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RESUMEN

En esta tesis se han realizado estudios genéticos
y bioguimicos de mutantes con alteraciones en la caro-
tenogénesis, su regulacibn interna y su estimulacibn-

por agentes quimicos. Concluimos que:

1. Un solo gen determina dos funciones: una que
llamamos A, es necesaria para la sintesis de carotenos;
la otra, que llamamos R, es la ciclasa del licopeno. El
segmento proximal del gen (extremo 5' del ARN mensaje-
ro y extremo amino del polipéptido) es responsable de la
funcidén A y el segmento distal es responsable de la fun-
cién R. Los segmentos‘A v R son separados por una protea-

sa antes de pasar a desempefiar sus funciones en la ruta.

2. E1l producto del segmento A actfia probablemente
facilitando el transporte de sustratos en el complejo
carotenogénico. La falta de este producto A provoca una
escasez general de sustratos, que impide el funcionamien-

to normal de la ruta.

3. La gran acumulacibén de B-caroteno en los mutantes
superproductoes (gen carS) no se debe a falta de degrada-
cidén o transformacibén del Bg-caroteno, sino a una sintesis
m&s activa de este compuesto. El1 producto del gen car$
participa en la regulacién de la carotenogénesis, posi-

blemente en el mecanismo de retroinhibicién.

4. La activacibén de la carotenogénesis por diversos
agentes quimicos depende de, al menos, una funcibén celu-
lar, revelada por la existencia de mutantes insensibles

a estimulos externos.

5. La 2-(4-clorofeniltio)trietilamina (CFTA) no pa-
rece tener un efecto estimulador de la carotenogénesis
independiente de su efecto inhibidor de la ciclasa. El
aumento en la cantidad de carotenos puede ser un efecto

secundario debido al mecanismo de control por retroinhibicib

6. El monooleato de polioxietilensorbitano ("Tween-80")
contrarresta la inhibicién parcial de la ciclacién por
CFTA o por mutaciones carR en heterocariosis, permitiendo
probablemente el acceso de los sustratos licopeno y y-caro-

teno a complejos con ciclasas activas.
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INTRODUCCION

El desarrollo actual de la Biologfia Molecular
estad basado, en gran parte, en la blisqueda y
estudio de sistemas sencillos, que faciliten la
adquisicibén de conocimientos sobre el funciona-

miento de los procesos celulares.

La regulacidén de las diferentes funciones
celulares y el estudio de los mecanismos necesarios
para realizarla constituye uno de los aspectos méas
interesantes de las investigaciones que se estén
llevando a cabo actualmente en Biologia. El1 hecho
de que, en eucariontes, los mecanismos de regula-
cibén puedan diferir notablemente de los conocidos
en procariontes hace necesaria la utilizacidn de
organismos eucaridticos poco complejos, en los
cuales el estudio'de los mecanismos regulatorios

sea mids accesible.

La utilizacién de Phycomyces blakesleeanus
obedece a razones de este tipo. AGn cuando su
comportamiento es variado y complejo, Phycomyces
es un organismo eucaribtico que permite una

facil manipulacidn.

La eleccibn de 1la carotenogénesis y su regu-
lacidén como objeto de estudio, tambien obedece a
razones de tipo préactico. Por una parte, los
aspectos quimicos de la ruta de sintesis de los

carotenos han sido ya ampliamente estudiados



(revisién en Davies, 1975), lo que supone un paso
previo importante para un trabajo de tipo genético.
_De otra parte, al tratarse de compuestos coloreados,

se detectan mis ficilmente los mutantes.

Algunos aspectos de la carotenogénesis en
Phycomyces han sido objeto de numerosos estudios,
que han sido revisados recientemente (Cerdd Olmedo

y Torres Martinez, 1977; 1978).

BIOSINTESIS DE CAROTENOS EN PHYCOMYCES

El R-caroteno es el pigmento responsable del
color amarillo del micelio de Phycomyces, y esté
presente en la mayoria de las etapas del ciclo de
vida. La concentracién del pigmento varifa en
funcidbn de condiciones ambientales como nutrientes,
luz y temperatura (Friend y Goodwin, 1954; Bergman
et al., 1973).

Los primeros mutantes de color en Phycomyces
fueron aislados por M. Heisenberg en 1967. Existen
en la actualidad dos extensas colecciones, obteni-
das en el California Institute of Technology, de
Pasadena y en el Departamento de Genética de la
Universidad de Sevilla. Los principales fenotipos
mutantes encontrados son: blanco, rojo y amarillo
intenso. Estos mutantes han sido utilizados en tres
tipos de investigaciones: el estudio de su fenotipo,
sobre todo de su contenido en carotenos, la asigna-
cién de las mutaciones a genes, mediante las
técnicas genéticas de complementacibn, y el estudio
cﬁantitativo de heterocariontes. Estas investiga-

ciones nos dan una imagen coherente de la ruta
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biosintética.

Algunos de los mutantes blancos acumulan
fitoeno en vez de g-caroteno (Meissner y
Delbrlick, 1968; Eslava et al., 1974). Las co-
rrespondientes mutaciones pertenecen todas al
mismo grupo de complementacién, que define el
gen carB (Ootaki et al., 1973). Los mutantes
rojos acumulan licopeno en vez de g-caroteno
(Meissner y Delbrlck, 1968). En este trabajo
los llamaremos "mutantes de fenotipo R" (por
rojo}. Las mutaciones correspondientes han ocu-
rrido en un mismo grupo de complementacién, dis-
tinto del anterior, que define el gen carR.

La existencia de estos dos tipos de mutantes apo-
va fuertemente la existencia en Phycomyces de la
ruta de sintesis de carotenos propuesta por
Porter y Lincoln (Porter y Lincoln, 1950) para

el tomate, en el cual el fitoeno y el licopeno

son intermediarios esenciales (Fig. 1).

No se han aislado mutantes que acumulen
otros presuntos intermediarios de la ruta.
Existen varias explicaciones a este hecho: los
esteroles son componentes esenciales de las
membranas celulares y por tanto es poco proba-
ble que se obtengan mutantes que tengan bloque-
ada la biosintesis de los esteroles. Los interme-
diarios hasta el pirofosfato de farnesilo (C15)
son comunes a ambas rutas, la de los esteroles
y la de carotenos; por tanto los mutantes inca-
paces de metabolizar tales intermediarios serian
inviables. La sintesis de pirofosfato de geranil-
~geraniol (C20) supone la adicién de un residuo

prenilo, que, si fuera llevada a cabo por la
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acetato (02)

#

acido mevalonico

‘ (cs)

isopentenil-@-@®

‘ (cs)

geranil-@-@
‘ (cto)
farnesil—@—@
‘ (c15)
eranilgeraniol-@ —
/escualeno\ g g ‘@ ®(czo)
otros triterpenoides esteroles fitoeno

(c4o)
‘ .

fitoflueno

4

E-caroteno

!

neurosporeno

&

licopeno

—,  &

“Y-caroteno

‘

P—caroteno

F.J:.gur’a 1. Esquema general de la biosintesis de carote-

nos.
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misma transferasa del prenilo responsable de las dos
reacciones previas, no necesitaria la existencia de
un gen adicional. Las enzimas responsables para el

paso C > C (Altman et al., 1972) pueden intervenir

15 20

quizds en el paso Cig = C30 de la biosintesis de los
esteroles; en este caso, las mutaciones que las inac-
tivan bloquearian simultdneamente ambas rutas y serian

inviables.

Todas las deshidrogenaciones desde el fitoeno has-
ta el licopeno pueden ser realizadas por la misma enzi-
ma, codificada por el gen carB. Los mutantes carB rezu-
mantes, que acumulan fitoeno, fitoflueno, r—-caroteno y
neurosporeno apoyan esta hipdtesis (Eslava y Cerd4d Ol-
medo, 1974). La hipbtesis explica también la acumula-
cibén de estos mismos intermediarios en micelios culti-
vados en presencia de difenilamina (Olson y Knizley,
1962).

Las dos ciclaciones desde el licopeno hasta g-ca-
roteno pueden ser llevadas a cabo por otra enzima, co-
dificada por el gen carR. La presencia de licopeno,
y—-caroteno y B-caroteno en micelios que estin crecien-
do en presencia de compuestos que inhiben la ciclacidén
como la 2-(4-clorofeniltio)trietilamina (CFTA) o la ni-
cotina (Coggins et al., 1970; Howes y Batra, 1970; Ba-
tra et al., 1973) apoyan esta propuesta. |

El mejor apoyo a la idea de que una enzima estd
involucrada en varias reacciones viene de los andlisis
de complementacién cuantitativa. Los heterocariontes
entre alelos carB mutantes y silvestres acumulan fitoe-
no, fitoflueno, r-caroteno, neurosporeno y productos

totalmente deshidrogenados ( Aragdn et al., 1976). Los
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heterocariontes entre alelos carR mutantes y silves-
tres acumulan licopeno, y-caroteno y g-caroteno (De

la Guardia et al., 1971). Las relaciones matem&ticas
entre los andlisis cuantitativos de los carotenos y
las proporciones nucleares en los heterocariontes lle-
van a una propuesta concreta sobre la organizacidn de
la ruta (Figs. 2 y 3): el fitoeno se incorpora a un
primer complejo formado por cuatro copias de una des-
hidrogenasa del fitoeno, codificadas todas por los ge-
nes carB presentes en la células, ¥y después por dos
copias de una ciclasa del licopeno, codificadas por
los genes carR presentes en la cé&lula. De esta forma
cuando los alelos mutante y gilvestre coexisten en

la misma célula, las enzimas inactivas pueden incorpo-
rarse al complejo. Al llegar a una enzima inactiva los
intermediarios no ser&n transformados, sino expulsados
del complejo y se acumulardn en el citoplasma en las

- mismas proporciones en que fueron fabricados.

REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE CAROTENOS EN PHYCOMYCES

En la oscuridad, y en ausencia de estimulaciones
especiales, el tipo silvestre de Phycomyces acumula,
a los cuatro dfas de crecimiento en medio minimo, al-
rededor de 40 pg de B-caroteno por gramo de materia

seca (en adelante "ppm").

Se han aislado mutantes que, en las mismas circuns-

tancias, acumulan notablemente m4s o notablemente menos

B—-caroteno que el tipo silvestre.

Se conocen tambid&n circunstancias ambientales que

incrementan o disminuyen la carotenogénesis.



mutante ' tipo silvestre

|

fitoeno

licopeno :

Heterocarionte

L}
fitoeno fitofluenc € -caroteno neurosporeno licopeno

Figura 2. Las reacciones desde fitoeno hasta licopeno
son llevadas a cabo, sucesivamente, por cuatro mole-
culas de la deshidrogenasa del fitoeno. Los simbolos
blancos reprsentan enzimas activas, producto del ale-
lo del tipo silvestre. Los simbolos negros, el produc-
to de un mutante carB, enzimaticamente inactivo, pero
capaz de integrarse én el complejo. Los simbolos raya-
dos, indistintamente uno u otro. Arriba a la izquierda,
agregado enzimltico de un mutante carB. Arriba a la
derecha, el del silvestre. La parte inferior de la fi-
' gura representa los complejos enzimiticos posibles en
los heterocariontes entre alelos silvestre y carB, y

los productos que se esperan.



tipo silvestre mutante

licopeno ‘ Hcdpeno
¢ <~

a.

N-caroteno
Heterocarionte
licopeno licopeno licopeno
y ‘
j-caroteno ¥ -caroteno licopeno
p? p(1-p) 1-p

Figura 3. Las reacciones desde licopeno hasta g-caro-
teno son llevadas a cabo, sucesivamente, por dos mo-
leculas de la ciclasa del licopeno. Los simbolos blan-
cos reprsentan enzimas activas, producto del tipo sil-
vestre. Los simbolos negros, el producto de un mutante
cark, enzimaticamente inactivo pero capaz de integrar-
se en el complejo. Los simbolos rayados, indistinta-
mente uno u otro. Arriba a la derecha, agregado enzi-
m&tico de un mutante carR. Arriba a la izquierda, el
del silvestre. La parte inferior de la figura repre-
senta los complejos enzimdticos posibles en los hete-
rocariontes entre alelos silvestres y carR, sus pro-
ductos, y las frecuencias esperadas en el supuesto de
que no haya discriminacidén a nivel de transcripcién,

traduccién y agregacidn.
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Mutantes superproductores de B-caroteno

Las mutaciones en el gen carS incrementan el con-

tenido de B-caroteno hasta aproximadamente 4000 ppm.

Se han propuesto dos hipétesis (Murillo y Cerd&
Olmedo, 1976) que explican este hecho. Hipbtesis (a):
en el tipo silvestre existe una regulacidn de las ac-
tividades enzimiticas implicadas en la carotenogénesis.
El g8-caroteno formado se acumula y no se metaboliza
apreciablemente. En los mutantes caqrS esta regulacidn
ha sido alterada y se consiguen actividades mucho ma-
yores. Como las mutaciones carS son recesivas, lo més
f4cil es suponer que inutilizan un producto regulador
difusible por el citoplasma que normalmente tiende a
disminuir las actividades enzimdticas. HipStesis (b):
en el tipo silvestre existen mecanismos muy activos
de degradacién del B-caroteno, que son inutilizados

por la mutacidn carS.

La ruta de los carotenos se estimula siempre que
la produccién de B-caroteno se ve dificultada, bien
por la existencia de mutaciones carB o carR (Murillo
y Cerdd Olmedo, 1976), o por la accién de inhibidores
(Olson y Knizley, 1962; Coggins et al., 1970). Esto
sugiere que la ruta es retroinhibida por el B-carote-
no y que su falta provoca la estimulacién de la sin-
tesis. E1 hecho de que los dobles mutantes carB cars
no acumulen mis fitoeno que los mutantes carB puede
sugerir como mis probable la hipbtesis (a), y que el
producto de carS participe en la regulacibén por retro-
inhibicién. No obstante:’en esta tesis se hacen nuevos

experimentos que tratan de dilucidar esta alternativa.
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Mutantes con escaso o nulo contenido de carotenos

Algunos mutantes blancos no acumulan cantidades
importantes de ninglin caroteno, ni siquiera fitoeno.
Contienen muy pequenas cantidades (del orden de 1 ppm)
de B-caroteno. En este trabajo los llamaremos "mutan-
tes de fenotipo A" (por "albinos"). Entre ellos no hay
com?lementacién, pero todos complementan con los mutan-
tes carB. Estos mutantes han sido asignados al gen car4
(Ootaki et al., 1973).

Varias investigaciones han intentado encontrar
un bloqueo de la ruta de la carotenogénesis, pero no
han encontrado ninguno concreto. No puede descartarse,
sin embargo, que el gen carAd intervenga en una reaccién
enzimitica, anterior al fitoeno, y que el bajo nivel de
B-cardteno en los mutantes de fenotipo A represente un

nivel residual de actividad enzimitica.

Caben también otras posibilidades. El gen card po-
dria ser un gen regulador y los mutantes blancos de fe-
notipo A podrian tener permanentemente inhibida la ruta.
Como caso concreto: card podria participar en la retro-
inhibicibén de la ruta y sus mutantes serian capaces de
retroinhibir en cuanto se formara una pequena cantidad
del producto final. El producto de card podria también
actuar como llave de paso de la carotenogénesis o como
transpof;édor de sustratos intermedios. En este caso
el paso de los sustratos se veria disminuido a nivel
~general sin acumularse significativamente ningfin com-

puesto intermedio de la ruta.

Es frecuente aislar otro tipo de mutantes blancos,

que acumulan pequenisimas cantidades de licopeno. Estos
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mutantes no complementan ni con card ni con carR (Oota-
ki et al., 1973), vy presentan caracteristicas de ambos,
ya que acumulan pequenisimas cantidades de licopeno,

pero no B-caroteno. En este trabajo los llamaremos "mu-

tantes de fenotipo AR".

Los mutantes de fenotipo AR se pueden obtener tam-
bién buscando color blanco tras el tratamiento mutagé-
nico de una estirpe mutante roja de fenotipo R. Presu-
miblemente también podrian obtenerse a partir de un mu-
tante de fenotipo A, pero la bfisqueda de blancos en un

fondo blanco no es trivial.

' Hasta ahora se venian considerando simplemente co-
mo dobles mutantes que habian sufrido simult&neamente
una mutacidén en el gen card y otra en el gen carR (Oota-
ki et al., 1973).

Varios indicios vienen a poner en duda esta senci-
lla interpretacién. En primer lugar, se encuentran muy
frecuentemente mutantes de fenotipo AR tras tratar una
estirpe amarilla con el mutdgeno nitrosoguanidina. Ha-
brfia que suponer una tasa de doble mutacién altisima,

aun mayor que la de mutacién simple a fenotipo R.

Los mutantes de fenotipo AR presentan ademés una
serie de peculiaridades, como por ejemplo su comporta-
mientofen heterocariosis. Los heterocariontes C5 % Cé6
(blanco carB * blanco de fenotipo AR) no acumulan los
compuestos intermedios licopeno y y-caroteno como seria
de esperar si las ciclasas de C6, aunque no funcionales,
se incorporaran al complejo enzimitico (Aragdn et al.,

1976) . Esto puede indicar que las ciclasas de C6 no com-
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piten en la formacién del complejo carotenogénico,

ocupando su lugar las ciclasas de C5 y produciéndose
por tanto acumulacidén de g-caroteno. La no competiti-
vidad de los nficleos de C6 en este sentido podria de-

berse a que no se fabrican las ciclasas.

Una hip6tesis para explicar estos hechos seria
que las mutaciones A y R afectan a segmentos distin-
tos de un mismo gen. A es el segmento proximal del
'gen (extremo 5' del ARNm y extremo amino de la protei-
na), mientras que R es el segmento distal. El1 fenotipo
AR podria obtenerse por una sola mutacidn que afectase
a ambas funciones (principalmente terminacidén prematu-

ra o desfase).

Para decidir entre las hipbtesis de dos genes dis-
tintos y de un gen bifuncional, esta tesis desarrolla
varias lineas experimentales que enfocan el problema

desde diferentes puntos de vista.

Regulacidn por factores ambientales

La reaccibn sexual incrementa la carotenogénesis
(Blakeslee, 1904) a través de los &cidos trispdricos
(Caglioti et al., 1966; Sutter, 1977). Los heteroca-
riontes intersexuales, es decir, los que contienen nfi-
cleos de sexo opuesto, acumulan hasta 400 ppm de B-ca-
roteno (Murillo y Cerdi Olmedo, 1976). Sin embargo, la
sintesis de licopeno no aumenta en los heterocariontes
entre mutantes carR de sexo opuesto, a menos que algu-
na de las mutaciones carR sea rezumante y se produzca
algo de B-caroteno. Esto encaja con la idea de que los
dcidos trispbricos derivan del g-caroteno (Bu'Lock et
al., 1974).
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Las interacciones sexuales y las mutaciones carS
deben actuar independientemente en la carotenogénesis
ya que los heterocariontes formados por mutantes carS
de sexo opuesto acumulan aproximadamente 15000 ?pm de
B—caroteno (Murillo y Cerd& Olmedo, 1976).

Muchos agentes quimicos estimulan la carotenogé-
nesis en diferentes grados (Eslava et al., 1974; Reyes
et al., 1964; Ninet et al., 1969). Particularmente
interesante es la accibén de la vitamina A. La vitamina
por si misma no se convierte en carotenos, pero estimu-
la la ruta. De esta manera, aumenta la acumulacidn de
B—caroteno en el tipo silvestre, de licopeno en mutan-
tes carR y de fitoeno en mutantes carB (Eslava et al.,
1974).

La vitamina A act@ia de forma independiente de la
interaccién sexual y las mutaciones carS, ya que los
heterocariontes intersexuales y los mutantes carS se

estimulan por la vitamina A.

La mutacién car-102 hace constitutiva la accién
estimuladora que en la estirpe silvestre depende de la
presencia de vitamina A (Murillo y Cerd& Olmedo, 1976).

Varias estimulaciones distintas de la carotenogé-
nesis se han reunido en un heterocarionte ihtersexual,
que contiene las mutaciones carS y car-102, y que se
.estabiliza por la presencia de mutaciones letales equi-
libradas. La estirpe resultante acumula alrededor de
25000 ppm de B8-caroteno, més de 500 veces el contenido
de la estirpe silvestre en las mismas condiciones (Mu-
rillo et al., 1978). “'
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En presencia de CFTA se encuentra una fuerte in-
hibicibén de la ciclacién con acumulacién de licopeno
Yy y—cafoteno, y, ademis, un notable aumento de la can-
tidad total de carotenos (Aragbn, 1974; Murillo, 1975).
Este aumento podria ser un efecto secundario: al inhi-
birse la sintesis de B-~caroteno, se pierde parte de la
retroinhibicidén de la carotenogénesis por el g-carote-
no. En esta tesis se aportan nuevos datos sobre los

efectos de la vitamina A y la CFTA.

La estimulacién de la sintesis de carotenos por
la luz ha sido investigada principalmente en Fusarium
(Rau, 1975; Schrott y Rau, 1977), Mycobacterium (Batra,
1971) y Neurospora (Harding et al., 1969; De Fabo et
al., 1976). La luz incrementa mis de 10 veces el conte-
nido de B-caroteno de Phycomyces (Garton et al., 1951;
Bergman et al., 1973), pero el efecto de bajas dosis
de luz no es-.ficilmente detectable, porque se acumulan
cantidades considerables del pigmento en la oscuridad.
Algunos mutantes defectivos en el fototropismo (gen
madB) son parcialmente defectivos en la fotoinduccidn
de la carotenogénesis (Bergman et al., 1973), sugirien-

do asi el uso de un fotorreceptor comfin.

Mutantes insensibles a factores ambientales

La estimulacidn de la carotenogéné;is por agentes
quimicos, como la vitamina A, y fisicos, como la luz,
depende probablemente de funciones celulares concretas.
Segfin este razonamiento, seria posible obtener mutantes
deficientes en dichas funciones celulares que sefian
incapaces de responder a diferentes factores ambienta-

les.
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F.J. Murillo busc6é mutantes insensibles al efec-
to de la vitamina A, obteniendo las estirpes S119 y
S120. También buscd mutantes insensibles a la accién
de la CFTA, obteniendo las estirpes S142 y S144. Los
primeros estudios con estas estirpes, de tipo cuali~
tativo, pusieron de manifiesto que las cuatro estirpes
eran insensibles tanto a la accidén estimuladora de la
vitamina A, como a las acciones inhibidora y estimula-
dora de la CFTA. Estos hechos sugieren la existencia
de un mecanismo comfin de accidn para la vitamina A y
la CFTA. En esta tesis se ha realizado un estudio cuan-

titativo de estos mutantes.

También se han buscado mutantes insensibles al
efecto estimulador de la luz. En este sentido, se han
aislado algunas estirpes que son bastante defectivas
en la fotoinduccidén de la carotenogénesis, pero nor-
males en cuanto a otras respuestas a la luz, y conte-
nido de B—caroteno en la oscuridad. El estudio de es-
tos mutantes se esti llevando a cabo en nuestro Depar-
tamento por Isabel Lbpez Diaz y sus investigaciones
pueden aclarar muchos aspectos del proceso de la foto-
induccidn y sus relaciones con cada una de las demés

vias de estimulacidn de la carotenogénesis.

GENETICA DE LA CAROTENOGENESIS EN OTROS MICROORGANISMOS

El color naranja caracteristico de Neurospora se
debe a una mezcla de varios carotenos, incluidos B8-ca-
roteno y neurosporaxantina. Se conocen mutantes de co-
lor desde hace muchos anos (Haxo, 1956; Barratt, 1954),
y se han utilizado en estudios de complementacién y re-

combinacibén, pero su andlisis genético y fenotipico se
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ha realizado generalmente a nivel cualltatlvo. Con ries-
~go de extrapolacxén vy SlmpllflCaClén, la situacién en

Neurospora puede asemejarse bastante a la de Phycomyces.

Algunos mutantes blancos, al-2 y al-3 no presen-
tan ninglin carotenoide (Kushwaha et al., 1978). El res-
to de los mutantes blancos agl-1, acumulan fitoeno o, si
son rezumantes, una mezcla de fitoeno y sus derivados
deshidrogenados, encontrédndose fenotipos ligeramente
diferentes. Las mutaciones al-1 y al-2 estén estrecha-
mente ligadas y casi todos los pares de mutantes con
dichas mutaciones complementan (Huang, 1964; Subden y
Threlkeld, 1970; Subden y Goldie, 1973). La mutacién

al-3 estd situada en otro cromosoma.

Los mutantes amarillos sintetizan carotenos,pero
no el compuesto oxidado neurosporaxantina. Estos mutan-
tes forman un grupo de complementacién, el gen ylo, que

no estd ligado a ninguno de los anteriores.

Aunque en Neurospora son factibles los andlisis
de complementacidn cuantitativa (ver Fig. 1 en Davis,
1969), no han sido empleados para obtener informacidn
sobre la organizacidén de las sucesivas reacciones de
la ruta de sintesis. Andlisis electroforéticos de las
proteinas en este organismo han puesto de manifiesto
diferencias de una banda entre la estirpe silvestre y
un mutante al-2, interpreténdgge esta banda como un
complejo proteinico involucrado en la carotenogénesis
(Subden y Turian, 1970; Subden y Turian, 1970).

Desde hace bastantes afios se estéln realizando es-
tudios sobre la carotenogénesis en diferentes hongos

y bacterias. También se han aislado mutantes (Bonner
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et al., 1946; Cantino y Hyatt, 1953), pero hay poca
informacibén sobre anflisis genéticos. La situacibn en
Ustilago violacea (Gérber et aZ., 1975) es interésan—
te porque en algunos mutantes se encuentran productos
que aparentemente no es capaz de sintetizar la estir-
pe silvestre. Los mutantes de carotenos de Rhodopseudo-
monas capsulata se localizan en cinco grupos, situados
todos contiguos en un pequerfio segmento de cromosoma.
Esto suscita la posibilidad de que todos los genes de
la ruta estén regulados coordinadamente en un "operén

de los carotenoides" (Yeu y Marrs, 1976).

MUTAGENOS

Las peculiaridades mutacionales de la N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina (nitrosoguanidina) y del 2-
Metoxi-6-cloro=-9—-(3-(etil-2-cloroetil)aminopropilamino)
acridina dihidrocloruro (ICR-170) juegan un papel impor-
tante en algunos capitulos de esta tesis. En esta sec-

cibn se resumen las acciones de estos mutdgenos.

Mutactones producidas por la nitrosoguanidina

La nitrosoguanidina es un agente alquilante mono-

—

funcional.

NO NH
bl

!
CH,~-N- C-NH-NO

3 2 =
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Las mutaciones causadas por la nitrosoguanidina
son casi siempre revertibles por ella misma y por mu-
tdgenos que producen cambios de una base por otra, su-
~giriendo asi que la nitrosoguanidina causa principal-
mente cambios de bases (Eisenstark et al., 1965; Whit-
field et al., 1966).

Coulondre y Miller (1977} han estudiado reciente-
mente la induccién de mutantes &mbar y ocre en el gen
lacIl de Escherichia coli y su reversidn por varios mu-
tdgenos. Demostraron que la nitrosoguanidina induce
preferentemente cambios GC - AT, y muy pocos cambios
AT > GC. Esto ocurre tanto en la induccién de mutantes
dmbar como ocre, como en su reversidén. Los cambios AT
-+ CG, GC - TA, AT -~ TA y GC -+ CG no se encontraron nun-

ca.

Esta alta especificidad para cambios GC -+ AT de
la nitrosoguanidina habfa sido demostrada anteriormen-
te en Saccharomyces cerevisiae (Prakash y Sherman,
1973) estudiando la reversidén de mutantes en el gen

del iso-l-citocromo c.

La nitrosoguanidina produce ocasionalmente muta-
ciones de cambio de fase, como lo demuestra el hecho
de que en bacterias (Oescheger y Hartman, 1970) algunos
desfases son revertidos por nitrosoguanidina. La iden-
tificacidén de los ;émbios producidos en la secuencia
de amino&cidos de los revertientes demostré que la ni-

trosoguanidina producia deleciones de pares GC (Yourno y
Heath, 1969).

Sobre la nitrosoguanidina y su mecanismo de ac-
cibn se ha acumulado una considerable literatura, de

la que se puede encontrar revisiones recientes (Neale,
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1976; Cerdi Olmedo y Ruiz Vdzquez, en prensa).

Mutaciones producidas por ICR-170

ICR-170 es un compuesto sintetizado y estudiado
en el Instituto para la Investigacibén del Céncer, de

Filadelfia, cuya estructura completa es:

NH-CH,- CH,- CH,- N7 CH27CHj3
CH,-CH,-C1
CH40 N 2-CH,

N c1
ICR-170 es un buen mut&geno para hongos (Culbert-
son et al., 1977), mientras que otro compuesto anidlogo,
ICR-191, es mejor mutdgeno para bacterias (Ames et al.,
. 1966).. Ambos mutdgenos constan de un anillo derivado
de la acridina, y una cadena lateral en el carbono 9,

con un grupo monofuncional de mostaza nitrogenada.

Aunque el mecanismo de accién de estos mutdgenos
no ha sido afin clarificado, parece que ambos grupos
estructurales, el anillo acridina y el grupo de mosta-
za nitrogenada, . son necesarios para producir mutacio-
nes (Malling, 1967).

Tanto el be—lQl como el ICR-170 producen prefe-
rentemente desfases en el ADN, por adicién o delecidn
de bases, principalmente pares GC (Yourno y'Hethr
1969; Brusick, 1972; Culbertson et al., 1977). Estas
‘mutaciones generalmente sblo son revertidas espont&nea-

mente o por los mismos mut&genos.
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Sobre estos compuestos y el tipo de mutaciones
que producen existe una abundante literatura, asi

como. algunas revisiones (Roth, 1974).
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MATERIALES Y METODOS

ESTIRPES

Las estirpes de Phycomyces blakesleeanus emplea-
das en este trabajo se indican en la Tabla 1. Se de-
signan de acuerdo con la nomenclatura genética propues-
ta por Demerec et al. (1966). Las estirpes se designan
con una letra mayfiscula segin el laboratorio deonde fue-
ron obtenidas: C, California Institute of Technology,
Pasadena; S, Universidad de Sevilla; B, Max-Planck-Ins-
titut flir Molekulare Genetik, Berlin. Junto a cada es-
tirpe se expresa el tipo sexual, (+) 6 (=), a que per-
tenece, y en el caso de mutantes, las diferencias gené-
ticas conocidas respecto al tipo silvestre: las muta-
ciones que afectan a la sintesis de carotenoides se de-
signan con las letras car; a las respuestas fototrépi-
cas, mad; a la sintesis de &cido nicotinico, nie. El
origen de cada estirpe se indica dando la estirpe ori-
~ginal y el mutf@geno utilizado (NG = tras mutagénesis
con nitrosoguanidina, ICR = tras mutagénesis con ICR-170)

0 el cruzamiento del que deriva.

Los heterocariontes utilizados en este trabajo se
indican en la Tabla 2. EI asterisco separa los dos ti-
pos de nficleos presentes en el micelio. Los heteroca-
riontes han sido obtenidos utilizando el método desa-
rrollado por Ootaki (1973).
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TABLA 1. Estirpes de Phycomyces utilizadas en esta tesis

Estirpe Genotipo Notas
NRRL1555 (=) Stlvestre, coleccidn de
Northern Regional Research
Lab., Peoria, Ill. USA.
B141 (+) Silvestre, isogénica con
NRRL1555. Obtenida por A.
P. Eslava.
B142 (+) ' Idem.
c2 cards (-) Blanco, de NRRL1555, NG
cé carAR12 mad-48
(-) = : Blanco, de NRRL1555, NG
c9. carR21 (-) Rojo, de NRRL1555, NG
C115 carS42 mad-107 (-) Superamarillo, de NRRL1555,
NG
c171 card30 carR21 (-) Blanco, de C9, NG
242 ecards nicAdl101 (+) Del cruce C170 x S102
5102 nicAdl101 (-) De NRRL1555, NG
S104 carS42 carAR1165 )
mad—107 (-) Blanco, de C115, NG
S119 car-113 (-) Insensible a vitamina A4,
de NRRL1555, NG
5120 ecar-114 (-) Insensible a vitamina A,
de NRRL1555, NG
5124 carS42 car-119
mad-107 (=) Blanco,de C115, ICR
S125 carS42 car-119
mad=107 (-) Blanco, de C115, ICR
5142 = ecar-129 (-) Insensible a CFTA, de
NRRL15556, NG
S144 car-131 (-) Insensible a CFTA, de
NRRL15566, NG
5160 carS42 ecarAR115 .
car—-136 mad-107 (-) _Amarillo, de S104, NG
S162 carS42 carAR115 :
ecar-138 mad-107 (-) Amarillo, de S104, NG
carS542 carAR11S

S165

car-141 mad-107 (-) Rojo, de 5104, NG
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TABLA 2. Estirpes heterocariontes de Phycomyces utili-

zadas en esta tesis

Heterocarionte Genotipo

c2 * (9 carAs5 (-) * carR21 (-)

C6 % NRRL1555 card R12. mad—-48 (-) * (-)
C9 * 5102 earR21 (-) * nicAdl101 (-)

5165 *» S102 car—141 cearAR1165 carsS42

mad—-107 (=) * niecdl0l (-)

METODQS DE CULTIVO
Medios de crecimiento

El medio empleado para los cultivos fue el medio
GAEL. Por cada litro contiene: 30 g de D(+)glucosa, 2 g
2O, 0,5 g de SO4Mg.7H20, 1,5 g de
PO4H2K, 0,25 mg de tiamina-HCl y 1 g de extracto de le-

de L-asparragina.H

vadura (Difco). Para cultivo sb6lido se anaden 10 g de
agar Analema. La tiamina se esteriliza sepafadamente
por filtracién. El resto del medio se autoclava, y an-
tes de extenderlo en cajas se le afnade la tiamina. Se
han utilizado las dos variantes siquientes de este me-
dio: el medio GA, que carece de extracto de levadura,
se emplea como medio minimo en cultivos destinados a
los anflisis cuantitativos; el medio GAELA, que es el
medio GAEL suplementado con ClH 1IN, después del auto-
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clavado, hasta un pH de 3.3, permite un crecimiento

colonial.

En los cruzamientos sexuales se utilizé otro me-
dio, el agar patata, que permite obtener un mayor n-
mero de zigosporas. También se usd en los cultivos des-
tinados a obtener esporangiféforos para la formacidn de
heterocariontes, ya que los esporangiéforos son mids ro-
bustos y escasos, lo que facilita su manipulacién. Para
preparar este medio, se trocean 200 g de patatas pela-
das y se hierven durante 1 hora en un litro de agua; se
filtra, se anaden al liquido filtrado 20 g de glucosa
y 10 g de agar y se completa hasta un litro si fuera
preciso. Después de autoclavado se le anade la tiamina

de la misma forma que para el medio GAEL.

En algunos casos los medios de cultivo se han su-

- plementado con productos quimicos:

2(4-clorofeniltio) trietilamina-HCOl, que se indica
en adelante como CFTA. Ha sido proporcionado por el Dr.
Henry Yokoyama, del Fruit and Vegetable Chemistry Labo-
ratory, Pasadena (California). Se anadidé a los cultivos
en solucibdn acuosa, esterilizada por filtracidn, en las

concentraciones deseadas.

Vitamina A. El acetato de retinol (Sigma Chemical
Company,:ét. Louis, Missouri) se disolvié en etanol, se
emulsificé con dimetilsulféxido (DMSO), vaselina y mono-
oleato de polioxietilensorbitano ("Tween-80") y se ana-
didé al medio en las'concentraciones deseacdas, antes de
verterlo a cajas de Petri. Los medios contenfan asi 0,5%
vaselina, 0,5% "Tween-80", 0,1% etanol y 0,1% DMSO. Aun-

que no se especifique, todos los medios a los que se aha-
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dieron vitamina A o agentes emulsificantes contenfan
0,1% etanol. Para evitar la descomposicibén de la vi-
tamina A por la luz, los medios que la contienen se

usan enseguida.

Inoculaecidn

Se han empleado dos formas diferentes de inocula-
cién de los medios de cultivo. En algunos casos los
cultivos se inocularon con esporas vegetativas, pre-
viamente activadas por calentamiento a 48°C durante
15 minutos (Rudolph, 1960). Las esporas empleadas en
las inoculaciones se pueden contar usando una cémara

Thomas o Petroff-Hauser.

En otros casos los cultivos se iniciaron con un
pequeno trozo de micelio (unos 2 mmz) obtenido de un
cultivo previo. El trozo de micelio se deposita en el

centro de la caja con la ayuda de unas pinzas.

Condiciones de cultivo

Los cultivos se incubaron a temperatura constan-
te de 22° -~ 23°C. Los cultivos destinados a anélisis
quimico se mantuvieron en completa oscuridad y los cul-
tivos destinados a observaciones o recoleccidn de es-
poras se mantuvieron en una cadmara normalmente ilumina-
da.

Los cultivos de los cruzamientos sexuales se man-—
tuvieron a 15° - 16°C durante los primeros quince dias,
hasta la formacién de zigosporas, y después se mantu-

vieron a 22° - 23°C, hasta su germinacibn.
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Recoleccidn de esporas

Se cultiv6 el tipo deseado durante 6 - 7 dias en
cajas Petri en medio GAEL. A partir del tercer dia em-
piezan a aparecer los esporangidforos, cada uno de los
cuales origina el esporangio que contiene miles de es-
poras. A partir del tercer o cuarto dia los esporangios
empiezan a tropezar con la tapa de la caja, quedando
pegados muchos de ellos. Las esporas se recolectan la-
vando esta tapa con 5 ml de agua estéril y rompiendo
los esporangios con un esparcidor. Una vez recogidas,
se lavan dos veces por centrifugacidén a 2000 - 3000 rpm
durante 3 minutos. Las esporas se conservaron en solucibn

acuosa en un refrigerador, donde sobreviven varios meses.

OBTENCION DE HETEROCARIONTES

Para obtener los heterocariontes utilizados en
este trabajo se siguib6 el método de Ootaki (1973): dos
bloques de agar, de alrededor de 1 cm de lado, se colo-
caron enfrentados sobre un portaobjetos. Sobre cada uno
de estos bloques se coloca un esporangiéforo joven, sin
esporangio, de las estirpes que deben formar el hetero-
cariontes. Con ayuda de una tijeras especiales (Micro
Dissecting Scissors, Clay Adams, Parsippany) se corta-
rogAlas puntas de cada uno de los esporangiéforos, pro-
curando que la seccibén de uno de ellos resultara mayor
que la del otro. Se maniobran los dos bloques de agar
hasta lograr introducir uno de los esporangibéforos en
el otro, por sus extremos cofiados, haciendo gue pene-~
tre aproximadamente un milfmetro. Esta operacidn final

se realizb bajo un binocular.
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Alrededor de 24 horas después, surgen uno o varios
esporangibforos en el lugar del injerto. En ese momento
se comprueba si habia o no fusibén entre los dos esporan-

gi6foros, intentando separarlos suavemente.

Se siembran en agar GAELA las esporas procedentes
de los esporangios regenerados. El crecimiento colonial
en este medio permite comprobar f&acilmente, por la hete-
rogeneidad de los micelios aparecidos, si se ha obteni-

do el heterocarionte deseado.

ANALISIS QUIMICO

Los anflisis quimicos para la determinacidn del
contenido en carotenoides se realizaron siguiendo mé-
todos similares a los descritos por Britton y Goodwin
(1971) y De la Guardia et al. (1971).

Extracecidn

Los micelios se separan del medio de cultivo al
término del periodo de incubacibén, se limpian cuidado-
samente de agar con ayuda de una espitula, se secan
repetidamente con papel absorbente y se cortan en peque-
nos trozos. Una parte, aproximadamente la cuarta parte
del total, se emplea para determinar la proporcién:ae

materia seca, por desecacién a 105°C durante una hora.

El resto se mezcla con 20 ml de &ter de petrdleo
(punto de ebullicibn 50° - 70°C) y 20 ml de etanol. Se
bate durante tres minutos en una batidora Sorvall Omni-

Mixer y se recoge la capa sobrenadante de éter de petr6-
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leo, donde se encuentran disueltos los carotenoides.

Al resto se le atfiaden otros 20 ml de éter de petrbleo,
repitiéndose la operacién hasta tres veces. La fraccibn
de metanol, m4s densa que la de éter de petr6leo, queda
en el fondo, y contiene los restos de micelio y la mayo-
ria de los fosfolipidos y del ergosterol. Todas las ope-
raciones de batido se hacen en ausencia de luz y a baja
temperatura, para evitar en lo posible la oxidacidn de

los carotenoides.

Las distintas fracciones de éter de petrbleo se
mezclan finalmente y se evaporan empleando un rotoeva-
porador (Gallemkamp EU100, Inglaterra) conectado a una
bomba de vacfo (Millipore Corporation, Bedford, Mass.,
Usa).

Separacidén cromatogrdfica

La separacién previa de los carotenos se hace en
una columna preparada con 10 g de alGmina neutra o bi-
sica (desactivada hasta el grado III, seglin Brockman,
por adicién de 0,6 ml de agua destilada). La columna
se eluye anadiendo éter de petr6leo hasta la desapari-
cidén del color en las fracciones recogidas. El eluido
de la columna se concentra por desecacifén hasta un vo-
lumen aproximado de 1 ml y se vierte lo mis répida-
mente posible en la columna separadora. Este paso pre-
vio separa los carotenoides de muchas impurezas, en
especial del ergosterol, compuesto abundante en Phyco-
myces, quue absorbe a longitudes de onda similares a
las del fitoeno. La columna separadora, de unos 20 mm
de didmetro, contiene pesos iguales de 6xido de magne-~

sio y tierra de diatomeas, previamente activados por
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separado, calent&ndolos a 180°C durante‘4 horas. Los
dos componentes se suspenden, antes de verterlos en
la columna, en &ter de petré8leo con el fin de obtener
una columna suave y continua, sin poros ni huecos, y

con una altura de 15 cm aproximadamente.

Para la elucidn de la columna se utiliza en pri-
mer lugar &ter de petrbleo que eluye sucesivamente
fitoeno y fitoflueno luego se anaden concentraciones
crecientes de acetona en éter de petr6leo, eluyéndose
B—-caroteno (1% de acetona), rg-caroteno (2% de acetona)
Yy y—-caroteno (5% de acetona). Finalmente el licopeno

se eluye con 10% de etanol en éter de petrdleo.

La columna se mantiene protegida de la luz duran-

te todo el proceso.

Las distintas fracciones se secan completamente en
el rotoevaporador y se redisuelven en un volumen medido

de n-hexano para obtener su espectro de absorcién.

Identificacidn y cuantificacidn

Los espectros de absorcibén de las distintas frac-
ciones procedentes de la separacidn cromatogrédfica se
registraron en un espectrofotémetro Beckman modelo
Acta CIII.

El criterio seguido para la identificacidn de
los carotenoides fue el de la comparacidn de sus espec- -
tros de absorcibn con los ya publicados (Goodwin,1952;

Davies, 1965).
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Las concentraciones de los carotenoides se calcu-
laron a partir de sus coeficientes de absorcién (Tomes,
1963) y se refirieron al peso seco de los micelios de

los que fueron extraidos.

Los espectros, asi como las propiedades cromato-

~grédficas coincidieron perfectamente con los publicados.

MARCADO RADIOACTIVO

2—14C)meva16nico (The Ra-

La lactosa del acido DL-(
diochemical Centre, Amersham, Inglaterra) se mezcld con
mevalonato no radioactivo en las proporciones deseadas
y se anadid al medio de cultivo ya autoclavado, antes
de extenderlos en cajas. Para determinar la radioacti-
vidad, la .solucidn de B-caroteno purificado se colocd
en viales, se desecH en atmbsfera de N2, se disolvib en
10 ml de tolueno que contenia 30 mg de 2,5-difeniloxazol

y se contd en un contador de centelleo Unilux II-A.

CRUZAMIENTOS

Eh cajas con agar patata se inocularon dos trozos
pequenos de micelio (unos 2 mmz), uno de cada tipo se-
xual que se deseaba cruzar, y se incubaron durante 15
dias a 15° - 16°C, en condiciones normales de dilumina-
cibn. A los tres dias de inoculados los micelios, los
frentes de crecimiento de ambos se encontraron aproxi-
madamente en el centro de la caja y comenzaron a formar

las estructuras sexuales. A los 5 - 6 dias aparecian
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las primeras zigosporas. A los 15 dfas las cajas se
colocan a 22° - 23°C y permanecen aqﬁi hasta su ger-
minacién. Normalmente se utilizaron 10 — 15 cajas

para cada cruzamiento y se recogieron en total entre
200 y 1000 zigosporas. A los 60>— 80 dias las zigos-
poras se recogieron con ayuda de pinzas estériles, y
se lavaron con abundante agua sobre una rejilla met&-
lica para eliminar impurezas. Una vez bien limpias se
colocaron en grandes cajas de plastico, y sobre papel
de filtro, continuamente humedecido. Las cajas con las

zigosporas se mantienen a 22° - 23°C y con luz normal.

Cuando las zigosporas empezaron a germinar, los
~germoesporangios se recogieron con pinzas estériles y
mediante una presibén adecuada con las pinzas se libe-
raron las germoesporas que se fueron guardando en tu-
bos con 1 ml de agua estéril. Cuando los tubos conte-
nian las germoesporas procedentes de unos 100 germoes-
porangios, se procedid al andlisis de su contenido. Pa-
ra ello, se sembraron en medio GAELA, que permite el
crecimiento colonial de los micelios producidos por

las distintas germoesporas.

MUTAGENESIS

Mutagénesis con nitrosoguanidina

El procedimiento seguido en los experimentos de
mutagéneéis con nitrosoguanidina, un poderoso agente
mutagénico y cancerigeno, ha sido semejante al emplea-
do por otros autores en este mismo organismo (Cerdd
Olmedo y Reau, 1970; Ootaki et al., 1973, y otros).
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La nitrosoguanidina se obtuvo de Sigma Chemical

Company, St. Louis, Missouri, USA.

Ya que las soluciones de NG son inestables, espe-
cialmente en presencia de la luz, se conservaron en
congelador a -20°C en tubos que contenian 0,5 ml de
solucidn a una concentracién de 1 mg/ml. Inmediatamen-
te antes de su uso, se desconge16 un tubo a temperatu-
ra ambiente. Una vez usado se desech6 el resto de la

solucibn.

El tampbén usado en los tratamientos fue citrato-

fosfato pH 7,5, preparado seglin Gomori (1955).

Alrededor de 106 esporas del tipo deseado se re-
suspendieron en 0,9 ml del tampbdn citrato-fosfato y
se activaron por calentamiento a 48°C durante 15 minu-
tos. A continuacién se ahadibé a la suspensibn de espo-
ras 0,1 ml de la solucién concentrada de NG, consiguién-
dose asi una concentracibén final del mutégeno de 0,1 mg
por ml. La suspensibén se mantuvo a temperatura ambiente
durante 30 minutos, agit&ndola a intervalos, para evi-
tar la sedimentacibn de las esporas. A continuacibn se
centrifugé la suspensibn, se elimind el sobrenadante y
se anadieron 5 ml de agua destilada estéril, para resus-
_pender nuevamente las esporas. Se volvid6 a centrifugar
y se repiti6 la operacidn dos veces, para asegurar la
eliminacibén del mutdgeno. Después del filtimo lavado las
esporas se resuspendieron en un volumen adecuado de
agua destilada estéril, considerando que la superviven-
cia a este tratamiento suele ser del orden del 1 al 5%
de las esporas tratadas. Este parémetro se precisd en
cada caso tomando muestras de las esporas antes y des-
pués del tratamiento e inoculdndolas, tras la dilucibn

apropiada, '‘en agar GAELA.
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El reconocimiento de los mutantes de color se hi-
zo por simple observacibén de los micelios coloniales
aparecidos después de 3 - 4 dfas de incubacién de las
cajas inoculadas con las esporaS*mutagenizadés. Aque~
llas colonias que presentaban el cambio de color desea-
do, se trasplantaron a cajas con agar GAEL, se cosecha-
ron sus esporas y se purificaron por siembra en agar
GAELA.

Mutagénesis con ICR-170

Alrededor de 106 esporas del tipo deseado se re-
suspendieron en 0,9 ml de agua destilada estéril y se
activaron por calentamiento a 48°C durante 15 minutos.

A continuacibén se anadid a la suspensidén de esporas

0,1 ml de una solucidn acuosa de ICR-170 de forma que

la concentracidén final del mutdgeno fuese de 20 ug por
ml. El1 ICR-170 fue amablemente donado por R.M. Peck,
Institute for Cancer Research, Philadelphia. La solucidn
de ICR-170 se prepard inmediatamente antes de realizar
el experimento. Una vez anadido el mutfigeno, la solu-
cidén se mantuvo a temperatura ambiente, en completa
oscuridad, y durante cuatro horas en continua agitacibn
suave. A continuacién se centrifugd y se lavaron las es-
poras repitiendo la operacidn tres veces. A partir de
aqui, el procedimiento que se siguibé fue semejante al

descrito para la mutagénesis con nitrosoguanidina.



-41-

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS GENETICO

La hip6tesis del gen bifuncional, propuesta en la
Introduccibén, predice que los fenotipos AR se deben a
una sola mutacidn y que las mutaciones responsables de

los fenotipos A, R y AR afectan al mismo gen.

Andlisis genético del fenotipo AR

Para determinar si el fenotipo AR se debe a una
0 dos mutaciones, se cruzd una estirpe AR, de color
blanco, obtenida tras un solo tratamiento mutagénico,
Y una estirpe silvestre, de color amarillo. Si el fe-
notipo AR se debiera a dos mutaciones distintas, car4
Y carR, se podrian obtener recombinantes card, que
serian blancos, y carR, que serfan rojos. Los recom-
binantes blancos se distinguirfian de los parentales

por volverse amarillos en presencia de vitamina A.

Como las estirpes AR son impotentes para formar
zigosporas, se construyd el heterocarionte entre la es-
tirpe C6, de fenotipo AR, y la estirpe silvestre
NRRL1555. El1 heterocarionte se cruz6 con las estirpes
B141 y B142, de fenotipo silvestre e isogénicas con

NRRL1555.

Las zigosporas comenzaron a germinar a los 100
dias, aproximadamente, desde la iniciacién del cruza-

miento. Se estudiaron aisladamente algunos germoespo-
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rangios y se encontr§ que pr&cticamente todos conte-

nfan germoesporas viables. La Tabla 3 da los resul-

tados del andlisis masal de las germoesporas. En nin-

~glin caso se observaron recombinantes, o sea, colonias

rojas ni blancas activables por vitamina A. En el cru-

zamiento nimero 3 se sembraron, ademis, 2,82 x 10

6

~germoesporas a una densidad de 30000 germoesporas por

caja, densidad a la que se deberian poder distinguir

colonias rojas, si existieran. Tampoco se encontrd nin-

~guna colonia roja. Concluimos, por tanto, no haber en-

contrado recombinantes en estos cruzamientos.

TABLA 3. Andlisis genético del fenotipo AR

Cruzamiento 1: Bl41 x (C6 % NRRL1555)
Cruzamiento 2: B142 x (C6 % NRRL1S555)
Cruzamiento 3: B142 x (C6 % NRRL1555)

1 2 3
Germoesporangios estudiados 50 50 617
Germoesporas estudiadas 1584 815 2820
Proporciones:
amarillas 0,696 0,54 0,868
blancas fenotipo A 0,00 0,00. 0,00
blancas fenotipo AR 0,304 0,46 0,132 _
rojas 0,00 0,00 0,00
?roporqién de cruces en que
intervino C6 0,6 0,92 0,264
Nimero de metosis en que
intervino C6 30 46 163
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El heterocarionte podria dar lugar a dos tipos
de cruzamientos, segﬁn intefvenga' el nfcleo silves-
tre, produciendo proéenie integramente émarilla, o el
nlicleo C6, produciendo progenie blanca y amarilla, en
proporciones presuntamente iguales. La proporcién de
cruzamientos en los que intervino el nficleo C6 se pue-
de estimar, por consiguiente, como el doble de la pro-
porcidén de progenie blanca, y aparece indicada en la
tabla. Como cada cruzamiento contiene usualmente la
progenie de una sola meiosis, estimamos haber observa-
do la progenie de 239 meiosis en las que intervinieron
nficleos C6. No habiendo encontrado recombinantes, po-
demos concluir con probabilidad mayor del 95% que la
frecuencia de recombinacién es menor de 1,5% (Spiegel,
1969} .

Por tanto, el fenotipo AR se debe a una sola muta-
cidén o a dos mutaciones que se encuentran estrechamente

ligadas en un cromosoma.

Cruzamiento entre estirpes de los fenotipos A y R

Si los fenotipos A y R se deben a mutaciones dis-
tintas de un mismo gen, la produccidn de recombinantes
deberi tener lugar con frecuencia nula o muy escasa.
Al cruzar estirpes de fenotipos A (blancos) y R (rojos)
se podria obtener por recombinacién tipos silvestres
amarillos y dobles mutantes, presumiblemente de feno-
tipo AR.

De nuevo se plantea el problema de que el fenoti-
po R implica impotencia para la produccién de zigospo-

ras., Como en el caso anterior, este inconveniente se
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puede resolver utilizando un heterocarionte, pero
existe la dificultad adicional de'éue la estirpe
ayudadora silvestre daria abundante progenie amari-
lla, que se podria confundir con los recombinantes
amarillos esperados. Se construy6 el heterocarionte
entre las estirpes C9, de fenotipo R, y S102, amari-
lla y auxb6trofa para el &cido nicotinico. Este hete-
rocarionte se cruzd con la estirpe C242, de fenotipo
A y auxb6trofa para el &dcido nicotinico. La auxotrofia
se debe en ambos casos a la misma mutacién, que ha si-
do objeto de numerosas investigaciones en nuestro De-
partamento y es notablemente estable ya que nunca se
ha detectado reversibén esponténea. La progenie del
cruzamiento C242 por 5102 serd toda aux6trofa y la
eliminaremos sembrando las germoesporas en medio mi-

nimo.

Las zigosporas comenzaron a germinar a los 100
dias aproximadamente desde el comienzo del cruzamien-
to. La Tabla 4 da los resultados de los andlisis ma-
sales de la progenie. No se encontrd ningln recombi-
nante. Aunque no se han incluido en la tabla, aproxi-
madamente el 0,5% de las colonias protdtrofas de la
progenie tenian color amarillo o amarillento; sembra-
das sus esporas en medio dcido, resultaron en todos
los casos ser heterocariontes de blanco y rojo o blan-
co y amarillo aux6trofo, es decir, que tampoco conte-

nian recombinantes entre sus componentes.

La viabilidad de las germoesporas mejora notable-
mente en medio nutritivo, respecto al medio minimo con
&cido nicotfinico. Debe ser un efecto inespecifico de
la mejor alimentacidn, ya que no hay mutaciones auxo-

tré6ficas que los juétifiquen.
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TABLA 4. Cruzamientos entre estirpes de los fenotipos 4 y R.

1 y 2 representan diferentes proporciones nucleare:s
de C9 en el cruzamiento (C9 * S102) x C242

1
Germoesporangtos estudiados 660 343
Germoesporas viables:
en medio nutritivo 7,7x104 1,37x10°
en medio minimo con 4 ' .
detdo ntceotinico 2,16x10 6,37x10°
en medio minimo sin 3 )
deido nicotinico 2,1 =10 2,33x10°
Progenie estudiada® 1518 642
amarillas 0,46 0,24
blancas fenotipo A 0,38 0,47
blancas fenotipo AR 0,00 0,00
rojas 0,16 0,29
Progenie protdtrofa estudiadab 951 714 -
amarillas 0,00 0,00
blancas fenotipo A 0,58 0,485
blancas fenotipo AR 0,00 0,00
rojas 0,47 0,515
., C '
Proporecidn de cruces en que
intervino C9 0,19 0,73
Proporcidén de metosis en que
intervino C9 125 250

—

%Colonias producidas por

deido nicottnico.

bCoZonias producidas por

®Estimada como el doble de la proporecidn

(cocitente de viabilidad en medio minimo

germoesporas en medio minimo con

germoesporas en medio minimo.

medio minimo mds deido nicotinicol.

de protdétrofos

a viabilidad en
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La proporcibén de cruzamientos en que intervino el
componente C9 del heterocarionte puede estimarse como
el doble de la proporcibén de progenie protdtrofa y apa-
rece indicado en la tabla. Hay otras posibles estimacio-
nes, pero &sta nos parece la mejor, porque la mutacibn
nicA101 produce auxotrofia, sin otros efectos fenoti-
picos secundaxios conocidos. En total estimamos haber
estudiado los productos de 375 meiosis diferentes del
cruzamiento C9 por C242. Concluimos que, con probabili-
dad mayor del 95%,la frecuencia de recombinacifén entre
mutaciones responsables de los fenotipos A y R es de

menos de 1%.

Discustidn del andlisis genético

Los resultados del andlisis genético del fenotipo
AR demuestran que éste es debido a una sola mutacibén o
a dos mutaciones que estén estrechamente ligadas, ya
que no se encuentran recombinantes de fenotipo A o de

fenotipo R.

Los cruzamientos entre estirpes de fenotipo A y
de fenotipo R demuestran igualmente que las mutaciones
responsables estin estrechamente ligadas, ya que no se

encuentra ninglin recombinante amarillo.

Estos resultados son compatibles con la hip&tesis
de la existencia de un solo gen con dos segmentos, co-
rrespondientes a las funciones A y R, pero no excluyen
totalmente la posibilidad de que sean dos genes vecinos,
dificilmente separables pof'recombinacién. Esta posibi-
lidad es debilitada por dos tipoé de consideraciones

adicionales:
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En cruzamientos entre dos mutantes distintos del
'gen nicA de Phycomyces (Eslava et al., 1974) se econ-
traron recombinantes estudiando un nimero total de

meiosis menor que el que se ha estudiado en esta te-

sis.

Ademis, no es probable que dos genes que afectan
al mismo proceso se encuentren préximos en el genomio
de Phycomyces. En procariontes los genes que determinan
una ruta metabblica estin, muchas veces, estrechamente
ligados en el cromosoma, formando operones. En eucarion-
tes los genes relacionados a nivel funcional suelen es-
tar dispersos por el genomio y no se conocen casos de
mensajeros poligénicos ni de operones. En Phycomyces
los genes que determinan el comportamiento fototrépico
se encuentran todos distantes unos de otros (Eslava et
al.,1976) . Un caso de presunto ligamiento, la regidn
his4 de Saccharomyces cerevisiae (Fink, 1966), ha resul-
tado ser en realidad un solo gen con tres segmentos fun-
cionales distintos (Fink et al., resultados no publica-
dos). Con muy escasa probabilidad de error, las mutacio-
nes estrechamente ligadas y funcionalmente relacionadas

se pueden atribuir al mismo gen.

Por tanto, los resultados de los an8lisis genéti-
cos sugieren por si solos que las mutaciones que deter-

minan los fenotipos A y R afectan a un mismo gen.
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INDUCCION DE MUTANTES DE COLOR

La hip6tesis del gen bifuncional permite predecir
los fenotipos que se pueden encontrar segfin los cambios
que se produzcan en el ADN. La Fig. 4 esquematiza los

cambios posibles y los fenotipos esperados.

Consideremos dos tipos de mutaciones cuya frecuen-
cia se puede aumentar con mutigenos: sustituciones de
bases y desfases. Las sustituciones de bases pueden te-
ner dos consecuencias distintas. Si la sustitucién lle-
va consigo el reemplazamiento de un amino&cido por otro,
se obtendrfa un polipéptido diferente. Si el reemplaza-
miento acarreara pérdida de funcibdn, se obtendrian mu-
tantes de fenotipo A o de fenotipo R, seglin el segmento
afectado. Estos resultados se esperarfan tanto en la hi-
pbtesis del gen bifuncional, como en la hipStesis de dos

genes distintos.

Las sustituciones de bases pueden dar lugar, tam-
bién, a un triplete terminador, con lo que se origina
una terminacibén prematura de la sintesis de la protei-
na. Las terminaciones prematuras llevan consigo, gene-
ralmente, la pérdida de actividad proteinica. En la hi-
pbtesis del gen bifuncional, este tipo de sustitucién
originaria mutantes de fenotipo AR, si la terminacidn
tiene lugar en el segmento A, y mutantes de fengtipo R

sitiene lugar en el segmento R.

En la hipdtesis del gen bifuncional, las sustitu-
ciones de bases originarian, por tanto, los tres feno-
tipos: A, R y AR.



en segmento A

en segmento R
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SUSTITUCIONES DESFASES
cambio de sentido terminacion prematurd
ADN = F == ¥ =% 1
PROT. VO WNNN NN A NN\Je
fenotipo.A fenotipo AR fenotipo AR
IaVaVAVAVAVAVEQV, Vs QVAVAVAVL WLV - | ANNNNN NN
fenotipo R fenotipo R fénotipo R

Figura 4. Esquema propuesto
con los tipos de mutaciones posibles y los fenotipos

que determinan. El segmento proximal, y de mayor lon-
~gitud, en el ADN indica el segmento A, y correspon-

de en la proteina al extremo amino. El segmento dis-
tal en el ADN corresponde al segmento R. X indica la
mutacibn:

@ terminacidn prematura-y “b cambio de secuencia con

terminacién prematura.

para el gen bifuncional,

® sustitucién de un aminodcido por otro,
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Los desfases, al anadir o quitar bases, originan
un cambio en la fase de lectura de los tripletes en el
ADN. Esto tiene como consecuencia la sfntesis de un po-
lipéptido totalmente distinto a partir del lugar de la

mutacidn y carente de actividad.

En la hip&tesis del gen bifuncional los desfases
en el segmento A afectarian también a la lectura del
segmento R, originando asi mutantes de fenotipo AR. Si
el cambio se produce en el segmento R, se originarfan

mutantes de fenotipo R.

En la hip6tesis de dos genes distintos, las muta-
ciones en A producirian s6lo mutantes de fenotipo A, y
lo mismo con R, ya fueran sustituciones o desfases. La
produccién de un mutante de fenotipo AR requeriria una

mutacidn en cada gen.

La utilizacidn de mutdgenos que produzcan los dos
tipos de cambios, y el estudio de los fenotipos que se
obtienen, constituirian una discriminacién poderosa y

original entre las dos hipbtesis.

Aunque los mutfgenos disponibles no son totalmente
especificos, se sabe que la nitrosoguanidina induce so-
bre todo sustituciones, y que el ICR-170 induce funda-
mentalmente desfases. Por consiguiente, decidimos in-

vestigar los fenotipos inducidos por ambos ﬁﬁtégenos.

Nitrosoguanidina

La’primera columna de la Tabla 5 indica los feno-

tipos de mutantes encontrados tras 10 tratamientos inde-

3
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pendientes de esporas NRRL1555 con nitrosoguanidina. En

total se estudiaron unos 4,7 x 106

micelios procedentes
de esporas tratadas, sembrados a razdn de unos 20000 mi-

celios por caja.

TABLA 5. Biusqueda de mutantes de color en las estirpes
NRRL1555 y (C115

Mutdgeno empleado NG ICR

Estirpe estudiada NRRL1555 (€115 NRRL1658 (CI116

Supervivientes es—
tudiados (milloanes) 4,7 0,15 0,84 0,3

Fenotipos encontrados:

A 14 5 0 0
AR 4 1 3
R 3 0 0 0

Ademis de los mutantes resenados en la tabla se
encontraron varios mutantes morfoldgicos integresantes
para otras investigaciones y mutantes amarillos que
acumulan cantidades de B-caroteno distintas de la del
silvestre, desde unas tres veces menos hasta unas cua-

renta veces mas.
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Muchos de los mutantes A, AR y R se encontraban
en heterocariosis en forma de micelios blanquecinos,
amarillos claros o rojizos. Parte de las esporas de es-
tos heterocariontes formaban micelios blancos o rojos,
que se purificaron. Este hecho dificulta la cuantifica-
cidn de los mutantes encontrados, ya que algunos mice-

lios heterocarifticos pudieron pasar indetectados.

La tabla 5 incluye también los mutantes de color
obtenidos por F.J. Murillo en la estirpe C115, super-
productora de B-caroteno, en el curso de sus estudios

sobre regulacibén de la carotenogénesis.

ICR-170

La tercera columna de la tabla 5 indica los feno-
tipos de mutantes encontrados tras 10 tratamientos in-~
dependientes de esporas NRRL1555 con ICR-170. En total
se estudiaron 8,4 x 105 micelios procedentes de esporas
tratadas, sembradas a razén de unos 5000 micelios por

caja.

También se incluyen en esta tabla los datos corres-
pondientes a la mutagénesis con ICR-170 de la estirpe

Cl15, realizadas por F.J. Murillo.

Discusidn de la induccidén de mutantes de color

La hipdtesis del gen bifuncional se ve plenamente
confirmada por los tipos de mutantes obtenidos tras tra-

tamientos con nitrosoguanidina e ICR-170.
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La nitrosoguanidina, de acuerdo con los resultados,
induce sobre todo sustituciones de bases, ya que se en-
cuentran los tres tipos de mutantes esperados: A, Ry
AR. No se descarta que algunos de los mutantes R y AR
se deban a desfases. Los mutantes que se encuentran ma-
yoritariamente son los de fenotipo A (por sustitucién

de amino&cidos).

Con ICR-170 sb6lo se encuentran mutantes de fenoti-
po AR, que seglin la hipbtesis del gen bifuncional, se
deban a desfases. Es particularmente interesante que
los fenotipos A, los mds abundantes con nitrosoguani-
dina, no se hayan encontrado con ICR-170. Este resulta-
do no tiene justificacidn posible en la hipdtesis de
dos genes diferentes.

Los resultados sugieren, ademds, que A es el seg-
mento proximal del gen (extremo 5' del ARN mensajero y
extremo amino de la proteina), mientras que R es el
segmento distal, como hemos supﬁesto en la Fig. 4. En
efecto, en este caso los fenotipos A y AR se origina-
rd por mutaciones en el segmento A y el fenotipo R,

por mutaciones en el segmento R.

El nimero total de mutantes con fenotipo A y AR
se puede considerar como el tamafio mutacional del seg-
mento A, y el nfimero de mutantes con fenotipo R, como
el del segmento R. Con nitrosoguanidina los tamanos
mutacionales de los segmentos proximal y distal esté&n
en la proporcidn 24:3; con ICR-170, 5:0. Estas propor-

ciones no son significativamente diferentes.

La hip6tesis alternativa de que R sea el segmento

proximal y A el distal lleva a tamafios mutacionales
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relativos de 8:19 para la nitrosoguanidina y 5:0 para

el ICR-170. La clara diferencia entre estas proporcio-
nes exigirfa la implausible condicién adicional de que
el segmento terminal, el mayor en sensibilidad a nitro-

soguanidina, no sea sensible a ICR-170.

Los resultados obtenidos inducen a pensar que el
segmento A es considerablemente mayor que el segmento
R, al menos en cuanto a susceptibilidad a mutacidén. El
esquema de la figura 4 ha tenido en cuenta esta diferen-

cia de tamano.

En resumen, los resultados apoyan fuertemente 1la
hipétesis del gen bifuncional y sugieren que A sea el

segmento proximal y R el distal.

REVERSION DE LOS MUTANTES DE COLOR

La reversién de los fenotipos A y AR puede contri-
buir informacibén adicional sobre la naturaleza de las
mutaciones correspondientes. Los desfases no pueden re-
vertir mutaciones por sustitucién ni las sustituciones
pueden revertir mutaciones por desfdse. Por consiguien-
te, estudiamos la reversidn por nitrosoguanidina e ICR-

170 de varios mutantes de fenotipo A y AR.
Reversidn del fenotipo A

Se mutagenizd la estirpe C2, portadora de una mu-
tacién de fénotipo A, con los mutdgenos ICR-170 y nitro-
soguanidina. Los resultados de estos experimentos se

detallan en la Tabla 6. Como puede verse, la estirpe



TABLA 6. Busqueda de revertientes de mutantes blancos

Estirpe tratada c2 C171 ceé
Su fenotipo A _AR AR
Mutdgeno empleado NG ICR NG NG ICR
Supervivientes estudia-
dos (millones) . 0,42 0,82 0,16 0,154 2,46
Fenotipos encontrados:

Silvestre (amarillo) 12 0 0 0 0

R (rogo) 0 0 65 7

5104
AR
NG

5125
AR

NG ICR

0,093 0,78
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C2 revierte a fenotipo silvestre (amarillo) con una
frecuencia relativamente alta, cuando se trata con
nitrosoguanidina pero no ocurre esto cuando el muti-
~geno empleado es el ICR-170. La estirpe C2 fue obteni-
da por tratamiento con nitrosoguanidina de la estirpe
silvestre NRRL1555.

Reversidn del fenotipo AR

Las estirpes con fenotipo AR pueden obtenerse de
dos formas: tras un solo tratamiento mutagénico de una
estirpe silvestre, o tras dos tratamientos mutagénicos,

aislando un fenotipo A o R como paso intermedio.

La estirpe Cl171 fue obtenida por mutagénesis con
nitrosoguanidina de una estirpe de fenotipo R. Debe
contener, por tanto, dos mutaciones distintas que afec-
ten a la carotenogénesis. Los resultados de los expe-
rimentos de reversidn con esta estirpe se resumen en
la tabla 6. Todos los revertientes son rojos; casi to-
dos presentan un color rojo menos intenso que el de la
estirpe original C9, es decir, que las mutaciones de
reversidén no proporcionan una recuperacidn completa de

la funcién A,

Las estirpes C6 y S104 fueron obtenidas de un so-
lo tratamiento mutagénico con nitrosoguanidina de la
estirpe silvestre NRRL1555 (en el caso de C6) o de la
estirpe superamarilla Cl115 (en el caso de S104). Los
resultados de los experimentas de reversifn de estas
dos estirpes se muestran en la tabla 6. Los revertien-
tes anotados no pueden ser contaminantes porque pre-

sentan otros rasgos heteditarios de sus progenitores:
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fototropismo defectuoso en el caso de C6 y orientacién
peculiar de los esporangidéforos y fototropismo defec-

tuoso, en el caso de S104.

Las estirpes S124 y S125, de fenotipo AR, fueron
obtenidas por tratamiento de la estirpe C115 con el mu-
tdgeno ICR-170. Los experimentos de reversidn con estas
dos estirpes se resumen en la tabla g. Tras los tratamien-
tos con nitrosoguanidina e ICR-170, las esporas se sem-
braron en cajas con y sin vitamina A, para detectar po-
sibles revertientes de fenotipo A. Ademas de la ausencia
de revertientes amarillos o rojos, reflejada en la tabla,

tampoco se detectaron revertientes de fenotipo A.

Discustdbn de la reversidn de mutantes de color

De acuerdo con la hipbétesis del gen bifuncional,
las estirpes de fenotipo A, obtenidas con nitrosogua-
nidina, se deberin a una sustitucién de base en el
segmento A, y sblo serian revertidas por el mismo mu-
tdgeno. Los resultados obtenidos al mutagenizar la es-
tirpe C2, de fenotipo A, concuerdan con la hipbtesis
propuesta, poniéndose ademds de manifiesto la elevada
frecuencia de reversidén del fenotipo A con nitrosogua-
nidina. También serian de esperar en el caso de que

hubiera dos genes distintos, card y carR.

Los resultados obtenidos al revertir la estirpe
Cl171, de fenotipo AR, obtenida tras dos tratamientps
mutagénicos sucesivos son los esperados tanto en la
hip6tesis del gen bifuncional como en el caso de dos

~genes distintos.
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En la hipStesis del gen bifuncional} las estirpes
AR, portadoras de una sola mutacidn, podrian revertir
a fenotipo silvestre ya fuera por reversién verdadera
(una nueva mutacidn que afectara al mismo gen) o por
supresidn (una mutacidén en un gen distinto y segura-
mente distante, frecuentemente relacionado con la tra-

duccién del mensaje gené&tico).

En la hipbtesis de dos genes distintos, las estir-
pes AR, portadoras de dos mutaciones distintas, no po-
drian revertir a fenotipo silvestre con frecuencia de-
tectable mis que en el caso, muy improbable, de que am-
bas mutaciones fueran suprimibles por el mismo supresor

intergénico.

La existencia de revertientes amarillos de estir-
pes AR constituye asi un firme apoyo a la hipbtesis del
~gen bifuncional. El que algunos de estos revertientes
amarillos fueran revertientes verdaderos seria ademés
completamente contradictorio con la hip6tesis de dos
~genes distintos. La naturaleza de estos revertientes

amarillos se estudia en el apartado siguiente.

La existencia de revertientes rojos de estirpes

AR es justificable tanto en una hipStesis como en otra.
.En el caso de la hipdtesis del gen bifuncional, se tra-
taria de mutaciones en genes distintos, que suplirian

la funcidén A (como la suplen la vitamina A y otros agen-
tes quimicos). M3s raramente, el fenotipo AR podria de-
berse a dos mutaciones en el mismo gen o la reversidn

de la funcibén A podria ir acompanada de una nueva muta-
cidén en R. En la hipbtesis de dos genes distintos, la
reversién a rojo es lo normal al recuperarse la funcidn

A y mantenerse. inactivo el gen R.
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ANALISIS GENETICO DE LOS REVERTIENTES

La discusidn del apartado precedente subraya el
interés de averiguar si las reversiones encontradas
son reversiones verdaderas (ligadas estrechamente a
la mutacibén original) o mutaciones supresoras (en ge-

nes distantes).

Naturaleza de los revertientes amarillos

Se llama S160 y S161 a dos revertientes amarillos
de S104. Se cruzan por la estirpe silvestre B142. Si
los revertientes amarillos se hubieran debido a supre-
sidén intergénica se encontrarian recombinantes libres
del supresor y por tanto con el fenotipo AR original.
No se encontré ninglin recombinante blanco (Tabla 7). Se
concluye que ambos revertientes se deben a reversidn

verdadera y no a supresidn intergénica.

TABLA 7. Andlisis genético de los revertientes amarillos
Cruzamiento 1: S160 x B142
Cruzamiento 2: S161 x B142

1 2
Germoesporangios estudiados 182 201
Germoesporas viables est#diadas ~108 n10°
Proporcidén de germoesporas:
amartllas - 1,00 1,00
blancas 0,00 0,00

rojas 0,00 0,00
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Naturaleza de un revertiente rojo

Los revertientes rojos de S104 son, como las de-
mis estirpes rojas, incapaces de cruzamiento sexual.
Como en situaciones andlogas anteriores, se construyd
un heterocariontes apropiado. El cruzamiento estudiado
era, pués, (S165 * S102) x C242, donde S165 es una es-
tirpe roja obtenida por mutagénesis de S104. Ademis
5165 presenta el comportamiento afototrépico y los es-
porangibéforos peculiares de su estirpe ancestral, C115,
caracteres que la hacen facilmente identificable. La
estirpe S102, amarilla, es portadora de una mutacién
de auxotrofia para el &cido nicotinico y la C242 es
blanca, de fenotipo A, y portadora del mismo marcador

auxotrbfico.

Los resultados aparecen en la Tabla 8. Puede esti-
marse que el componente S165 participl en el 64% de las
meiosis. No se determind el porcentaje de germoesporan-
gios viables; si ninguno fuera estéril se habrian in-
vestigado los resultados de 377 meiosis en que partici-

paron nficleos S165.

Discusidn del andlisis genético de los revertientes

No se encuentran recombinantes blancos en los cru-
zamientos en que intervienen los revertientes amarillos
S160 y S161, por lo que se concluye que ambos revertien-
tes se deben a reversién verdadera y no a supresidn in-
tergénica. Este resultado apoya fuertemente la hip6te-
sis del gen bifuncional y es totalmente contradictorio

con la hipétesis de dos genes distintos.
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TABLA 8. Andlisis genédtico de la estirpe S165, de feno-

tipo R, revertiente de otra AR

Germoesporangios estudiados 589
Germoesporas viables:
en medio nutritivo 1,7 x 105
en me@iq minimo con deido 4
nicotinico 5,0 = 10
en me@iq minimo sin deido 4
nrceotinico 1,6 x 10
Progenie estudiada® 407
amartllas , 0,28
blancas fenotipo A 0,45
blancas fenotipo AR 0,00
rogjas 0,27
Progenie protdétrofa estudiadab 1317
amarillas 0,00
blancas fenotipo A 0,47
blancas fenotipo AR 0,00
rojas 0,53

a . . . ..
Colonias producidas por germoesporas en medio minimo

con detdo nicotinico.

b . . . , .
Colonias producidas por germoesporas en medzo minimo.
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Tampoco se encuentran recombinantes en los cruza-
mientos en los que interviene el revertiente rojo S5165.
La falta de recombinantes amarillos entre las mutacio-
nes responsables de los fenotipos R y A confirma el es-
trecho ligamiento establecido ya en secciones anterio-
res. También faltan los recombinantes que cabria esperar
si la reversién se debiera a una mutacidn supresora in-
tergénica (blancos de fenotipo AR y amarillos). Esto de-
muestra que la reversidn ocurrid exactamente donde la
mutacibén original o muy cerca de ella. Siguiendo el ra-
zonamiento del capitulo anterior, parece probable que
la nitrosoguanidina produjo dos mutaciones simultédneas.
Las mutaciones dobles ligadas no constituyen una excusa
elegante, pero no son excepcionales tras tratamientos
con nitrosoguanidina, como descubrieron Guerola et al.
(1971) y ha confirmado una abundante literatura poste-
rior (Cerdd Olmedo y Ruiz Vazquez, en prensa). Seria
conveniente realizar andlisis genéticos de otros rever-
tientes rojos, obtenidos a partir de otras estirpes de

fenotipo AR.

EFECTO DE LA VITAMINA Y LA CFTA SOBRE LA RUTA DE SIN-
TESIS DE LOS CAROTENOS

Los experimentos que se detallan a:pontinuacién
caracterizan cuantitativamente los mutantes insensibles
a los efectos de la vitamina A y de la CFTA, a los que
llamamos "mutantes de fenotipo I", y tratan de diluci-
dar el papel de estos compuestos quimicos en la carote-~

nogénesis.



-63-

Efecto de la vitamina A sobre los mutantes de fenotipo I

La Tabla 9 muestra la cantidad de B-caroteno (en
ug por g de materia seca, o "ppm") acumulada por la es-
tirpe silvestre y las estirpes de fenotipo I tanto en
medio minimo como en medio minimo suplementado con vita-
mina A (250 pg/ml).

Las estirpes de fenotipo I tienen fuertemente dismi-
nuida su capacidad de activacidén por vitamina A, aungque

no son totalmente insensibles.

La estirpe S142 tiene una morfologia peculiar: su
micelio crece con marcados circulos concéntricos de den-
sidades muy diferentes. No fue usada en las investigacio-

nes posteriores.

TABLA 9. Contenido de B-caroteno de la estirpe silvestre
NRRL1555 y las de fenotipo I, en medio minimo

con y sin vitamina A

B—caroteno, ppm

Estirpe Sin vitamina A Con vitamina A Cociente
NRRL1555 55,0 _ 977,6 17,7
5119 17,5 120 6,9
5120 40,6 170 4,2
5142 250, 5 584,7 , 2,3

S144 36,4 147 4,1
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Efecto de la CFTA sobre los mutantes de fenotipo I

La Tabla 10 muestra los andlisis del contenido en
carotenos de la estirpe silvestre y los mutantes de fe-
notipo I cultivados en medio minimo y medio minimo su-

plementado con CFTA.

Los mutantes de fenotipo I son insensibles a la
accién inhibidora de la CFTA sobre la ciclacién ya que
las cantidades de licopeno y y-caroteno acumuladas en
su presencia son notablemente mis bajas que las obser-
vadas en la estirpe silvestre NRRL1555 en las mismas
condiciones. Son, ademds, insensibles a la accibén es-
timuladora de la CFTA sobre la cantidad total de caro-

tenos.

Aceidn conjunta de la CFTA y la vitamina A

La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos al
cultivar la estirpe silvestre NRRL1555 en presencia de
CFTA (50 ug/ml) y cantidades crecientes de vitamina A.

Se observa que las sustancias emulsificadoras con-
trarrestan la inhibicién de la ciclacidn por CFTA, per-
mitiendo una mayor sintesis de B-caroteno. Por consi-
"guiente se investigd cudl de los componentes de la emul-
sidén era realmente necesario para la accidn estimuladora
de la vitamina A. La Tabla 12 muestra el efecto de los
diferentes componentes de la emulsién sobre la acumula-
cién de B-caroteno producida por‘la estirpe silvestre
NRRL1555 en presencia de vitamina A. Se sabe ya (Eslava
et aZ.; 1974) que los agentes emulsificantes solos no

estimulan apreciablemente la carotenogénesis.



TABLA 10. Contenido de B-caroteno, y-caroteno y licopeno (en ppm) de la estirpe silvestre
NRRL1555 y las de fenotipo I, en medio minimo con y sin CFTA

Sin CFTA 50 ug/ml de CFTA o 250 uwg/ml de CFTA
Estirpe B~car. lze. y-car. B—car. Total 1ic. y-car. B-car. Total
NRRL1555 55 83 32 46 161 321 37 47 406
S119 17,6 1 9 17 27 <0,1 8 10 18
S120 41 1 6 28 35 <0,1 11 22 33

5144 36 8 7 14 29 6 7 9 22
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TABLA 11. Efecto conjunto de la CFTA y la vitamina A sobre
la estirpe silvestre NRRL1I556

CFTA Vitamina A Emulsifi- Carotenos, ppm
(ug/mt) cantes*® lie. y-car. B-car. Total
0 0 - 0 0 56 55
80 0 - 83 32 47 163
50 + 19 11 96 126
50 10 + 16 11 106 132
50 50 + 18 15 158 191
50 100 + 21 19 366 406

*Presencia (+) ausencia (-) de la mezcla en la que se emul-

sitona la vitamina A.

TABLA 12. Efecto de los diferentes componentes de la solu-
eién emulsificadora sobre la accidn estimuladora

de la vitamina A, en la estirpe silvestre NRRL1S555

Adieiones al medio

Vitamina A DMSO Vaselina Tween-80 B-caroteno
—ug/ml % % % ppm
0 - 0 0 0 55
200 0,1 0 0 81
200 0 0,5 0 141
200 0 0 0,5 602
200 0,1 0,5 0,96 544
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Se encuentra que la emulsificacién de la vitami-
na A en "Tween-80" es necesaria para que produzca un

~gran incremento en la acumulacién de B-caroteno.

A continuacidén se estudid el efecto de los compo-
nentes de la emulsidn sobre la estirpe silvestre
NRRL1555 cultivada en medio minimo suplementado con
CFTA. La Tabla 13 muestra de una forma cualitativa los

resultados obtenidos.

TABLA 13. Efecto de los diferentes componentes de la
solucidon emulsificadora sobre el contenido
de carotenos de la estirpe stlvestre NRRL1555

cultivada en presencia de CFTA

Adiceiones al medio

CFTA DMSO Vaselina Tween—-80 Color del micelio
ppm % A %

0 0 0 0 amarillo

50 0 0 0 naranga

50 0,1 0 0 naranja

50 0 0,5 0 naranja-amarillento
50 0 0 0,5 amarillo

50 0,1 0,5 0,5 amarillo
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Se observa que el "Tween-80" contrarresta por sf
~ solo la inhibicién por CFTA de la ciclacidn de los ca-

rotenos.

Algunos micelios del heterocarionte C2 * C9 acumu-
lan licopeno, y—carbteno y B-caroteno, en concentracio-
nes similares a las encontradas en la estirpe silvestre
NRRL1555 en presencia de CFTA. Esto permite estudiar la
accidén de la vitamina A y el emulsificante sobre la ci-
clacidn sin la presencia adicional de un compuesto quf-
mico que pudiera estar produciendo otros efectos secun-
darios. La Tabla 14 muestra el efecto del "Tween-80" y
de la vitamina A con el emulsificante sobre el conteni-
do en carotenos de dos micelios de C2 * C9 con propor-

ciones nucleares diferentes.

De nuevo, el "Tween-80" permite la ciclacidn de
los carotenos, dificultada en este caso por la presen-
cia de ciclasas mutantes inactivas codificadas por los
nGcleos C9, vy no afecta a la sintesis total. La vitami-
na A sigue teniendo efecto muy acusado de estimulacién

~global de la sintesis.

Discusidén de los mutantes insensibles y los reguladores

quimicos

Los resultados obtenidos confirman las observacio-
nes previas sobre los mutantes "insensibles". Se demues-
tra de una forma cuantitativa que todos ellos son insen-
sibies al efecto estimulador de la vitamina A, al efecto
inhibidor de la ciclasa por la CFTA, y al efecto estimu-
lador de la sintesis total por la CFTA.



TABLA 14. Efecto de la vitamina A y el "Tween-80" sobre la carotenogénesis en micelios
heterocariontes C2 * (9

Adiciones al medio _ Carotenos, ppm Proporciones relativas
Tween-80 Vitamina A lic. Yy-car. B-car. Total lic. Y-car. B-car.

% ng/ml

Heterocarionte con ~v30% de micelios (2

0 119 33 19 171 0,69 0,19 0,11
0,5 0 16,5 27 106, 5 150 0,11 0,18 0,71
0,5 200 35 98 1539 1672 0,02 0,06 0,982

Heterocarionte con ®50% de micelios (2

0 67 39 33 139 0,48 0,28 0,24
0,5 0 25 28 87 140 0,18 0,20 0,62
0,5 200 39 87 2209 2335 0,02 0,04 0,94
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Experimentos que se estén llevando a cabo actual-
mente en nuestro Departamento, demuestran que estos mu-
tantes son también insensibles a la estimulacién por la
B—ionona. La B-ionona estimula la carotenogénesis en la
estirpe silvestre de Phycomyces de forma similar a como
lo hace la vitamina A (Eslava et al., 1974). Esto es una
demostracibn clara de que la vitamina A y la g-ionona
activan la carotenogénesis a través de un mismo mecanis-

mo.

Como ya se ha dicho en la Introduccidn, los &cidos
trispbricos también estimulan la carotenog@nesis. Exis-
te una relacién muy estrecha entre la estimulacién de
la carotenogénesis por los &4cidos trispbricos y la res-
puesta sexual. El hecho de que los mutantes insensibles
sean ademds incapaces de cruzar normalmente sugiere que
también son insensibles al estimulo de las hormonas se-

xuales.

Podria pensarse que los mutantes insensibles sim-
plemente no dejan entrar en la c&lula a los compuestos
activos. Las grandes diferencias estructurales entre
vitamina A, CFTA, B-ionona y hormonas sexuales hacen

implausible esta explicacidn.

Mias probable es la existencia de, al menos, una
funcidn celular necesaria para estimular quimicamente
la carotenogénesis. Los mutantes insensibles estudia-
dos tienen alterada esta funcibn celular y son incapa-
ces de responder a cualquier estimulo quimico ambiental.
El hecho de que la CFTA inhiba la funcién de la ciclasa,
producto del segmento R, y la vitamina A compense {a
pérdida de la funcibn del segmento A sugiere una rela-
cibén entre esta funcién celular y el gen bifuncional.
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Los experimentos realizados para estudiar el efec-
to conjunto de la vitamina A y la CFTA demuestran que
en estas condiciones se contrarresta la inhibicién de
la ciclacibdn por la CFTA. Los resultados demuestran
que este efecto es realizado por la sustancia emplea-

da como emulsificante de la vitamina A, el "Tween-80".

Podria pensarse que el "Tween-80" contrarresta
el efecto de la CFTA impidiendo que &sta llegue a inter-
accionar normalmente con las ciclasas. No obstante, nos
inclinamos a pensar que el "Tween-80" facilita la re-
incorporacién de los compuestos intermedios licopeno y

y-caroteno a otros complejos enzimaticos.

Los experimentos realizados con el heterocarionte
C2 * C9 (fenotipo A * fenotipo R) apoyan esta idea. Mi-
celios de este heterocarionte, de color rojizo por acu-
mular cantidades decrecientes de licopeno, y-caroteno
y B-—caroteno, se vuelven amarillos en presencia de
"Tween-80". El1 andlisis de estos micelios demuestra
que el pigmento que se acumula de forma mayoritaria es

el B-caroteno.

La CFTA no parece tener un efecto estimulador de
la carotenogénesis independiente de su efecto inhibi-
dor de la ciclasa. En presencia de CFTA, la estirpe
silvestre acumula la misma cantidad de B-caroteno que
en ausencia del inhibidor; se acumulan, ademds, y-caro-
teno y licopeno. Esto sugiere que la actividad de la
ruta estd regulada por retroinhibicién. La presencia
simult&nea de CFTA y "Tween-80" conduce a una acumula-
cién extraordinaria de B-caroteno. Podria pensarse en
una estimulacién global de la sintesis. No obstante,

ocurre lo mismo cuando los micelios C2 * C9 se culti-
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van en presencia de "Tween-80". Por tanto el incre-
mento de B-caroteno se puede interpretar como conse-
cuencia de la reelaboracidn de los productos interme-—

dios y no de un efecto estimulador especial.

De esta forma, la CFTA tendria solamente un efec-
to inhibidor de la ciclasa y el aumento del conjunto
de los carotenos seria un efecto secundario debido al

mecanismo de control por retroinhibicidn.

FUNCION DEL GEN carS EN LA CAROTENOGENESIS

En la Introduccidén (padgina 16 ) se hacia mencidn
a dos hipbétesis que explican la gran acumulacién de

B-caroteno producida en los mutantes carS.

Para dilucidar la alternativa, se hizo un experi-
mento de los llamados a veces "de pulso y caza", es
decir, la transferencia de micelio silvestre que con-
tenga g-caroteno radioactivo a un medio no radiocactivo.
La radioactividad absoluta del B-caroteno debe mante-
nerse constante si es cierto que el B-caroteno se meta-
boliza poco, o bajar rdpidamente, si es cierto que se
metaboliza activamente.

No se conoce un buen método para marcar radioac-
tivamente el B—caroteno. El menos malo es utilizar me-
valonato radioactivo, aunque este precursor penetra
escasamente en la célula.

Se cultivaron las estirpes NRRL1555 (silvestre)

y Cl15, portadora de una mutacidén carS, en membranas
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de didlisis colocadas sobre agar minimo a pH 3,3 con-
teniendo 1 pCi de (14C)—mevalonato a 10,9 Ci/mol. A

los cuatro dias se recolectd la mitad del micelio
(muestra A). La otra mitad se colocd sobre medio nue-
vo, sin (14C)-mevalonato, y se recolect6 dos dias des-
pués (muestra B). Se extrajo el B-caroteno de las dos
muestras y se purificdé sucesivamente en columna de tie-
rra de diatomeas/6xido de magnesio y en columna de ald-
mina. Se determiné el g-caroteno espectrofotométrica-

mente y su radioactividad en contador de centelleo.

Los resultados (Tabla 15) demuestran que entre
los dias 4 y 6 hay un aumento considerable del peso
del micelio y de la cantidad de g-caroteno, pero la
radioactividad incorporada en‘B—caroteno al cuarto

dia sigue en el mismo material dos dias después.

TABLA 15. Marcado radioactivo del B-caroteno. La muestra
A corresponde a micelio cultivado durante 4
dias en presencia de (140)—mevalonato. La mues-—

tra B fue incubada dos dias mds en medio sin

mevalonato
. B-=caroteno
Estirpe Muestra Peso seco g c.p.m.
NRRL1566 Y| 34,5 2,8 733
111 11 769
C115 A 39 — 84 318

B 158 190 246
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No se observa, por consiguiente, una degradacidn
considerable del B8-caroteno en ninguna de las dos es-
tirpes. La mutacidn carS no bloquea un hipotético me-
canismo de degradacidén del g-caroteno, sino que resul-
ta en una sintesis mayor de este compuesto. Por consi-
guiente el producto del gen carS participa en la regu-
lacidén de la carotenogénesis, posiblemente, como se
sugirié en la Introduccibn, en el mecanismo de retro-

inhibicidén.
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DISCUSION GENERAL

FENOTIPO AR

Las funciones A (necesarias para la sintesis de
carotenos) y R (ciclasa del licopeno) estdn determi-
nadas por un solo gen bifuncional. El segmento proxi-
mal del gen (extremo 5' del ARN mensajero y extremo
amino del polipéptido) es responsable de la funcién A

y el segmento distal es responsable de la funcién R.

Las principales pruebas en favor de esta hip&te-
sis son el estrecho ligamiento entre las mutaciones
de fenotipo A (carencia de carotenos) y R (acumulacién
de licopeno), la produccién de fenotipos AR (carencia
de ambas funciones) por una sola mutacién, la rever-
si6én de mutantes de fenotipo AR a silvestre por una
sola mutacidn, la no induccién de mutantes de fenoti-
po A por ICR-170, mientras que la nitrosoguanidina
induce todos los tipos, y las proporciones relativas
de cada tipo de mutaciones con cada mutdgeno. El al-
cance de estas pruebas ha sido discutido separadamen-

te en las secciones anteriores.

P

Los genes y polipéptidos con dos funciones no son
una novedad. La polimerasa I del ADN de E. coli es un
solo polipéptido (Setlow y Kornberg, 1972) que realiza
dos funciones distintas: polimerasa (acompahada de exo-
nucleasa 3' > 5') y exonucleasa 5' » 3'. Ambas funcio-
nes pueden ser separadas fisicamente cortando el poli-

péptido original en dos fragmentos con tripsina.
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Tampoco es nuevo el hecho de que un mismo produc-
to génico pueda realizar, a la vez, funciones enzimi-
ticas y regqguladoras. Por ejemplo, el gen Zlvl de Sae-
charomyces cerevisiae (Bollon, 1975) codifica un pro-
ducto con dos funciones distintas: una enzimidtica, el
paso de L-treonina a a-cetobutirato, y una reguladora,
en la biosintesis de la isoleucina y la valina. Las
dos funciones estdn, ademis, perfectamente discrimina-

das en el polipéptido.

En nuestro caso, para explicar los resultados ob-
tenidos en los estudios de complementacidn entre es-
tirpes C2 (de fenotipo A) y C9 (de fenotipo R) es ne-
cesario suponer que el polipéptido funcional debe se-
pararse en sus dos segmentos, el A y el R. Si el poli-
péptido se conservase intacto, los heterocariontes
C2 * C9 no podrian acumular g-caroteno: los complejos
enzimiticos cuyos polipéptidos AR fueran determinados
todos por nficleos C2, finicos con ciclacibén normal, ca-
recerian de la funcidn A. Por el contrario, se acumu-
lan los tres pigmentos en proporciones que presuponen
una distribucién al azar de las ciclasas normales y
defectivas en los complejos carotenogénicos y una in-
dependencia entre la capacidad de ciclacibén y la ca-
pacidad global de sintesis de los complejos. Para
permitir esta independencia funcional proponemos que
los segmentos A y R del polipéptido son separados por
una pfzteasa antes de pasar a desempenar sus funciones

en la ruta.

La consideracién de AR como un solo gen o como
dos genes transcritos y traducidos conjuntamente de-
pende de la definicibén de gen que se adopte. La deci-
sibén que se adopte sobre este punto determina la no-

menclatUra»genética a recomendar. En nuestro caso nos
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parece mds prictico sequir llamando card a las muta-
ciones en el éegmento A que no afecten a la funcién
del segmento R, cark a las mutaciones en el segmento
R que no afecten a la funcidén del segmento A, y cardR
a las mutaciones que acarrean la pérdida simult&nea
de ambas funciones. Asi se han designado las estirpes
de la Tabla 1.

Tambi&n se conocen casos, como en el virus de la
polio (Jacobson et al., 1970), de sintesis de un gran
ARN mensajero, traducido a un solo polipéptido que es
cortado después en varios polipéptidos dotados de fun-
ciones diferentes. En este caso parece pré&ctico llamar
gen al segmento de ADN que codifica cada segmento de

polipéptido de funcibén distinta.

FENOTIPO A

Uno de los aspectos mis interesantes de la caro-
tenogénsis es la funcidn del segmento A. Como se ha
indicado en la Introduccidén, los mutantes afectados
en este segmento son blancos y acumulan pequenisimas

cantidades de B-caroteno.

Los resultados obtenidos en esta tesis nos llevan
a proponer qué’el producto del segmento A estd relacio-
nado con el transporte de sustratos en la carotenogéne-

sis.

La pérdida de la funcidén A es parcialmente domi-
nante, ya que los heterocariontes C3 % C69 (fenotipo A
# silvestre) acumulan B-caroteno en cantidades inferio-

res a la normal (Murillo, 1975). Este efecto parcial-
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mente dominante de las mutaciones en el segmento A
justifica que los heterocariontes C2 * C9 (fenotipo
A * fenotipo R) acumulen los compuestos intermedios
licopeno y y-caroteno. En cambio, los heterocariontes
Cl1l31 * C9 (silvestre * fenotipo R), en los cuales sb-
lo estd presente la funcién A normal, acumulan 8-caro-
teno como pigmento mayoritario, aln cuando la propor-
cibn de nficleos de C131 sea muy pequeha (Fig. 5) (Ara-

gbn y Murillo, resultados no publicados).

Las proporciones de pigmentos encontrados en el
heterocarionte C131 * C9, se asemejan a las observa-
das cuando micelios del heterocarionte C2 * C9 se
cultivan en presencia de emulsificante "Tween-80"
(Fig. 5). Esto sugiere que el "Tween-80" contrarresta
la falta de la funcidén A, haciendo que se sintetice
mds B-caroteno a expensas de los compuestos interme-
dios licopeno y y-caroteno. Creemos que la funcibén A
normal o el "Tween-80" permiten la translocacidn de
sustratos del citoplasma a los complejos enzimiaticos
carotenogénicos, de modo que los productos intermedios
y—caroteno y licopeno, elaborados por complejos defec-
tuosos en la ciclacién, puedan convertirse en g-caro-
teno en complejos con ciclasas activas. Segfin ésto,
el producto del segmento A actuaria efectivamente como
"engrasante" del complejo, y su falta haria que los
compuestos sintetizados en unos complejos no pudiesen

entrar en otros.

REGULACION DE LA CAROTENOGENESIS

La ruta de los carotenos podria considerarse co-
mo un largo tubo, cuyo producto final serfa el 8-caro-

teno, que regularia su propia sintesis por retroinhi-
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Figura 5. (e®) Proporciones de licopeno, y-caroteno

Y B—-caroteno en los heterocariontes C2 * C9 (a la izquier-
da) y C9 * C131 (a la derecha), en funcién de las propor-
ciones nucleares en los heterocariontes. C2 es un mutan-
te de fenotipoiA, C9 un mutante de fenotipo R y Cl1l31 no
lleva mutaciones relacionadas con la carotenogénesis. Las
lineas representan las predicciones del modelo presenta

do en la figura 3. (O) proporciones de licopeno, y-caro-
teno y B-caroteno en micelios del heterocarionte C2 * C9

cultivados en presencia de "Tween-80".
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bicién, a través del producto normal del gen carS.
Las mutaciones que inactiven este gen conducen a un

aumento de la cantidad final de B-caroteno.

El producto del segmento A actuaria sobre esta
ruta facilitando el transporte de los sustratos en
el complejo carotenogénico. La falta de este produc-
to A provocaria una escasez general de sustratos, que
impediria el funcionamiento de la ruta. No es preciso
que la funcibén A intervenga en todas las etapas de la
sintesis. Asi, la funcién de las deshidrogenasas es
independiente de la presencia o ausencia de mutaciones
de fenotipo A (Aragdén et al., 1976). En la analogia
de la tuberia, la pérdida de la funcidn A podria repre-
sentarse como el cierre de un grifo, que corta todo

el flujo aunque sdlo actfie en un lugar.

La carotenogénesis puede estimularse por diferen-
tes medios, tanto fisicos (luz) como quimicos (vita-

mina A, B-ionona, &4cidos trispbéricos).

La activacidn de la carotenogénesis por medios
quimicos depende de al menos una funcidn celular, re-
velada por la existencia de los mutantes insensibles
a estimulos externos. La existencia de estas funciones
celulares puede justificarse por su participacién en
el ciclo sexual del organismo donde el incremento de
la carotenogénesis parece preparar la sintesis de pa-
redes celulares compuestas por esporopoleninas, poli-
meros del g-caroteno. Resulta dificil de imaginar, sin
embargo, la razén de la respuesta de este sistema re-
" gulador a compuestos artificiales poco parecidos a las

hormonas sexuales.
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Tambi&n la activacién de la carotenogénesis
por la luz depende de funciones celulares especi-
ficas ya que se han aislado mutantes que no foto-
inducen, y que por tanto deben tener alterada esta
funcibn celular. Probablemente esta respuesta tiene

una funcién fotoprotectora.

La regulacidn de la carotenogénesis merece la
atencidén de los investigadores tanto por su contribu-
cidén a resolver los problemas de la regulacién y las
respuestas a estimulos externos en eucariontes como
por el interé&s aplicado de la sintesis de colorantes

alimenticios sin efectos nocivos para la salud.
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