5 -CCCTTAGTTGATAGACACGCTTTC-3 64508
poxyPh76627-D 5-GGGATGGCCGAACAAATGAACCCT-3’ 76627
poxyPB76627-I 5-CCCCGGCCGAGAATCCTAATTTCGAAG-3’ 76627
poxyPh77754-D 5-GGGGTCGACATGATCATCC-3" acaA
poxyPb77754-1 5-GCCAGTAAATGCATCAATTGATT-3 acaA
phoxi-D 5-GGGCTCGAGATGCTTACTCCTGCCGCC-3’ carS
phoxi-I 5-CCCCAAGCTTTTGCGCCCTTTAGTTAA-3’ carS
pD1-D 5 -TGGGTAAATGGTGTCATGTAC-3’ carS
pD1-1 5-GACAAAAATGGGCTCGGAACA-3’ carS
catri-F 5-ATGCTTACTCCTGCCGCCGAAAAC-3 carS
catri-R 5-TTAGTTAACAGCAACACCTTTGCC-3" carS
Para estimacion de transcritos

poxyPb58172-2-D 5-CCCGTCCTCAACTTCGACAA-3’ 58172
poxyPh58172-2-1 5-GAGTAAAACGGCACACTTGAGAAGA-3 58172
poxyPb64508-2-D 5-GCGGCTTGTGTCGAAGAAG-3’ 64508
poxyPh64508-2-1 5-AGCATATTAGCATCTGTTTTGGTAACA-3 64508
poxyPhb76627-2-D 5 -CGTTCTTTGCTGGACGATCA-3’ 76627
poxyPh76627-2-1 5-CCGTGCTTGGAGGAAAAGG-3’ 76627
poxyPb77754-D 5-CGCCAACCCAGCTTTGG-3 acaA
poxyPh77754-I 5-GCCTCACCTGTTCCGTTCTC-3 acaA
pd2-D 5 -CTTAGACGTTATCGCCTTGGAAA-3’ carS
pd2-1 5-GCGACCAGCGCGAAGT-3 carS
pcarB-D 5-TGGTTCCCATCGGTCACAT-3’ carB
pcarB-I 5-GCACGCTTGACAATCATGGT-3 carB
pactl-D 5-AGGCTGTCCTTTCCCTTTACG-3" act-1
pactl-I 5-GACACCATCACCGGAATCG-3’ act-1
sexPPb-D 5-CGGGAAACGTGGTTTTGATT-3" sexP
sexPPb-I 5-AAACGGCCATCAAATGCATT-3 sexP
sexMPb-D 5-CACGAACGGCAGGGAAAAT-3" sexM
sexMPb-I 5-CATCCGCTTTTCGCTCGTAA-3 sexM
pcarRA-D 5-TGCCTTCCGCAGCTTCAC-3’ carRA
pcarRA-I 5-TCCTCGACGGCCTTGATTT-3’ carRA
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Los productos de PCR purificados se ligaron por separado al pGEM-T Easy (Promega,
Madison, WI, EE.UU.), con ligasa de T4 (Promega), siguiendo las recomendaciones del
manual de Sambrook et al. (1989).

Las construcciones pGEM-T Easy-carS (4902 pb), pGEM-T Easy-acaA (4848 pb), pGEM-
T Easy-76627 (5085 pb), pGEM-T Easy-64508 (4838 pb) y pGEM-T Easy-58172 (4839 pb) se
utilizaron para transformar por separado células de la estirpe DH5a de E. coli. La
introduccion de las construcciones, por choque térmico, y la seleccion de transformantes se
llevo a cabo como se describe en el manual de Sambrook et al. (1989). Varios presuntos
transformantes se inocularon por separado en 3 mL de medio LB con ampicilina (100 mg/L).
El cultivo se incubd a 37° C en agitacion (250 rpm) toda la noche. La suspension de células
se concentro por centrifugacion a 12,000 x g durante 5 min, se mezclé con glicerol estéril
(0,85:0,15 en vol.), se congeld con nitrogeno liquido y se almacend a — 70° C.

EL ADN plasmidico se aislo con el protocolo Wizar Plus SV Minipreps (Guntelberg y
Otteson, 1954; Aehle et al., 1993) (Promega, Madison, WI, EE.UU.), se corté con la enzima
EcoR | (Takara Bio, Shiga, Japan) y se corroboré por secuenciacion.

5.7 Obtencion de ARNm y su cuantificacion

EL ARN total se aislé siguiendo el protocolo PerfectPure RNA Culture Cell (5 Prime,
Hamburg, Alemania). El micelio congelado (50 mg) se adiciond a un tubo que contenia
0,25 g de esferas (0,5 mm) de oxido de zirconio y 6xido de silicio (Biospec Products,
Bartlesville, OK, EE.UU.) suspendidas en 0,6 mL de solucion de lisis y se homogenizo en un
Mini-Beadbeater (Biospec Products, Bartlesville, OK, EE.UU.). El ARNm se purificé en una
columna de afinidad siguiendo las instrucciones del fabricante y se eluy6 con 25-40 pL de
dietil pirocarbonato (1 mL/L). Se midi6 su concentracion en un espectrofotometro ND-1000
UV-Vis (Nano Drop, Wilmington, DE, EE.UU.) y se corroboro su integridad por
fraccionamiento en gel de agarosa (8 g/L). La concentracion promedio de ARN fue
170 mg/L.

El efecto de la estimulacion sexual sobre la abundancia de los transcritos se estimo
por PCR en tiempo real de su ADN complementario (Pfaffl, 2004). La retrotranscripciony la
PCR en tiempo real se llevaron a cabo como describen Winer et al. (1999) y Kuzina et al.
(2008). El cambio en el nivel de expresion se estimd con el método comparativo 224
(Livak y Schmittgen, 2001). El programa Sequence Detection (Applied Biosystems) calculo
Ct, el nimero de ciclos necesario para que la fluorescencia en la fase exponencial de la
reaccion de PCR alcance el umbral establecido (Bustin, 2005). Cada resultado se normalizd
con el de actA, en la misma muestra, y con el de la estirpe NRRL1555 a los dos dias de
edad, en el mismo experimento. La transcripcion del gen actA, responsable de una actina
(Voigt y Wostemeyer, 2001), se supone constitutiva. Se usaron como testigos los genes
carBy carRA, cuya abundancia de transcritos se incrementa durante la interaccion sexual
(Almeida y Cerda-Olmedo, 2008).
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5.8 Construccion de plasmidos

Todas las reacciones se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones del manual
de Sambrook et al. (1989).

El gen carS se obtuvo del plasmido pGEM-T Easy-carS por PCR con los cebadores
catri-F y catri-R (Tabla 8) y la polimerasa de ADN Phusion High Fidelity (Finnzymes, Espo,
Finland) y se insert6 en el plasmido pCR2.1-Topo (Shuman, 1994). De este se obtuvo de la
misma manera y se inserto en el vector de expresion pBAD-Thio-Topo (LaVallie et al., 1993)
(Invitrogen, Paisley, UK), dando el plasmido pThio=CarS (6341 pb), que bajo el promotor
BAD expresa en E. coli una quimera de tiorredoxina y la proteina clonada, lo que aumenta
la solubilidad de esta. Para pThio=AcaA (6371 pb), el gen acaA se escindié con Sall del
plasmido pGEM-T Easy-acaA y se inserto en el plasmido pBAD-Thio-Topo en el que se habia
insertado la multidiana SK de pBluescript.

El plasmido pThio=CarS-AcaA (8185 pb) contiene un operoén bajo el promotor BAD
que expresa una proteina quimérica de tiorredoxina y CarS y una AcaA separada. Para
construirlo, el gen acaA se escindio con Sall del plasmido pThio=AcaA, se rellenaron sus
extremos con polimerasa de T4 y se ligo en pThio=CarS tratado con Pmel y fosfatasa
alcalina de intestino bovino (CIAP) (Fermentas, Burlington Ontario, Canada).

A partir de los plasmidos de expresion pGEX (Kaelin et al., 1992) (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) se construyeron plasmidos que, bajo el control del promotor Ptac,
expresan proteinas quiméricas con transferasa de glutation (GST). Para pGST=CarS (6874
pb), el gen carS se escindio con EcoRI de pCR-CarS y se insertd en pGEX-4T-1. Para
pGST=AcaA (6825 pb), el gen acaA se escindio con Notl de pGEM-T Easy-AcaA y se inserto
en pGEX-5X-3. Para pGST=64508 (6831 pb), el gen 64508 se escindio con Notl de pGEM-T
Easy-64508 y se inserto en pGEX-5X-3. Para pGST=CarS-AcaA (8741 pb) y pGST=CarS-64508
(8731 pb), los genes respectivos, acaA y 64508, se insertaron de la misma forma en
pGST=CarS. Para pGST=AcaA-Car$S (8778 pb), el gen carsS se escindio de pCR-carS como un
fragmento Ecl136l1/Notl y se inserto en pGST=AcaA tratado con Smal/Notl.

El tamano de los vectores y los insertos se corrobord por fraccionamiento en gel de
agarosa (8 g/L). Cada uno se purifico siguiendo el protocolo Illustra GFX. Los vectores se
trataron con fosfatasa alcalina (Fermentas).

El producto de ligacion (7,5-15 pL) se anadio a 100 pL de células Z-competentes de
la estirpe DH5a de E. coli (Zymo Research, Orange, CA, EE.UU.). La mezcla se mantuvo en
hielo durante 30 min y se esparcio sobre cajas de Petri (8 mm de diametro interno) que
contenian 25 mL de agar LB con ampicilina (100 mg/L) y se incubéd a 37 °C toda la noche.
Una colonia de células transformantes se inoculé en 4 mL de medio LB con ampicilina y se
incubd a 37 °C en agitacion (250 rpm) toda la noche. Las células se cosecharony se
guardaron como en el apartado 2.2.
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EL ADN plasmidico se aislo siguiendo el protocolo Wizar (Promega) y se cortd con la
enzima correspondiente para corroborar la ligacion y orientacion del inserto. Los
fragmentos se fraccionaron en gel de agarosa (12 g/L).

5.9 Produccién heteréloga de enzimas

5.9.1 Expresion heteroéloga

Los plasmidos de expresion se usaron para transformar células Tuner DE3 (Studier et
al., 1990) (Novagen, Darmstadt, Alemania). Una muestra de 1 pug de ADN plasmidico se
adiciono a 100 pL de células competentes. La mezcla se mantuvo en hielo durante 30 miny
se esparcio sobre cajas de Petri (8 mm de diametro interno) que contenian 25 mL de agar
LB con ampicilina (100 mg/L) y clorafenicol (20 mg/L)] y se incubd a 37 °C toda la noche.
Una colonia de células transformantes se inoculo en 4 mL del mismo medio selectivo, se
incubd a 37 °C en agitacion (150 rpm) toda la noche, se vertié en un matraz que contenia
50 mL de medio 2YT (Sambrook et al., 1989) suplementado con arabinosa (100 mg/L),
ampicilina (50 mg/L) y cloranfenicol (10 mg/L) y se incubd a 28 °C en agitacion (180 rpm)
hasta alcanzar la densidad optica (D.0.e00nm) de 0,5-0,7. Para inducir las proteinas
quiméricas se anadieron 10 pL de IPTG (1M) y se mantuvieron las condiciones durante 6 h.
Las células se recuperaron por centrifugacion a 9000 x g durante 5 min en una Sorvall RCSC
(Thermo Electro Corporation, Waltham, MA, EE.UU.) y se almacenaron a —20 °C.

5.9.2 Obtencion de lisados crudos

Para obtener los lisados crudos se suspendio6 la biomasa de 50 mL de cultivo en 1 mL
de reactivo de Lew [NaH;PO4 50 mM, NaCl 300 mM, lisozima 1 g/L (Carl Roth, Karlsruhe,
Alemania), ditiotreitol 1 mM y Triton x-100 1 mL/L, pH 8], se mantuvo en hielo durante
30 min y se lisé con ultrasonidos (tres veces, 30 s, Bradson Sonifier 250, Danbury, CT,
EE.UU.). Los restos celulares se separaron por centrifugacion a 12000 x g a 4 °C durante
30 min en una Eppendorf 5810 (Eppendorf AG, Hamburg, Alemania). El sobrenadante se
recupero y se mantuvo en hielo.

5.9.3 Purificacion de proteinas quiméricas

Para los ensayos in vitro, las proteinas quiméricas se purificaron segun Prado-
Cabrero et al. (2007b) usando tampon con glutation para eluirlas. Para algunos ensayos la
proteina AcaA se liberd de la GST con Factor Xa, una proteasa del plasma bovino (Nagai y
Thogersen, 1984) (GE Healthcare, Little Chalfont, Bucks., UK). La cantidad de proteina se
midioé segln Bradford et al. (1976) (Biorad, Hercules, CA, EE.UU.).

Se fraccionaron las proteinas y se estimo su peso molecular por electroforesis en
dodecilsulfato sodico (Laemmli, 1970) y comparacion con una mezcla de proteinas de
tamano conocido (PageRuler, Fermentas, Burlington Ontario, Canada).
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5.10 Ensayos enzimaticos in vitro

5.10.1 Sustratos

Las muestras de isdmeros trans de B-apo-8 -carotenal (Cso), B-apo-10"-carotenal
(C27), apo-12"-licopenal (Czs), B-apo-14"-carotenal (C) y B-apo-15"-carotenal (Cy),
proporcionadas generosamente por BASF (Ludwigshafen, Alemania) y el caroteno B y el
licopeno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) se purificaron por cromatografia en capa
fina en placas de 6xido de silicio (20 x 20 cm, Merck, Darmstadt, Alemania) colocadas en
cubetas de vidrio (Desaga, Heildelberg, Alemania) con una mezcla de éter de petréleo/
dietiléter/acetona (4:4:1 en vol.) como fase movil. Para otros detalles ver Ruch et al.
(2005).

La zeaxantina se purificd de Synechocystis sp. PCC 6803 (Scherzinger y Al-Babili,
2008). El caroteno y se obtuvo de Carotenature (Lupsingen, Switzerland).

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

Los sustratos se cuantificaron a partir de sus coeficientes de extincion (Baruay
Olson, 2000; Davies, 1976). La absorbancia se midié en un espectrofotometro CPS-240 A
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japan).

5.10.2 Ensayos

Se siguieron técnicas precedentes (Scherzinger y Al-Babili, 2008; Scherzinger et al.,
2006) con algunas variaciones: repurificacion del licopeno y el apo-12"-licopenal (Prado-
Cabrero et al., 2007b); incubacion de 50 pL de sustrato a 28 °C en agitacion (200 rpm) y
oscuridad durante 4 h en una Thermomixer 21516 (Eppendorf, Hamburg, Alemania), con
proteina purificada (=200 mg/L) o lisado crudo (50 pL) en 200 pL de mezcla de reaccion;
extraccion con 0,6 mL de benceno/dietiléter (1:4 en vol.) y disolucion final en 70 pL de
CHsCL.

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

5.11 Ensayos en células de E. coli que contienen carotenoides
Las construcciones pThio y pGEX se transformaron en células TOP10 de E. coli que

acumulan licopeno y caroteno B, respectivamente, como se describe mas arriba (apartado
5.8.1).
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Los cultivos se vertieron en 50 mL de medio LB con ampicilina (50 mg/L) o
kanamicina (25 mg/L) y se incubaron a 28 °C en agitacién (150 rpm) hasta alcanzar la
densidad optica (D.0.600nm) de 0,5-0,7.

La expresion de las proteinas quiméricas se indujo con 10 pL de IPTG 1 mol/L en los
transformantes con pGEX y con L-arabinosa (2 g/L) en los transformantes con pThio. Se
incubaron a 28 °C en agitacion (150 rpm) durante al menos 6 h antes de cosechar las
células.

La biomasa resuspendida en 5 mL agua destilada se mezcld y agité con 7 mL de
metanol/triclorometano (1:2 en vol.), se lisé con ultrasonidos y se centrifugd dos veces a
9000 x g durante 5 min en una Sorvall RCSC, descartando el precipitado. Para el licopeno
se us6 metanol/acetona (10 mL, 3:7 en vol.) en la primera centrifugacion y éter de
petréleo en la segunda. En ambos casos el sobrenadante se seco por evaporacion rotatoria
a baja presion y el extracto se disolvio en 1 mL triclorometano; se volvi6 a centrifugar a
12,000 x g durante 1 min y a secar y el producto se disolvié en 50 pL de CHCL.

Los productos se analizaron por cromatografia liquida seguida de otra cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (Scherzinger y Al-Babili, 2008; Scherzinger et
al., 2010). Las dos cromatografias difirieron en la columna y en los solventes. En la
primera cromatografia los solventes A y B fueron los del apartado 5.9.2, pero con mezcla
10:1:9 en B. En la segunda ambos solventes fueron metanol/2-metoxi-2-
metilpropano/agua, con mezcla 10:1:9 en Ay 27:70:3 en B.
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CONCLUSIONES

Sobre las dos primeras reacciones para la produccién de apocarotenoides

1. El genoma de Phycomyces tiene dos genes, carS y acaA, responsables de oxigenasas de
carotenoides.

2. Los transcritos de carS y acaA son mas abundantes durante la interaccion sexual, y su
variacion temporal es similar a la de los transcritos de los genes estructurales de la
carotenogénesis.

3. Las proteinas CarS y AcaA son oxigenasas que cortan en dos pasos sucesivos la cadena
del caroteno B. CarS produce un fragmento de 25 carbonos y otro de 15. AcaA corta el
fragmento Cz5 en uno de 18 carbonos y otro de 7. Los tres fragmentos resultantes son los
precursores de las tres familias de apocarotenoides de Phycomyces: los trisporoides, los
ciclofarnesoides y los metilhexanoides.

4. In vivo, las oxigenasas CarS y AcaA cortan la cadena lineal del licopeno e in vitro, AcaA
corta varios apolicopenoides.

5. La proteina CarsS es la Unica oxigenasa conocida que corta el caroteno B a fragmentos de
25y 15 carbonos. La proteina AcaA es la Unica oxigenasa conocida que produce fragmentos
de 18 y 7 carbonos.

6. Las oxigenasas CarS y AcaA y sus homologas en otros Mucorales no tienen secuencias
muy parecidas, pero forman una rama propia en el cladograma de las oxigenasas de
carotenoides.

7. Se rechazan decisivamente la hipotesis del retinal como intermediario en la biosintesis
de acidos trispdricos y la hipotesis alternativa de dos cortes simétricos en el caroteno .

8. La proteina CarS tiene una funcidn esencial en la regulacion de la carotenogénesis por
realimentacion dependiente de su actividad enzimatica, probablemente a través de su

producto, el B-apo-12"-carotenal.
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Sobre los apocarotenoides en estirpes silvestres y mutantes de Phycomyces

9. El espectro de absorcion ultravioleta del medio de cultivo es un buen indicador de su
contenido global en apocarotenoides.

10. Los medios de cultivos mixtos de estirpes de ambos sexos contienen mas de 50
apocarotenoides distintos. Se presentan estimaciones cuantitativas de 32 apocarotenoides.
En los cultivos de sexos separados los apocarotenoides son menos variados y menos
abundantes. Los acidos trisporicos y sus ésteres solo se encuentran en cultivos mixtos.

11. Las mutaciones carB, carR y car$ bloquean la producion de apocarotenoides. Las
mutaciones carB10y carS153 son nulimorfas. Otras mutaciones estudiadas son rezumantes.
Los aminoacidos E150 y 5433 son esenciales para la actividad de CarS.

12. Las mutantes car producen enzimas capaces de metabolizar apocarotenoides
procedentes de estirpes de sexo opuesto con los que se cocultiven.

13. Las contribuciones de las estirpes de distinto sexo no son simétricas. La estirpe
NRRL1555, de sexo (—), aporta mas carbonos a los apocarotenoides que las estirpes (+).

14. El trisporol B se encuentra en pequenas cantidades en cultivos separados de la estirpe
silvestre de sexo (—) y puede ser una feromona.

15. El metiltrisporato C no se encuentra en los cultivos separados y no debe considerarse
una senal sexual.

16. Se proponen rutas metabdlicas para la produccion de los apocarotenoides de

Phycomyces.

122



