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RESUMEN

En esta Tesis se ha investigado la induccién,
expresién y deteccién de mutaciones en Phycomyces
y se ha estudiado la carotenogénesis a través del
andlisis genético por recombinacibén de los varios

tipos de mutantes existentes. Se concluye que:

1. Entre las condiciones de cultivo estudiadas,
la produccibn de esporas es mé&xima cuando se siem-
bran alrededor de 10° esporas en medio nutritivo. La
recoleccién de esporas debe hacerse entre seis y ocho

dfas después de haber inoculado los cultivos.

2. El tratamiento con nitrosoguanidina es més
efectivo si la activacién de las esporas se hace in-

mediatamente antes del mismo que si se hace después.

3. Algunos nficleos se dividen a las dos horas
de haber activado las esporas; la divisién nuclear
no es sincrénica entre los nficleos de una misma c&-

lula ni entre las células de'un cultivo.

4, Los tratamientos con nitrosoguanidina se de-
ben hacer con esporas reci&n activadas. Para maximi-
zar el nfimero absoluto de mutantes inducidos en una
poblacifén de esporas se deben aplicar dosis que con-
duzcan a una supervivencia del 20%. Cuando se desee
maximizar la frecuencia de mutantes inducidos entre
los supervivientes, se debe aumentar la dosis en lo
p051b1e, en este caso se recomienda la exposicidn a
100 ug/ml de nltrosoguanldlna durante 10 minutos,

que conduce a una supervivencia del orden del 3%.



5. Las c&lulas con mutaciones dar inducidas ne-
cesitan un largo periodo de crecimiento en ausencia
de 5-deazarriboflavina, mayor de seis horas, para ha-
cer efectiva la resistencia al inhibidor. Es muy con-
veniente, por tanto, permitir un ciclo vegetativo
completo (reciclar) a las esporas tratadas para que
se expresen estas mutaciones y otras similares que
hayan podido ser inducidas y para eliminar supervi-

vientes defectuosos.

6. El reciclado de esporas tratadas puede hacer-
se sembrando unas 10° esporas viables por caja, con
buenas perspectivas de encontrar mutantes entre las

esporas que se cosechen.

7. Cuando en un mismo cultivo se siembran muchas
esporas de una estirpe y pocas de otra, se suele en-

contrar seleccibn a favor de las esporas minoritarias.

8. Se ha disefiado una té&cnica gené&tica gque per-
mite seleccionar una mayoria de esporas funcionalmen-
te uninucleadas y aumentar asi la frecuencia de mutan-

tes recesivos detectados.

9. Las mutaciones card y mad, responsables del
fenotipo blanco ciego de algunos mutantes, afectan a
~genes independientes situados en distintos cromosomas,

relativamente préximos a los centrbdmeros respectivos.

10. Las mutaciones car-113 y carIl131, que blo-
quean la estimulacién de la carotenogénesis por la
vitamina A y otros productos guimicos, afectan a dos

_genes independientes; la .primera de ellas afecta pro-



bablemente al gen carA. Los dobles mutantes card carl

son de color blanco y no estimulables por vitamina A.

11. Las mutaciones card y carS afectan a genes
distintos, que se encuentran ligados en el mismo cro-
mosoma a una distancia del 34% de recombinacibn. Los
dobles mutantes card carS son amarillos y su carote-

nogénesis no es fotoinducible.

12. Las mutaciones caqrB y carA afectan a genes

distintos, muy préximos en el mismo cromosoma.

En consecuencia, las dos funciones estructurales
conocidas de la carotenogénesis (deshidrogenasa del
fitoeno y ciclasa del licopeno) y una funcién regula--
dora (transporte de sustratos) dependen de un pequeno
segmento del genomio, otra funcibn reguladora (repre-
sor) depende de un segmento algo alejado en el mismo
cromosoma, y una funcibn intermediaria de la estimu-
lacibn quimica es genéticamente independiente de las

anteriores. .
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Phycomyces blakesleeanus es un hongo en el que se
estén estudiando procesos biolbégicos de gran interés.
Es un eucarionte f&4cilmente manejable en el laborato-
rio y relativamente poco complejo, en el sentido de
que su genomio contiene s6lo unas seis veces mé&s ADN

gue el de la bacteria Escherichia coli.

‘Tiene unas respuestas sensoriales muy variadas y
complejas, por lo que se presta para estudios de compor-
tamiento. Su morfologia y sus ciclos de vida asexual y
sexual son relativamente variados e implican una serie
de influencias ambientales e interacciones intercelu-
lares, que hacen interesantes las investigaciones so-
bre diferenciacién y desarrollo. Los estudios de sinte-
sis de B-caroteno y su regulacibén disponen de una colec-

cibén de mutantes coloreados muy bien caracterizados.

El cultivo de‘Phycomyces en medios s6lidos o 1li-
quidos no presenta dificultades especiales. Los estu-
dios gen&ticos de recombinacidén y complementacién son
factibles, aunque no con la rapidez y sencillez de
otros hongos. La naturaleza multinucleada de los mi-
celios y el comportamiento nuclear durante el ciclo
asexual hacen a Phycomyces particularmente apropiado

para estudios de complementacifn cuantitativa.

El enfoque genético pararla investigacién de los
problemas biol6gicos exige disponer de mutantes apro-
biados. En Phycomyces la obtencibébn de mutantes se ve
dificultada por la naturaleza multinucleada de todas
las fases del ciclo vegetativo, incluyendo las esporas:
las mutaciones recesivas no se expresan cuando un nf-
cleo es mutante y los demas silvestres. El presente
trabajo esti dedicado; en parte, a la investigacién
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Y puesta a punto de métodos de induccibén, deteccibn y
aislamiento de mutaciones recesivas en las esporas mul-

tinucleadas de Phycomyces.

Por otro lado, hemos abordado el proceso de la
carotenogénesis en Phycomyces usando sistemdticamente

como técnica el anfdlisis gené&tico por recombinacién.

CICLO DE VIDA

El género Phycomyces pertenece a la clase Cigo-
micetos, al orden Mucorales y a la familia Mucoriceas.
Su micelio es unicelular, multinucleado y con hifas
ramificadas. Tiene un ciclo de vida sexual y otro ase-

xual.

Cielo asexual

El ciclo asexual (Fig. 1) comienza con la germina-
cién de una espora. Aproximadamente el 99% de las espo-
ras vegetativas son multiﬁucleadas y el 83% contienen
3-4 nficleos (Heisenberg y Cerdd Olmedo, 1968).

Las esporas permanecen viables durante mucho tiem-
po, aungue no se den las circunstancias adecuadas para
la germinacién. Cuando se siembran esporas en medios
nutritivos sb6lo el 3%, aproximadamente, de ellasvger—
mina espont&neamente (Sommer y Halbsguth, 1957; Rudolph,

1961) . Se conocen métodos fisicos y quimicos que inducen
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Figura 1. Ciclo de vida asexual de Phycomyces blakes-
leecanus. Las dimensiones tipicas de las principales

estructuras estin dadas en um.
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la germinacién en la mayoria de las esporas sembradas
en medios nutritivos. Normalmente se usa el calenta-
miento durante 15 minutos a 48°C por ser fécil y muy
efectivo (Halbsguth y Rudolph, 1959; Rudolph, 1960).
Los procesos de activacién y germinacibén de las espo-
ras han sido objeto de numerosos estudios morfoldgicos
y bioquimicos (Rudolph y Furch, 1970; Keyhani et al.,
1972; Malhotra y Tewari, 1973; Marouf y Malhotra, 1976;
Furch y Pambor, 1978; Van Assche et al.,  1978;
Pambor, 1979).

Después de su germinacibn las esporas producen un
micelio ramificado, con hifas cilindricas multinuclea-
das. Este micelio y el nfimero de nficleos contenidos en
€l crecen ilimitadamente. En todo el ciclo de vida los
nficleos se dividen por elongacién y constriccién sin
pérdida aparente de la membrana nuclear (Robinow! 1957;
Franke y Reau, 1973).

A los 2-3 dias de crecimiento enVcondiciones apro-
piadas, el micelio comienza a emitir hifas aéreas lla-
madas esporangibforos. Dichos esporangi6foros atravie-
san distintos estadios de desarrollo (Errera, 1884;
Gruen, 1959). Tras un periodo de crecimiento (estadio I)
el esporangibforo diferencia un esporangio apical (es-
tadio Ii), dentro del cual se forman las esporas por
una tabicacibén de porciones de citoplasma (estadio III).
Cada esporangio puede tener unas 10% esporas. A conti-
nuacién el esporangibéforo crece durante mucho tiempo
con paridmetros muy constantes (estadio IV); en este -~
estadio se han hecho la mayoria de los estudios del
comportamiento (Bergman et al., 1969; Foster, 1977;
Delbrlick y Cerdd Olmedo, 1977; Cerdid Olmedo, 1977).
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Ctelo sexual

En Phycomyces existen dos tipos sexuales, denomi-
nados (+) y (-), gque son indistinguibles morfolégica-

mente y contribuyen simétricamente al proceso sexual.

Un esquema del ciclo sexual est8 detallado en la
figura 2. El proceso sexual se inicia al aproximarse
hifas de distinto sexo. A través de una compleja serie
de etapas morfolSgicas y fisiol8gicas cada uno de los
- parentales diferencia una célula multinucleada, el ga-
metangio. Los gametangios de sexo opuesto se funden pa-
ra formar una cigospora, estructura esférica de color
negro y considerable tamano (0.5-1 mm), rodeada por
abundantes espinas ramificadas (Blakeslee, 1904; Sutter,
1975; O'Donnell et al., 1976; Tewari y Malhotra, 1976).

La cigospora madura (estadio Sg) permanece dur-
miente durante varios meses. Colocada sobre una super-
ficie hGmeda termina por germinar, produciendo un ger-
moesporangib6foro, dotado de un germoesporangio en cuyo
interior hay algunos miles de germoesporas. Estas es-
tructuras se parecen a las del ciclo asexual, por lo
menos morfolSgicamente. Las germoesporas puedeh_germi—

nar dando un micelio vegetativo normal.

Muchos mutantes con alteraciones en la ruta de
sintesis del B~-caroteno son incapaces de dar reaccidn
sexual completa. Esto es comprensible en el caso de
mutantes que no fabrican g-caroteno, porque el B-caro-
teno es precursor de los &cidos trispbricos, que son
mensajeros quimicos en la reaccibén sexual (Bu'Lock et
al.,'1974; Sutter, 1975, 1977), y de las esporopoleni-



Figura 2. Ciclo de vida se-

xual de Phycomyces blakes-

leeanus. Las distintas eta-
pas del ciclo sexual se de-
nominan de Sy a Sg (Sutter,
1975).

SO = hifas asexuales

S1 = cigb6foros separados

S¢ o S, = cigbforos apareados
' S3 = cigbforos alargados y

S R : aéreos
Ss S S4 = progametangios
: N ' ; ] Sg = tabicacibn y delimita-
' cibén de gametangios y
o ‘ suspensores
g S¢g = desarrollo de espinas
| sobre los suspensores
| o { g S; = fusién de los gametangios
| Sg = desarrollo de la pared

negra de la cigospora

1 S Sg = germinacién
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nas de la pared de la cigospora (Gooday.et al., 1973).
Esta explicacibén no justifica, sin embargo la incapa-
cidad sexual de los mutantes superproductores de
B-caroteno ni de otros mutantes de la regulacién de

la carotenogénesis. La incompetencia sexual es una
~grave dificultad para el estudio genético de la carote-

nogénesis, desarrollado en esta Tesis.

" MATERIAL GENETICO

La cantidad de ADN que contiene cada nGcleo es de
1.9 x 1010 ditones (o sea, 3 x 107 pares de nuclebti-
dos) (Dusenbery, 1975). Se trata de un genomio pequeifio

en comparacidén con el de otros eucariontes.

No se conoce el nfimero de cromosomas por nficleo.
Los resultados de los estudios de ligamiento, que in-
dican la independencia de casi todos los pares de mar-
cadores investigados, sugieren un nimero elevado de
cromosomas. La situacién podria no ser muy diferente
a la de la levadura, que tiene sus 1.9 x 107 pares de
bases (Bicknell y Douglas, 1970) repartidos en 17 cro-

mosomas.

MUTAGENESIS

" Mutaciones inducidas por la nitrosoguanidina

La N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (nitroso-

~guanidina) es un agente alquilante monofuncional. Des-

'de que se conocen sus propiedades mutagénicas (Mandell
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Yy Greenberg, 1960) se usa rutinariamente en los labo-
ratorios por su gran capacidad de inducir mutaciones
sin causar una elevada letalidad (Adelberg et al.,
1965; Cerda Olmedo y Hanawalt, 1968).

Las mutaciones inducidas por la nitrosoguanidina
son revertidas casi siempre por ella misma y por otros
agentes mutagénicos que producen cambios de bases. La
nitrosoguanidina induce fundamentalmente transiciones
GC -+ AT (Prakash y Sherman, 1973; Coulondre y Miller,
1977) pero también induce la transicidn opuesta, AT -
GC, transversiones, e incluso desfases (Yourno et al.,
1969) . Presumiblemente por su accién recombinogénica,

induce también grandes deleciones (Ishii y Kondo, 1975).

La frecuencia maxima de mutaciones inducidas por
la nitrosoguanidina en un gen determinado se alcanza
si el mutdgeno se aplica en el momento en que el gen
se estd replicando (Cerd& Olmedo et al., 1968).

En bacterias la frecuencia de mutantes alcanza
rdpidamente un miximo y se mantiene constante a partir
de entonces, mientras que la letalidad aumenta mon&-
tonamente con la dosis (Cerdd Olmedo y Hanawalt, 1968;
Jimé&nez S&nchez y Cerd& Olmedo, 1975). En S. cerevisiae
se alcanza una frecuencia mixima de mutantes entre los
supervivientes a una determinada dosis de tratamiento,
pero si se continfia el tratamiento, se obtiene una
frecuencia de mutantes menor (Schwaier, 1965; LOpez
Calderdén, 1980). Este resultado inesperado se atribuye
a la coexistencia de subpoblaciones celulares diferen-
temente sensibles a la mutagénicidad y a la letalidad

de la nitrosoguanidina.
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La abundante literatura sobre la nitrosoguani-
dina puede consultarse en varias revisiones (Neale,
1976; Kimball, 1978; Cerdd Olmedo y Ruiz VAizquez,
1979).

Los primeros mutantes de Phycomyces con nitro-
soguanidina fueron obtenidos en 1966 (Edgar y Good-
~gal y E.T. Young, resultados no publicados). Entre
los primeros mutantes estudiados est&n los que afec-
tan la carotenogénesis (Meissner y Delbriick, 1968;
Heisenberg y Cerd& Olmedo, 1968) y el comportamiento
(Bergman et al., 1973).

Seleccidn de esporas uninucleadas y busqueda de mu-

tantes recesivos en Phycomyces

La expresifén de mutaciones recesivas (auxotro-
fias, ciertas resistencias a drogas y muchas otras
mutaciones) exige que todos los nficleos de la célu-
la lleven la mutacién. Es improbable mutar simult&-
neamente todos los nficleos de una cé&lula multinuclea-
da. Por tanto la bfisqueda de mutaciones recesivas

s6lo es posible con c&lulas uninucleadas.

Las conidias de Neurospora crassa son multi-

nucleadas (1 a 10 nficleos), pero se han descubierto
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condiciones de cultivo en que s6lo se producen micro-
conidias uninucleadas y mutantes que producen micro-
conidias uninucleadas en todas las condiciones (Tatum
et al., 1950).

Menos del 1% de las esporas vegetativas de Phy-
comyces son uninucleadas (Heisenberg y Cerd& Olmedo,
1968) . E1 cambio de condiciones de cultivo afecta muy
poco a la distribucién de nficleos por espora (Reau,
1972; Cerdad Olmedo, inédito) y no lleva en ningfin ca-
so conocido a producir una fraccidn importante de es-
poras uninucleadas. En estas condiciones el aislamien-
to de mutantes recesivos esponténeos requiere fuerte
seleccibn, gran nfimero de esporas y que los mutantes

buscados no sean muy raros.

Después de un tratamiento con nitrosoguanidina,
seglin estimaciones tebricas, el 37% aproximadamente
de las esporas supervivientes son funcionalmente
uninucleadas (Cerd& Olmedo y Reau, 1970) y segfin da-

. tos experimentales el 25% (Zabala, 1974). Esto supo-:
ne un aumento muy considerable de la proporcibn de
uninucleadas en la poblacifn total de esporas. Este
aumento se debe a la accidn letal de la nitroso-

~guanidina sobre los nficleos de las esporas de Phyco-

myces.
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Las esporas uninucleadas se pueden purificar
fisicamente por fraccionamiento de la poblacibén de
esporas en un gradiente de sorbitol (Reau, 1972);
con dicho método se consiguen fracciones en que el
86% de las esporas son uninucleadas. Este mé&todo no
serviria en el caso de esporas recién tratadas con
nitrosoguanidina, ya que se espera que la mayoria de
las esporas uninucleadas hayan muerto y que las
funcionalmente uninucleadas contengan fisicamente
varios nficleos, por lo que la separacién ffsica no

serfa efectiva.

En este trabajo se ha puesto a punto un mé&todo
de enriquecimiento en esporas funcionalmente uninu-

cleadas, basado en té&cnicas genéticas.

Para optimizar las condiciones de induccién
y deteccidn de mutaciones recesivas se ha utilizado
como modelo de la resistencia a 5-deazarriboflavina
(DARF) , un anflogo de la riboflavina muy tdxico pa-
ra Phycomyces. Las mutaciones dar confieren resis-
tencia a la deazarriboflavina inactivando las per-
measas responsables de la entrada de dicho compues-
to en la cé&lula; estas mutaciones son muy recesivas,
ocurren todas en un mismo gen nuclear y su frecuencia
esponté&nea es muy alta (Delbrlick y Ootaki, 1979). La
expresibn de las mutaciones dar requiere la sintesis
de nuevas permeasas de la riboflavina; por tanto, el
fenotipo de la célula no refleja necesariamente su
~genotipo, sino el genotipo existente durante la sin-

tesis de las permeasas.
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En esta Tesis se han investigado algunos aspectos

de la induccibn y la expresibn de mutaciones dar.

CRUZAMIENTOS EN PHYCOMYCES

Meiosis

Como ya hemos visto anteriormente, durante el ci-
clo sexual los dos gametangios parentales funden y dan
lugar a una cigospora; cada cigospora recibe asi nume-
rosos nficleos de cada parental. La germinacibén de la
cigospora produce varios miles de germoesporas, la ma-

yorfia de ellas con dos a cuatro nficleos.

Burgeff, usando una serie de diferencias gené-
ticas esponténeas, investigé la relacién entre los nfl-
cleos parentales y los de las germoesporas. Propuso la
hipdtesis de que un solo nﬁcléo diploide, formado por
la fusibén de un nficleo parental de cada sexo, sufre
meiosis y da cuatro productos haploides, gue después
de muchas divisiones mit6ticas forman los nficleos de

las germoesporas (Burgeff, 1915, 1928).

Las investigaciones recientes indican que las ger-
moesporas contenidas en cada germoesporangio son, en
la mayoria de los casos, el producto de una sola meio-
sis, pero a veces proceden de dos o mds meiosis. Los
nficleos parentales no pasan directamente (apogdmica-
mente) a la descendencia. La duracién de la dormancia
depende sobre todo de las estirpes que intervienen en

el cruzamiento, a través de una determinacién poligéni--
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ca, pero también depende de factores externos, como

la temperatura de incubacifén. Cuando se cruzan paren-
tales poco isogénicos, se suelen obtener muchos ger-
moesporangios estériles o con pocas germoesporas viables,
Yy en este Gltimo caso, lo mis frecuente es que falten
algunos de los productos de la meiosis. Las germoespo-
ras, aunque multinucleadas, son casi siempre homocari6-
ticas. Esto se debe a que derivan de protoesporas, con
un solo nficleo, que sufre mitosis durante la madura-
cién de las esporas. El nlimero de germoesporas en cada
_germoesporangio es variable, pero suele ser del orden
de diez mil (Cerdd Olmedo, 1975; Eslava et al., 1975a;
Eslava et al., 1975b).

Clasificacidn de las tétradas

Los procedimientos de andlisis gen&tico en hongos
pueden consultarseren textos especializados (Esser,
1967; Fincham, 1979).

Los productos de una sola meiosis constituyen

una t&trada., Cuando se consideran dos marcadores gen&-
ticos determinados, las tétradas se clasifican'en diti-
pos parentales, que contienen s6lo genotipos parentales,
ditipos recombinantes,'que contienen s6lo genotipos re-
combinantes, y tetrétipos, gue contienen las cuatro com-
binaciones posibles, las dos parentales y las dos re-
combinantes. Llamamos DP, DR y T a las frecuencias de

cada uno - de los tres tipos obtenidas en un cruzamiento.

Cuando DP no difiere de DR, los marcadores estén

determinados por genes independientes, pero si DP es
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mayor que DR, estén determinados por genes ligados. En
el caso de genes independientes la frecuencia de T in-
dica la proximidad de los genes a sus centrémeros; bas-
ta con que uno s6lo de los genes esté lejos de su cen-

trémero para que T sea alta.

En el caso de genes ligados, la distancia entre
ambos se calcula aplicando la férmula:

distancia = % recombinacibn = DR + T/2 x 100

DP + DR + T

Con cierta frecuencia aparecen tétradas incomple-
tas, en las que faltan uno o mis de los cuatro produc~
tos meibticos. Las tétradas incompletas derivan de las

completas segfin el siguiente esquema.

Tétradas completas Tétradas incompletas derivadas

ditipo parental ——» monotipo parental
ditipo recombinante —— monotipo recombinante
' tritipo
ditipo parental
ditipo recombinante

tetratipo > ditipo anormal (un parental
y un recombinante)
monotipo parental

monotipo recombinante

Los ditipos parentales y recombinantes obtenidos
como tétradas incompletas derivadas de los tetratipos
son indistinguibles de los ditipos parentales y recom-

binantes obtenidos como tétradas completas.
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Cuando la frecuencia de tétradas incompletas es
muy alta, es imposible aplicar los métodos de anilisis
de tétradas. En este caso nos hemos contentado con cla-
sificarlas en té&tradas incompletas "sin'recombinacidn"
(monotipos parentales) y tétradas incompletas "con re-

combinacién" (las demis).

Cuando la frecuencia de tétradas incompletas es
baja, se han asignado a los tres grupos de tétradas
completas, considerando los monotipos parentales como
ditipos parentales, los monotipos recombinantes como
ditipos recombinantes y los tritipos y ditipos anorma-

les como tetratipos.

Cruzamientos realizados en Phycomyces

El an&lisis genético en Phycomyces es mas dificil
que en otros hongos; se requieren varios meses para ana-
lizar un cruzamiento y el andlisis de tétradas aisladas
requiere un trabajo a veces desproporcionado para los

resultados obtenidos.

Hasta el momento no se conoce el nfimero de grupos
de ligamiento de Phycomyces, aunque se han encontrado
algunos casos de ligamiento entre genes. Se ha investi-
~gado el ligamiento entre los marcadores, card, nici,
leu, pur, fur, sexo, madA, madB, madC, madD, madE y madG
(Eslava et al., 1975a, 1975b, 1976 y no publicado); carAd
y carR (Torres Martfinez et al., en prensa); nicd, dar,
sexo, card, carB, carR, carI, carS, car-113 y madC
(Gonz&lez Roncero, no publicado y esta Tesis); mad4, madB,
madC, madD, madE, madF y madG (Lipson, no publicado).



TABLA I

Relaciones de ligamiento de Phycomyces, seglin resultados de esta Tesis y de las referencias
~citadas en el texto. "O" indica estrecho ligamiento; "I", independencia; los ligamientos par-
ciales se indican con el correspondiente porcentaje de recombinacién..

Sexo

carRA L

carB I 0

car-113 I 0

earl I I I

ears 34 I

madA I I I I

madB I

madC I I I I I

madD I I I

madE n9 I I I I

madF I I I I I I

‘madG I ’ I I I I I

nicl I I I I I I I

leu I I I I I I |

fur I I I I I I 14 I I I I
pur I I I I I I I I I
dar I , I I '

Sexo carRA carB car-113 madd madB madC madD madE madG nicA leu fur
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Los resultados de estos trabajos estdn sumariza-
dos en la Tabla I. Como se puede observar en ella,
madE y sexo estén ligados; madD y fur est&n ligados
entre si pero no a los anteriores; carR; carA, car-113
Yy carB estén muy estrechamente ligados entre si, con
carS ligado débilmente a ellos; los demds genes estu-
diados son independientes entre si y‘de los tres gru-

pos citados.

CAROTENOGENESIS

Los micelios y los esporangiéforos j6venes de
Phyceomyces son amarillos porque acumulan B-caroteno.
La genética y la regulacibén de la sintesis de caro-
tenos han sido revisadas recientemente (Cerdd Olmedo
y Torres Martinez, 1977, 1979).

La ruta biosinté&tica de carotenos comfinmente
aceptada para Phycomyces es la misma que la propuesta
por Porter y Lincoln (1950) para el tomate y estd es-
quematizada en la figura 3.

La ruta implica varias fases sucesivas: formacibn
del precursor de cinco carbonos, agregacién sucesiva
de este precursor y sus derivados para formar el pri-
mer carotenoide, el fitoeno, cuatro deshidrogenaciones
sucesivas que convierten el fitoeno en licopeno y dos
ciclaciones sucesivas para formar el g-caroteno. Los
primeros intermediarios, hasta el pirofosfato de far-
nesilo (C15) son comunes a las rutas de los carotenoi-

des y de los esteroles.
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Figura 3. Esquema general de la biosintesis de caro-
tenos.
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Los primeros mutantes afectados en la sintesis
de carotenos fueron aislados por Heisenberg en 1967;
son relativamente f&ciles de encontrar después de un

tratamiento mutagénico de las esporas.

Existen tres fenotipos mutantes principales:
blanco, rojo y superamarillo. Los mutantes han sido
caracterizados bioquimicamente analizando los pigmen-
tos que acumulan y gen&ticamente por complementacidn

en heterocariontes.

Funciones estructurales

Algunos de los mutantes blancos acumulan fitoeno
(Meissner y Delbrlick, 1968); las mutaciones corres-
» pondientes estén todas en el gen carB (Ootaki et al.,
1973) . Las cuatro deshidrogenaciones que convierten
el fitoeno en licopeno son realizadas por cuatro ejem-
plares de la deshidrogenasa del fitoeno, producto del
~gen carB (Eslava y Cerd& Olmedo, 1974; Aragbn et al.,
1976). . | |

Los mutantes rojos acumulan licopeno (Meissner
y Delbriick, 1968); las mutaciones (usualmente llama-
das carR) responsables de este fenotipo estdn en el
~gen carRA (Ootaki et al., 1973; Torres Martinez et al.,
en prensa). La conversién del licopeno en g-caroteno
exige dos ciclaciones, que son llevadas a cabo por
dos ejemplares de la ciclasa del 1icopeno; producto
del gen carRA (De la~Guardi; et al., 1971).

No existen mutantes que acumulen especificamente

otros intermediarios de la ruta.
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Funciones reguladoras

La estirpe silvestre acumula aproximadamente 40
ppm de B-caroteno (abreviamoé ppm = ug de p-caroteno
por gramo de materia seca) en la oscuridad. Muchos
mutantes blancos no contienen cantidades importantes
de ningfin caroteno (aunque pueden contener trazas de
B-caroteno y sus precursores). Complementan con los
mutantes carB, pero no complementan entre si y muchos
no complementan con los mutantes rojos del gen cark4
(Ootaki et al., 1973). Las mutaciones correspondien-
tes (que usualmente se denominan card) ocurren en el

mismo gen carRA (Torres Martinez et .al., en prensa).

Algunos mutantes blancos del gen carRA contienen
trazas de B-caroteno (del orden de 1 ppm) y producen
considerables cantidades de B-caroteno en presencia
de vitamina A y otros productos gquimicos (Eslava et
al., 1974), Estos mutantes tienen ciclasa del licope-
no, pero carecen de una funcién necesaria para el
transporte de sustratos a lo largo de la ruta del
caroteno (Murillo et al., en prep.). Las mutaciones
correspondientes complementan con las mutaciones del
mismo gen carRA que conducen al fenotipo rojo (Ootaki
et al., 1973). Por consiguiente, el gen carRA tiene
dos funciones distintas, eliminables separadamente
por mutacién, la ciclacién del licopeno y una accién

necesaria para el funcionamiento general de la ruta.

Otros mutantes blancos del gen carRA contienen
trazas de licopéno, no son activables por vitamina A,
y no complementan entre si ni con los demds mutantes,

rojos o blancos, del gen carRA. Estos mutantes han
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perdido simultineamente las dos funciones del gen
carRA (Ootaki et al., 1973; Eslava et al., 1974;

Torres Martinez et al., en prensa).

Existe otro grupo de mutantes de color amarillo
muy intenso, que acumulan hasta cien veces mis B-ca-
roteno que el silvestre en las mismas condiciones y
est@n afectados en el gen carS. Se piensa que el pro-
ducto del gen carS participa en la regulacifn normal
de la ruta por el producto final. Cuando se inhibe la
sintesis de B-caroteno genética (Eslava y Cerd& Olme-
do, 1974; Murillo y Cerdi Olmedo, 1976) o gquimicamen-
te (Olson y Knizley, 1962; Coggins et al., 1970; Es-
lava et al., 1974) 1las cantidades de precursores que
se acumulan son mucho mayores gue la cantidad usual
de B-caroteno. Se cree que el producto del gen carsS
participa en la regulacidn por producto final porque
los dobles mutantes carB carS no acumulan mis fitoeno

que los mutantes carB (Murillo y Cerdd Olmedo, 1976).

Mutantes insensibles a la estimulacidn por agentes

quimicos

Algunos agentes quimicos estimulan la caroteno-
_génesis (Reyes et al., 1964; Ninet et al., 1969; Es-
lava et al., 1974). Entre ellos esti la vitamina A,
qgue incrementa la produccidén de B-caroteno en la es-
tirpe silvestre (unas 50 veces), la de licopeno en
mutantes carR y la de fitoeno en mutantes carB (Es-
lava et al., 1974; Murillo y Cerd4 Olmedo, 1976).
Algunos mutantes blancos del_gen carRA, que han per-

dido la funcibn reguladora pero no la ciclasa acumu-
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lan B-caroteno y se vuelven amarillos en presencia

de vitamina A.

Otro agente quimico que interfiere con la regu-
lacién de la carotenogénesis es la 2-(4-clorofeniltio)
trietilamina (CFTA). En presencia de CFTA los micelios
del silvestre y de los mutantes blancos del gen carRA
son anaranjados por acumular licopeno, y-caroteno y
g-caroteno. El nivel de acumulacién de los tres pig-
mentos es menor en el caso del mutante blanco que en
el del silvestre, pero en ambos casos la CFTA ejerce
sus dos efectos, el inhibidor de la ciclacién y el es-
timulador de la carotenogénesis (Murillo, 1980) . Ni
los mutantes carB ni los mutantes rojos del gen carkA
son sensibles a la estimulacidn por CFTA. Los mutantes
carS, superproductores de B-caroteno, son sensibles a
la inhibicién de las ciclasas, pero no a la estimula-

cidén de la carotenogénesis (Elahi et al., 1975).

Se llaman mutantes de fendtipo I a los gque normal-
mente acumulan el mismo B-caroteno que el silvestre
pero responden poco o nada a la presencia de vitamina A
(Murillo, 1975). Estos mutantes son también insensibles

a la inhibicién de la ciclasa por CFTA.

En esta Tesis se han realizado cruzamientos para
determinar las relaciones genéticas entre los diversos

tipos de mutantes afectados en la carotenogénesis.



MATERIALES Y METODOS
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ESTIRPES

Las estirpes de Phycomyces blakesleeanus que se
han utilizado en este trabajo estidn indicadas en la
Tabla II siguiendo la nomenclatura gen&tica propuesta
por Demerec et al. (1966).

Las estirpes se designan con una letra mayfiscula
segfin el laboratorio donde fueron obtenidas (B, Max-
Planck-Institut flir Molekulare Genetik, Berlin; C,
California Institute of Technology, California; H,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York; S, Departa-
mento de Genética, Universidad de Sevilla) y a conti-

nuaciébn llevan un niimero de aislamiento.

El tipo sexual se indica con los signos (+) y

(=) . Los genotipos de los mutantes se indican con tres
letras minfisculas, que identifican el proceso biolbgi-
co afectado por la mutacibn, y a continuacibén una le-
tra mayfiscula correspondiente al gen afectado o un
~guibn si se desconoce el mismo, y finalmente un nimero
para indicar el alelo. Las mutaciones car afectan a

la sintesis de carotenoides; las mad, a las respues-
tas fototrdpicas; las nic, a la sintesis de &4cido ni-
cotinico; lasbleu, a la sintesis de leucina; las dar,

a la sensibilidad a 5-deazarriboflavina.

En la Tabla II se afiaden algunos detalles como
procedencia, fenotipo y método de aislamiento de las
estirpes: "NG", tras tratamiento mutagénico con ni-
'trosoguanidina; "esp.", mutante esponténeo; "X", por

recombinacifn, indicando las estirpes parentales.
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TABLA II

Estirpes de Phycomyces utilizadas en esta Tesis

Estirpe Genotipo Fenotipo y procedencia

NRRL1555 (<) Silvestre. Coleccifn de
Northern Regional Res.
Lab., Peoria, IL, USA.

UBC21 (+) Silvestre. University of
British Columbia, Canadi.
B142 (+) Silvestre, isogé&nica con

NRRL1555. Obtenida por A.
P. Eslava.

B36 nicd101 (+) Auxbtrofa para &cido nico-
tinico, isogénica con
NRRL1555. Obtenida por A.
P. Eslava.

c2 card5 (=) Blanca; mutante NG de
NRRL1555.
C115 carS42 mad-107 (=) Superamarilla ciega; mutan-
, te NG de NRRL1555,.
C242 carA5 nicAl101 (+) Blanca, auxbtrofa para

dcido nicotinico; a partir
de C170 x §102,

H1 . leu-51 (=) Auxbétrofa para leucina; mu-
tante NG de NRRL1555.

S5 ’ | card51 madc202 (=) Blanca, ciega; mutante NG
de UBC24.

Sle card55 mad-207 (=) Idem.

518 eard57 madc209 (-) Idem.

s23 card62 mad-211 (-) Idem.

S28 card67 mad-216 (-) Idem.

537 card76 mad-225 (-) Idem.

S47 carA86 mad-232 (-) Idem.

S48 carA87 mad-233 (=) Idem.

549 card89 mad-234 (-) Idem.

S102 niedl101 (-) Auxbtrofa para el &cido ni-

cotinico; mutante NG de
NRRL1555.
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(Cont.) TABLA II

Estirpe Genotipo Fenotipo y procedencia

S105 car-101 carS42 Blanca; mutante NG de

mad-107 (=) Cl15.

Sl19 “eaqr-113 (-) Insensible a vitamina A;
mutante NG de NRRL1555.

S144 carI131 (-) Insensible a vitamina A;

' mutante NG de NRRL1555,

§213 dar-52 (=) Resistente a 5-deazarri-
boflavina; mutantes esp.
de NRRL1555. ,

S240 carR21 nicAl01 (=) Roja, auxbtrofa para el
4cido nicotinico; a par-
tir de (C9 % (C282) x C247.

S265 earB10 dar-54 (=) Blanca, resistente a 5-

deazarriboflavina; mutan-
te esp. de C5.
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TABLA IIT

Estirpes heterocariontes de Phycomyces utilizadas en

esta Tesis

Heterocarionte Genotipo

C2 x 8213 cards (=) * dar-52 (=)

Cl15 % S102 carS42 mad-107 (=) * nicA101(-)

S102 * 5119 nicd101 (-) % car-113(-)

S102 * S144 nicA101 (-) *x carI131(-)

S102 * S105 nicAl101 (=) * caqr-101 carS42
mad-107 (=)

S240 * S265 carR21 nieAl101 (-) * carBl0 dar-54 (-)
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Los heterocariontes que se han utilizado en este
trabajo aparecen en la Tabla III, indicando los dos
tipos de nficleos presentes en el micelio‘separados por
un asterisco. Todos los heterocariontes han sido obte-
nidos por la autora de esta Tesis seglin el método desa-
rrollado por Ootaki (1973).

METODOS DE CULTIVO
Medios de erecimiento

Medio minimo GA. Contiene glucosa, asparragina y
sales (Heiseﬁberg y Cerdd Olmedo, 1968). Se utiliza
como medio liquido o como medio sblido, afiadiéndole
16 g/1 agar.

Agar nutritivo GAEL. Igual que el GA, mis 1gqg/1

de extracto de levadura.

Agar minimo SIV. Contiene glucosa, 2 g/l aspa-
rragina como fuente de nitrdgeno, sales y agar (Sut-
ter, 1975).

Agar nutritivo SIVEL. Iguél que el medio SIV
mis 1 g/1 de extracto de levadura.

Agar nutritivo sintético SIV. Igual que el medio
SIV,  suplementado con-feﬂilalanina, tirosina, tript6-
fano, léucina, isoleucina, glicina, lisina, histidina,
alanina, valina, serina, prolina, treonina, glutémico,
arglnlna, uracilo, guanina, c1t051na, adenina 4 timina
(200 pyg/ml de cada uno) y &cido nicotfnico (1 ug/ml).
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Agar completo YEPD. Contiene por litro de medio:
20 g glucosa, 10 g extracto de levadura, 20 g peptona
y 16 g agar. '

Agar patata. Un litro contiene: el extracto acuo-
so de 200 g de patatas peladas y hervidas, 20 g de sa-
carosa, 0.25 mg de tiamina y 16 g agar. Este medio se
utilizé en todos los cruzamientos, porque en &l se
producen el miximo nfmero de cigosporas, y en los cul-
tivos destinados a obtener esporangibforos para la for-
macidn de heterocariontes, ya que se producen pocos Yy
robustos esporangi6foros, lo que facilita su manipula-

cidn.

Agar PAL. Igual que el agar patata més 1 g/1 de

extracto de 1levadura.

La tiamina se esteriliz6 por filtracibén y se anha-
dié a los medios una vez autoclavados, excepto en el

caso de SIV y sus variantes.

Los medios GA, GAEL, SIV, SIVEL, nutritivo sin-~-
tético SIV, y PAL se utilizaron acidificados con ClH
1 N a pH 3.2, una vez autoclavados, cuando se quiso
obtener un crecimiento colonial de los micelios; esta
acidificacién se indica anadiendo una A al final del

nombre del medio.

En algunos casos los medios de cultivo se suple-

mentaron con los siguientes productos guimicos.
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2-(4-Clorofeniltiol) trietilamina-HCl se indica en
adelante como CFTA. Ha sido proporcionado por el Dr.
Henry Yokoyama del Fruit and Vegetable Chemistry Labo-
ratory, Pasadena, California. Se afiadi6’'a los medios
de cultivo ya autoclavados a una concentracibén final
de 200 pg/ml.

5-Deazarriboflavina se indica en adelante como
DARF. Ha sido proporcionada por el Prof. P. Hemmerich,
Universit8t Konstanz (Alemania). Se afhadid a los cul-

tivos autoclavados a una concentracién final de 1 ug/ml.

Vitamina A. El acetato de retinol (Sigma Chemical
Co. St. Louis, Missouri, USA) se disolvid en etanol,
se emulsificd con monocoleato de polioxietilensorbitano
("Tween-80") y se anadidé al medio de cultivo autoclava-
do a una concentracién final de 200 ug/ml vitamina A,
0.1% de etanol y 0.5% "Tween-80". Para evitar la descom-
posicién de la vitamina A por la luz, los medios que la

contienen se usan enseguida y se preservan de la luz.

Inoculacidn

Se han empleado dos formas de inoculacidén de los
cultivos. Cuando se emplearon esporas como indculos,
éstas se activaron por calentamiento durante 15 minu-
tos a 48°C (Rudolph, 1960). El titulo de las suspen-
siones de esporas se determind previamente contando

colonias viables en medio acidificado.
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En otros casos los cultivos se iniciaron con un
trozo de micelio de ~1 mm? obtenido de un cultivo
previo. El trozo de micelio se coloca con unas pin-

zas en el centro de la caja de Petri.

Condiciones de cultivo

Los cultivos se incubaron normalmente en una c&-
mara termostatizada a 22°C-23°C y con iluminacidn con-
tinua. Los utilizados para anilisis quimico de caro-

tenos se mantuvieron en completa oscuridad.

Los cultivos en medio liquido recibieron constan-

temente aire a presidn.

Para determinar el sexo de una estirpe se cultivd
en presencia de estirpes indicadoras (Bergman et al.,
1969).

La ceguera para el fototropismo se determiné en
una caja de paredes opacas iluminadas por un fondo de

vidrio (Bergman et al., 1973).

Reciclado y recoleccidén de esporas

En algunos casos fue necesario incubar las espo-
ras, recién tratadas con nitrosoguanidina, para que
hicieran un ciclo asexual completo; a este proceso lo

llamaremos .en adelante "reciclado".
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En estos casos y en general para la recoleccidn
de esporas se incubaron las esporas durante unos 7 dias
en cajas de Petri con el medio de cultivo apropiado.
Las cajas se iluminaron con luz cenital ‘para que los
esporangi6foros tropezaran con la tapa y se quedaran
adheridos a ella las esporas. Para recolectarlas se
lavd esta tapa con 10 ml de agua estéril; cuando se
deseaba recolectar mis esporas, se lavaron con otros
10 ml de agua el micelio y los esporangibéforos. Las
esporas recogidas se lavaron centrifugando tres veces
a 2000-3000 rpm durante 5 minutos. Las esporas se con-
servaron en solucién acuosa o liofilizadas en suero de
vaca en tuvos cerrados al vacio, y se mantuvieron en

el refrigerador hasta su uso.

PROPORCION DE NUCLEOS EN HETEROCARIONTES

Las proporciones nucleares en micelios hetero-
caribticos se determinaron a partir de las frecuen-
cias de los diversos tipos de esporas (homocariontes
y heterocariontes) producidas por el heterocarionte
(Heisenberg y Cerd& Olmedo, 1968).

FOTOINDUCCION

Las cajas recién inoculadas se incubaron a 22-23°C,
unas en oscuridad y otras bajo una iluminacién fluores-
cente bianca, que contenia 1.32 W.m~2 de luz azul efec-
tiva (definida por su paso a través del filtro 5-61 de
Corning Glass Works, Corning, N.Y., USA).
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ANALISIS DE CAROTENOIDES

Los cultivos se iniciaron con trozos de micelio
y se incubaron durante 4 dias a 22°C. La determinacibn
del peso seco y la extraccién, separacibn y determina-
cibn de los carotenoides se hizo seglin De la Guardia
et al. (1971); los resultados obtenidos se expresan
en ppm, O sea, pg de carotenoide por .gramo de materia

seca. -

CRUZAMIENTOS

Para realizar los cruzamientos se siguid el mé-
todo descrito en Torres Martfnez (1978). Para el an&-
lisis de esporas en masa se mezclaron las.germbespo-
ras de unos 100 germoesporangios de un mismo cruza-
miento en 1 ml de agua estéril y se sembraron distin-
tas alficuotas de esta suspensi6n en medio minimo su-
plementado o no con aditivos segfin los casos. Para
hacer andlisis de tétradas, 1as_germoesporas’de cada
_germoesporangio se suspendieron en 1 ml de aguavéstéril

y se sembraron alfcuotas en medios de cultivo adecuados.

Con bastante frecuencia, se realizaron andlisis de
esporas en masa de cruzamientos en que uno de los pa-
rentales fue un micelio heterocarionte. La proporcibn
de meiosis en las que participaron cada uno de los ti-
pos de nficleos presentes en el heterocarionte, se de-
terminé,ven algunos de estos casos, calculando previa-
mente esta proporcién en algunas decenas de tétradas

analizadas aisladamente.

MUTAGENESIS

Para inducir mutaciones se us6 siempre la N-metil-
N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NG o nitrosoguanidina). ’

Salvo gue se indique otra cosa, unas 108® células se
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suspendieron en cada ml de tampdn citrato-fosfato a
PH 7.5, conteniendo 0.1 mg nitrosoguanidina y se ex-
pusieron durante 30 minutos en la oscuridad y a tem-
peratura ambiente con agitacién suave y constante.
Se observd que la agitacidn durante el tratamiento
mutagénico aumenta considerablemente la letalidad,
posiblemente porque las esporas sedimentan durante el
tratamiento y quedan menos accesibles al mutfdgeno, a
menos que se agite la suspensidn. Después del trata-
miento las esporas se lavaron centrifugando y resus-
pendiendo tres veces en agua, antes de diluirlas y
sembrarlas. ' ‘

BUSQUEDA Y CARACTERIZACION DE MUTANTES

Para la bfisqueda de mutantes aux6trofos y termo-
sensibles se sembraron unas cien esporas supervivien-
tes al tratamiento con,nitrosoguanidina en cada caja
de medio nutritivo y se incubaron a 15°C. A los 3-4
dias de la siembra, se trasplantaron las colonias
aparecidas a cajas con medio nutritivo, que se incu-
baron a 15°C, y a cajas con medio minimo, que se in-
cubaron a 26°C. Las colonias que no crecieron en me-
dio minimo a 26°C se volvieron a cultivar en ambos
tipos de medio y a ambas temperaturas, para determi-
nar auxotroffa, termosensibilidad, o ambas cosas a la

vez,

Para la caracterizacibén de auxbtrofos se siguid
el método descrito por Holiiday (1956). Se cultiva-
ron 105‘pre3untos auxdtrofos en medio SIV suplementa-
do con 1os:compuestosvindicados por cada una de las

filas y columnas de la tabla siguiente:
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6 7 8 9
fenilalanina isoleucina valina ~guanina -
tirosina ~glicina serina ~glutémico
triptdéfano lisina 4cido ni- citosina

cotinico
leucina histidina prolina arginina timina
uracilo alanina treonina adenina

El crecimiento de un aux6trofo en dos de estas
combinaciones indica su requerimiento del compuesto

intersecci6n de ambas.

TINCION DE NUCLEOS

Las células (esporas recién activadas o germinu-
las en crecimiento activo) se centiifugaron y se resus-
pendieron en 2 ml de "mezcla fijadora" y se mantuvieron
en ella durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugaron y se resuspendieron en C1H 1 N a 60°C y
se mantuvieron durante 9 minutos a 60°C. Se enfriaron
ripidamente, se lavaron dos veces en agua, se centri-
fugaron y se resuspendieron en 1 ml de reactivo de
Schiff donde se mantuvieron durante 4 horas. Se lava-
ron dos veces consecutivas en agua sulfurosa al 10%,
la segunda vez se mantuvieron en ella durante 15 mi-
nutos. Se lavaron con agua. Se centrifugaron y resus-
pendieron sucesivamente en etanol al 50%, 70% y 95%
y finalmente se centrifugaron y resuspendieron dos
veces en etanol absoluto. Se centrifugaron, se tiré
el sobrenadante y se mont6 un poco del precipitado
en b&dlsamo de Canadé& para'su observacién y conserva-

cibn.
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Soluciones utilizadas en esta tincidn:

Mezcela fijadora: a 2.5 ml de &cido acético gla-
cial se le afaden 6,5 ml de solucibén de formaldehido
al 40%, 52 ml de alcohol de 96° y 39 ml de agua des-
tilada.

Reactivo de Shiff: (Se prepara seglin el método
de Gufr). Se hierven 100 ml»de agua destilada y se
deja enfriar hasta 70°C entonces se les afaden 0.5 g
de Fuchsina b&sica (Allied Chemical), se hierve esta
solucibn y se deja enfriar hasta 50°C. Se le ahade
1 ml de ClH concentrado y 1 g de S,0gNa,, se deja
reposar durante 24 horas en oscuridad. Se le anade
0.25 g de carb6n decolorante (carbdén activado, Mateson
& Co., "Norit A"), se agita un minuto y se filtra dos
veces consecutivas por papel Whatman n® 1. El1 filtrado
se conserva bien cerrado y en oscuridad hasta su uso
(Haskell y Wills, 1968).

Agua sulfurosa: 10 g de SpOgNa, se completan a
100 ml con agua destilada. Inmediatamente antes de su
uso, se mezclan 5 ml de esta solucibén con 5 ml de ClH

1 Ny 90 ml de agua destilada.



RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO I

OBSERVACIONES PRELIMINARES

Estos experimentos previos se propusieron deter-
minar unas condiciones apropiadas para cultivar y mu-
tagenizar esporas de Phycomyces pero no constituyen un
estudio exhaustivo que considere todas las variables

posibles.

I.1. Produccién de esporas

Como en este trabajo se han tenido que usar gran
nGmero de esporas de Phycomyces, preliminarmente se han
estudiado algunas condiciones de cultivo (medios, densi-
dades de siembra y dias de incubacién) que favorecen una

mayor produccidn de esporas.

La Tabla IV muestra la produccibén de esporas via-

bles en los medios de cultivo mis usuales.

TABLA IV. Esporas producidas en cajas con distintos me-
medios de cultivo sembradas con 10° esporas
de la estirpe silvestre NRRL1555. Se da la me-

dia de 2 86 3 determinaciones.

Medio Esporas/caja
(millones)
SIVELA 181
GAELA 177
YEPD 138
SIVA 128

PALA 27
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Como se podia esperar, la produccibén de esporas
es mayor en medio nutritivo que en medio mfnimo. En
medio PALA se producen pocas esporas, sin duda porque

en &l se producen pocos y gruesos esporangiéforos.

Cuando se estudia la produccidn de esporas en
los medios GAELA y PALA en funcibén de la densidad de
siembra, se observa que existe un amplio madximo com-
prendido entre las densidades de siembra de 5 x 10" y 106
esporas (Fig.4). Como ambos son medios &cidos, cuando
se siembran pocas esporas no se cubre por completo la
superficie de la caja y no se produce el nfimero méximo

de esporangibforos.

No conviene dejar las esporas sin cosechar en los
cultivos. En la Tabla V se observa que a partir de los
6 dias de cultivo, cuando los esporangios han madurado
plenamente, el nfimero de esporas viables no s6lo no
aumenta, sino que incluso disminuye, probablemente por
desecacibdn de las esporas en la caja antes de ser re-

colectadas.

TABLA V. Esporas producidas en un eultivo de la estirpe
silvestre NRRL1555 en medio GAELA en funcidn
de los dias de crecimiento; densidad de siem-

bra, 105 esporaé/éaja.

Tiempo de cultivo E?ﬁ?iiiééi¥a
6 dias - 176
7 dias 142
8 dias | 160
9 dias ' 129

10 dias 104




produccién ( esporqs/caja)
o
0]

——h
o
~J

1

] | 1
103 104 10° 106

inéculo (eSporas_/cajo)

Fig. 4. Produccidén de esporas por caja de medio

GAELA y PALA en funcién de la densidad de siem-

bra (indéculo).
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1.2, Activacidn de esporas para el tratamiento muta-

génico

La activacién de las esporas es necesaria para
obtener su germinacibén masiva. Se quico determinar si
es mejor activar las esporas antes o después del tra-
tamiento mutagénico para obtener una mayor frecuencia

de mutacibn.

Se trataron con nitrosoguanidina esporas de una
estirpe auxbétrofa para 8cido nicotinico. Las esporas
se calentaron a 48° durante 15 minutos inmediatamen-
te antes o después del tratamiento. Se determind la
frecuencia de revertientes protétrofos entre los su-
pervivientes (Tabla VI). La activacidn de las esporas
antes de la exposicidn a la nitrosoguanidina parece
hacerlas mas sensibles a sus efectos letales y muta-
_génicos. En el resto de este trabajo, por tanto, siem-
pre se han expuesto a mutdgenos esporas activadas pre-

viamente.

La activacién pone en marcha muchos mecanismos
celulares (Keyhani et al., 1972; Van Assche et al.,
1978; Furch y Pambor, 1978 y Pambor, 1979), y es muy
probable que algunos de ellos sean necesarios para

la accibn del agente mutagé&nico.

Durante la germinacién la membrana plasmética
sufre algunas alteraciones (Malhotra et al., 1975) ¥y
la célula se vuelve m&s permeable a sustancias exter-
nas (Borchert, 1962); es posible, por tanto, que las
esporas activadas sean m4s permeables a la nitroso-

'guanidina. Tambi&n en Bacillus subtilis los tratamien-
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tos mutagénicos se hacen después de haber preincubado
las esporas cierto tiempo para permitir su germina-

cién (McGregor y Sacks, 1976).

TABLA VI. Efectos letal y mutagénico de la nitrosogua-—
nidina en la estirpe S102, segin se activen
las esporas inmediatamente antes o después

del tratamiento.

Expe- Acti- Supervi- Prot6trofos por
rimento vacidn vencia 106 supervivientes
1 Previa 0.11 152
Posterior 0.29 77
2 Previa 0.07 . 262
Posterior 0.18 101

I.3. Nimero de milcleos en esporas y su variacidn duran-—

te la germinacidn

Para comprender los experimentos de mutagénesis,
y sobre todo los de bfisqueda de mutaciones recesivas,
es preciso saber el nfimero de copias de la informacibn
_genética presentes en cada célula. Los nficleos de Phy-
k comgées son haploides, pero las esporas son multinu-
cleadas. Tras la germinacién, el nfimero de nficleos de-
be ser afin mayor. Se quiso determinar el nfimero de nf-
cleos de las esporas y su variacidn durante el proceso

de germinacidn.
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Para ello se tifieron y contaron los nlcleos de
esporas recién activadas y de células que habfan si-
do incubadas en medio nutritivo lifiquido y con aire a
presibén. Las esporas se habian obtenido incubando la
estirpe NRRL1555 en medio nutritivo a témperatura am-
biente e iluminacién continua. Los resultados aparecen
en la Tabla VII y en la Fig. 5. Debe tenerse en cuenta
que en las células incubadas mis tiempo, los nficleos
se tifien notablemente menos que en las esporas y son
m&s numerosos, por lo que los resultados son menos

fiables.

Se observa que la media de nficleos por espora em-
pieza a aumentar a las dos horas de incubacibén en medio
de cultivo, pero né llega a duplicarse hasta después de
las seis horas. Por tanto la divisi6n nuclear no es sin-
crénica en todas las células del cultivo. La divisidn
tampoco es sincrbnica para los nficleos de una misma cé-
lula, ya que a las tres horas se observa un claro aumen-
to del nfimero de nficleos por célula, pero no las células
con mis de ocho nficleos esperadas de la divisién sincré-

nica de los nficleos en células de cinco o m&s nficleos.

Los nficleos de las esporas contienen una sola co-
pia del genomio, segln se deduce de la frecuencia rela-
tivamente alta de induccibn de mutaciones (Cerdd Olmedo
y Reau, 1970, y esté Tesis). Por tanto la divisién nu-
clear debe ir precedida de un periodo de sintesis del
ADN. La duracifn de este periodo S, al menos en algu-

nos casos, es menor de dos horas.

Van Assche y Carlier (1973) estudiaron la sintesis
de ADN durante'la‘germinacién de las esporas midiendo
la incorporacién de timidina radioactiva en el ADN.

No observaron incorporacibén de timidina hasta 8 ho-
ras después de la activacién y concluyeron que la

~sintesis de ADN empieza en ese momento. Estos resulta-
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'dos no se deben tener en cuenta, ya que los hongos ca-

recen de cinasa de la timidina y por tanto no es posi-
ble la incorporacibdn directa de este precursor en el

ADN. La incorporacidbén de radioactividad -al ADN empieza
después de la incorporacibén a lipidos y otros componen
tes celulares, es decir, tras la degradacibn de la ti-
midina y su utilizacidn como fuente de carbono (C. Dav

resultados no publicados).

id,

TABLA VII. Distribucidn del nimero de nicleos en esporas

recién activadas e incubadas el tiempo indica-

do tras la activacidn. ELl cuerpo de la Tabla

da el nimero de células con el niumero de ni-

eleos indicado en la columna de la izquierda.

Nficleos Tiempo de incubacidn (horas)

por célula 0 1 2 3 4 6
1 3 3 3 1 0
2 65 60 32 20 10 3
3 191 224 232 131 90 13
4 154 174 183 191 133 38
5 33 33 43 106 121 48
6 4 6 6 40 82 34
7 1 0 1 9 42 30
8 -0 0 0 2 14 17
9 0 0 0 0 5 7
10 0 0 0 0 2 6
11 0 0 0 0 1 3
12 0 0 0 0 0 1
13 0 0 0 0 0 0

N& total de
células con-
tadas 451 500 500 500 500 2

Promedio de
nficleos por
espora 3.37 3.38 3.51 4.09 4.80

00




[3,]

~

nucleos por célula

tiempo de incubacion (horas)

Figura 5. Promedio de nficleos por cé&lula durante la
germinacibn de esporas. activadas e incubadas en me-

dio nutritivo. El nfmmero de nficleos se indica en es-

cala logaritmica. -
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Van Assche y Carlier (1973) también concluyeron
que algunas divisiones nucleares habrian ocurrido a
las dos horas de la activacién, aunque pensaron que

no iban precedidas de sintesis de ADN.

La distribucién de nficleos por espora es muy
constante en la estirpe usual de Phycomyces blakes-—
leeanus y muy poco sensible a variaciones en los me-
dios y condiciones en que se obtuvieron las esporas
(Reau, 1972; Cerd4 Olmedo, datos no publicados). Los
cllculos realizados a partir de la distribucién de
nicleos por espora indicada en la Tabla VII son apli-
cables por tanto a esporas obtenidas en otras situa-

ciones experimentales.
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CAPITULO II
MUTAGENESIS

En esta parte del trabajo nos proponemos estudiar
la induccibn, expresibn y deteccibn de mutaciones domi-
nantes y recesivas en Phycomyces. Para ello usaremos
como agente mutagénico la nitrosoguaﬁidina, como muta-
cidn recesiva, la que produce resistencia a 5-deaza-
rriboflavina (Delbrfick y Ootaki, 1979) y como mutacién
dominante, la que produce independencia del &cido nico-
tinico en la estirpe S102 (Medina, 1977; Zabala, 1974).

IX.1. Relacidén entre dosis de nitrosoguanidina y efec-

tos letales y mutagénicos

Las distintas dosis probadas se han obtenido va-
riando la concentracién del mutédgeno y/o el tiempo de
exposicibén. Se usaron . .concentraciones de nitrosoguani-
dina de 100 pg/ml (1.3 x 10~* M), 50 ug/ml (0.65 x 107%
M) y 20 pg/ml (0.26 x 10~* M) y exposiciones de 5, 10,
20 y 30 minutos, combinidndolas de todas las formas po-

sibles.

En la fiqura 6 se observa que la supervivencia y
la frecuencia de mutantes dependen de la dosis, o sea,
del producto de la concentracidén de nitrosoguanidina
por el tiempo de exposicibn, y no de los valores con-
cretos de concentracién y tiempo empleados. Una reela-
boracién de los mismos resultados aparece en la figura
7. La frecuencia de mutantes varia de manera aproxima-
damente lineal con el logaritmo de la supervivencia.

Puede observarse que, a diferencia de lo gue ocurre en
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bacterias, la frecuencia de mutantes aumenta monbétona-
mente, sin llegar a saturarse. El nfimero absoluto de
mutantes por ml de suspensibdn alcanza, sin embargo, un
miximo cuando la supervivencia es de aproximadamente
20%.

Se puede adelantar que, si se desea maximizar el
nimero de mutantes inducidos en una poblacién determi-
nada, se deben utilizar dosis gque conduzcan a una super-
vivencia del 20%. Proponemos para ello utilizar 20 ug/
ml de nitrosoguanidina durante 20 minutos. Si se desea
maximizar la frecuencia de mutantes, entre los super-
,vivientes,:se debe aumentar la dosis cuanto sea posible.
En la préctica usual, recomendamos 100 ug/ml durante 10
minutos, que conduce a una supervivencia del orden de
3%.

I1.2., Efecto de la germinacidn en la mutagénestis

En los siguientes experimentos las esporas se ac-
tivaron y se incubaron en medio minimo liquido durante
diversos periodos de tiempo antes de exponerlas al mu-
tdgeno. Se estudib la frecuencia de aparicidn de mutan-

tes resistentes a 5-deazarriboflavina (DARF).

No se encuentran mutantes resistentes cuando se
siembran esporas recién expuestas al mutdgeno en un me-
dio que contenga DARF (Fig. 8). En cambio, se encuen-
tran muchos nuevos mutantes si, después del tratamiento,se
siembran n105 esporas viables en medio de cultivo sin DARF,
se les permite un ciclo vegetativo completo y se reco-
lectan sus descendientes (a esta operacifén llamaremos -en

adelante "reciclado").
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de nitrosoguanidina por ml; @ , 50 pug/ml; m , 100 ng/

ml.
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Figura 8. Frecuencia de mutantes Dar™ inducidos en la

estirpe SlO2,(nicA101) en funcidén de las horas de in-
cubacién antes de nitrosoguanidina. Los simbolos (@)

" representan la frecuencia de mutantes cuando se siem-
bran en presencia de DARF inmediatamente después del
tratamiento; los simbolos (m) es cuando se reciclan 105
esporas viables en ausencia de DARF y se buscan mutantes
entfe su descendencia. Los simbolos huecos representan

la frecuencia de mutantes espont&neos en ambos casos.
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La frecuencia de mutantes es méxima cuando se tra-
tan y reciclan esporas recién activadas. La incubacibén
intermedia entre activacién y tratamiento no es conve-

niente para la obtencién de mutantes.

IT.3. Expresidn de mutaciones recesivas

Como se ha visto en el apartado anterior, la resis-
tencia a DARF no se expresa inmediatamente después del
tratamiento con nitrosoguanidina. Los siguientes expe-
rimentos tienen por objeto averiguar cudnto tiempo hay
que incubar las células en ausencia de DARF después del
‘tratamiento mutagénico para que se expresen estas muta-

ciones.

La figura 9 demuestra que una incubacibén de hasta
seis horas es insuficiente para que se expresen las mu-
taciones inducidas que permiten resistir a DARF ya que
tras esta incubacidn se observa s6lo un leve aumento en
la frecuencia de estos mutantes, pero un ciclo completo
de crecimiento en ausencia de DARF permite obtener abun-
dantes mutantes inducidos. Resultados parecidos se ob~-

tuvieron con la estirpe NRRL1555.

II1.4. Seleceidn de células funcionalmente uninucleadas

Por definicién, las mutaciones recesivas ho se exX-
presan en células multinucleadas. Précticamente todas
las esporas de Phycomyces son multinucleadas (Swingle,
1903; Heisenberg y Cerd& Olmedo, 1968; Reau, 1972);

incluso tras el tratamiento con nitrosoguanidina, que
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Figura 9. Frecuencia de mutantes Dar® inducidos en la

estirpe B142 en funcibn de las horas de incubacidn des-
pués de nitrosoguanidina. Los simbolos (@ ) representan

la freéuencia de mutantes cuando se siembran en presen-

cia de DARF t horas después del tratamiento. Los sim-
bolos (W) es cuando se reciclan "'105esporas tratadas y via-
bles en ausencia de DARF y se buscan mutantes entre su des-
cendenc1a. Los simbolos huecos representan la frecuenc;a de

mutantes espontéineos en ambos casos.
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inactiva muchos nlcleos, las esporas funcionalmente
uninucleadas son s6lo el 37% de las supervivientes,
seglin unos cdlculos (Cerdd Olmedo y Reau, 1970; Za-
‘bala, l§b4) y sb6lo el 25%, segfin otros. ’

Se ha disenado un procedimiento genético para
la seleccidbn de células funcionalmente uninucleadas,
basado en la recesividad de la mutacidn dar y en el
"reparto aleatorio de los nficleos del micelio durante

la formacién de las esporas.

Las esporas producidas por un micelio hetero-
carionte C2 * 5213, genotipo cards (-) * dar-52 (-),
que contenia aproximadamente un 20% de nficleos S213,
se trataron con nitrosoguanidina y se sembraron, a
razdén de unas 106 esporas viables por caja, en cajas
de medio nutritivo con DARF. Después de ocho dias de
incubacién a 15°C, se cosecharon y liofilizaron por

separado las esporas producidas en cada caja.

Por las razones gue veremos en la discusidn,
creemos que estas esporas funcionalmente uninucleadas
supervivientes al tratamiento y son por tanto apropia-
das para la bfisqueda de mutantes recesivos. En efecto,
entre 2000 micelios producidos por estas esporas se

encontraron 2 termosensibles y 6 aux&trofos.

Otras muestras de esporas tratadas con nitroso-
~guanidina se sembraron, mids diluidas, en medios con

y sin DARF, y se encontré'que el 6.3% de los super-

vivientes eran resistentes a DARF. En otros experi-
mentos similares se encontraron valores homb6logos de
9.8% vy 14.1%. |
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Si se realiza el mismo experimento omitiendo
DARF, deben crecer todos los supervivientes, cual-
quiera que sea el nfimero de nficleos funcionales.

Se espera que las esporas obtenidas tras el recicla-
do procedan, en su mayorfa, de esporas supervivien-
tes multinucleadas y, por tanto, que expresen con
menor frecuencia mutaciones recesivas. Entre 2000
micelios producidos por estas esporas recicladas se
encontraron 1 termosensible y 2 auxbtrofos. En efec-
to, parecen encontrarse menos mutantes que en el caso
anterior, pero debe tenerse en cuenta que el tamafio
de las muestras estudiadas no es suficiente para ase-
~gurar que esta diferencia sea significativa (P = 0.12,

seglin el test t con transformacién angular).

II.5. Determinacidén de la densidad de siembra adecuada

para el reciclado

Estos experimentos tienen por objeto determinar
el nlimero mdximo de esporas que pueden crecer y repro-

ducirse en una misma caja de Petri.

Se sembraron entre 102 y 10% esporas por caja en
varias cajas de medio minimo con todos los suplementos
requeridos. Las esporas provenian de mezclar un peque-
fio nGmero de esporas de una estirpe con un gran nfimero
de esporas de otra, distinguible f&cilmente de la ante-
rior. Después de incubar 8 dias, se cosecharon separada-
mente las esporas producidas en cada caja y se determi-

_nd la proporcibn de esporas de la estirpe minoritaria.
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La Tabla VIII muestra los resultados de dos ex-
perimentos reciprocos, es decir, la estirpe minorita-
ria usada en uno fue la estirpe mayoritaria en el
otro y reciprocamente. Las estirpes usadas llevan
auxotrofias distintas para poder detectar sus esporas
simplemente seleccionando en medio minimo con el su-

plemento adecuado.

En ambos experimentos, el nlmero de cajas en que
se cosechan esporas de la estirpe minoritaria est4
dentro de los nlimeros esperados de cajas sembradas con
al menos una esporas minoritaria, segfin la distribu-
cidn Poisson de esporas por caja, cuya media aparece en
la tercera columna. Deducimos, por tanto, que una espo-
ra de cualquiera de las dos estirpes, con cientos de
miles de la otra estirpe, tiene una probabilidad muy
alta de crecer y reproducirse. Este resultado sugiere
que en una misma caja de Petri pueden germinar y re-

producirse cientos de miles de esporas.

Al comparar las frecuencias de las esporas de la
estirpe minoritaria en la siembra y en la cosecha se
observan casi siempre una seleccidén a favor de la es-
tirpe minoritaria, en ambos experimentos reciprocos;
‘esta seleccidn es particularmente notable cuando la

estirpe minoritaria es C242.

La Tabla IX muestra los resultados de un tercer
experimento similar a los anteriores pero con una es-
tirpe mayoritaria auxbtrofa para el &cido nicotinico

Yy una estirpe minoritaria protétrofa.
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TABLA VIII. Estimacidn del niimero de esporas que pueden repro-

ducirse en una misma caja de Petri (ver texto) .

Experimento l: Estirpe mayoritaria, Hl; estirpe minoritaria,

c242,
Siembra Cosecha
Esporas tota- Proporcidn Media de Cajas con Proporcibn
les por caja C242 esporas C242 C242 C242 entre
por caja todas las
cajas
' 102 ,5 x 1072 . 7/10 3,9 x 10~2
/5 x 103 ,6 x 1073 , 6/10 1,2 x 1073
(8 x 10*% ,9 x 107H , 10/10 6,0 x 1073
,8 x 103 ,6 x 107° , 10/10 3,0 x 10-3

Experimento 2:

Estirpe mayoritaria, C242; estirpe minoritaria,

. Hl.
Siembra Cosecha
Esporas tota- Proporcidn Media de Cajas con Proporcibn
les por caja . H1 esporas H1 H1 H1l entre
por caja todas las
cajas

6,57 x 103 0,67 x 1073 . 2/10 0,06 x 10~3
0,57 x 10" 0,67 x 10" , 3/10 0,67 x 107"
0,72 x 105 0,53 x 1077 , 4/10 0,78 x 107°

x 108 0,53 x 10-6 ' 2/9 7,67 x 1076

0,72
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TABLA IX. Estimacidn del niumero mdximo de esporas que pue-

den reproducirse en una misma caja de Petri (ver

texto)

Experimento 3: Estirpe mayoritaria, S102; estirpe minorita-

ria, C115.
Siembra Cosecha -
Esporas tota- Proporcién Media de Cajas con Proporcién
les por caja C115 esporas C115 c115 Cl1l15 entre
' por caja todas las
cajas
0,91 x 103 4,5 x 1073 , “10/10 68,2 x 1073
0,91 x 10" 4,5 x 10" ' 6/10 20,4 x 107"
0,61 x 10° 7,4 x 1073 , 2/10 2,2 x 10°°
0,61 x 10° 7,4 x 1076 . 3/9 14,1 x 1076

Los resultados de la primera fila (la menor densidad de

siembra) indican como los experimentos anteriores, que todas

o casi todas las esporas minoritarias han sido capaces de re-

producirse y han sido seleccionadas durante el reciclado, ya

que su proporcién en la cosecha es mayor que su proporcién en

la siembra.

En las tres filtimas filas (a mayores densidades de la

estirpe mayoritaria) sélo 11 de las 29 cajas contienen descen-

dencia C115, o sea, lo esperado segfin la distribucién Poisson

si hubieran germinado poco mis del 10% de las esporas C115

sembradas. Afn en estas condiciones se observa alguna selec-

cién a favor de C1l15, ya que su proporcibén en la cosecha - -

suele ser mayor de lo esperado.
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Discusibn
1. Letalidad e induccidén de mutaciones

En Phycomyces la frecuencia de mutantes entre los
supervivientes aumenta con la dosis de nitrosoguanidi-
na sin llegar a saturarse. La letalidad observada con
la mayor dosis utilizada fue suficientemente alta para
haber mostrado la saturacibn en la induccién de mutan-
tes, si este fenbmeno ocurriera en Phycomyces de forma
similar a como lo hace en bacterias y en algunos euca-

riontes como S. cerevistZae.

Los resultados de letalidad y mutacibn indican‘que
todas las esporas son sensibles a los efectos letales y
mutagénicos de la nitrosoguanidina, y que no se encuen-
tran subpoblaciones ?oco sensibles, como ocurre en S.

cereviside.

Los resultados permiten recomendar unas condicio-
nes pricticas convenientes para bfisqueda de mutantes,
que modifican ventajosamente las que venfan siendo ha-
bituales (Heisenberg y Cerdd Olmedo, 1968; Cerdd Olmedo
y Reau, 1970) y que ya han sido indicadas en Resultados.

La frecuencia mixima de induccibén de mutaciones
recesivas ocurre en esporas recién activadas y disminu-
ye durante el proceso de germinacibén, con la incubacibn
post-activacién. Estos no parecen ser los resultados es-
perados si la nitrosoguanidina mutara preferentemente

~genes-en replicacién, como hace en bacterias (Cerda
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Olmedo y Hanawalt, 1968; Jiménez S&nchez y Cerd& Ol-

medo, 1975) y levaduras (Dawes y Carter, 1974;Burke y Fang-
man, 1975). No hay que suponer, sin embargo, que la
nitrosoguanidina actfie en Phycomyces del mismo modo

que en otros organismos. También podria ser que el

~gen dar se replique inmediatamente después de la acti-
vacién o que la nitrosoguanidina pueda ejercer su efec-

to mutagénico algGn tiempo después de su aplicacién.

La frecuencia de mutantes dar disminuye con el
tiempo de incubacifén post-activacién de las esporas.
Debe tenerse en cuenta que las mutaciones dar.estu-
diadas en este trabajo son muy recesivas. La multipli-
cacidén de los nficleos durante la germinacién dificulta
la aparicién de células funcionalmente uninucleadas,

en las que podria expresarse la mutacibn.

2. Expresidén de mutaciones dar

Las mutaciones dar no se expresan inmediatamen-
te después de ser inducidas en una c@lula. Es necesa-
rio que la cé&lula mutada crezca en ausencia de DARF
Y renueve sus estructuras celulares (permeasa de la
riboflavina) para que se vuelva resistente. El re-
traso fenotipico en la expresién de la mutacién dar
refleja que las esporas producidas en micelios sil-
vestres tienen suficientes permeasas activas en su
citoplasma para permitir la entrada del inhibidor.
Seis horas de crecimiento en ausencia de DARF son in-
suficientes para renovar las permeasas. Un ciclo ve-
~getativo completo en ausencia de DARF permite, como
era de esperar, la expresién de las mutaciones induci-

das.
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3. Deteccidn de mutaciones recesivas

La escasez de cé&lulas uninucleadas en el ciclo
vegetativo de Phycomyces era una grave dificultad
para la deteccidn y el aislamiento de mutaciones re-
cesivas. En esta Tesis se ha desarrollado un método
genético para seleccionar células uninucleadas y se
“ha aplicado a 1a>mejora de la bfisqueda de mutantes
recesivos después del tratamiento de las esporas con

nitrosoguanidina.

Las esporas supervivientes al tratamiento que
sean funcionalmente uninucleadas crecerén en presen-
cia de DARF si su Gnico nficleo lleva la mutacidn dar.
Se han tratado con nitrosoguanidina las esporas pro-
ducidas por heterocariontes C2 * S213 gue contenian
un 20% de nficleos S213, portadores de la mutacién
dar-52. E1 37% de las esporas supervivientes son fun-
cionalmente uninucleadas, segfin se ha deducido de
otros experimentos en las mismas condiciones (Cerd&
olmedo y Reau, 1970); en este experimento, el 20% de
ellas deben ser resistentes. O sea, el 7.4% de las

esporas supervivientes.

Las esporas supervivientes que sean funcionalmen-
te multinucleadas s6lo crecerin en presencia de DARF
si todos sus nficleos son S213, porque la mutacién
dar-52 es fuertemente recesiva. Por tanto esperamos -
gque resistan a DARF el (0.20)2 = 4% de las esporas
supervivientes binucleadas y el (0.20)3 = 0.8% de las
trinucleadas. Admitiendo que el 56% de las esporas su-
pervivientes son binucleadas y el resto trinucleadas
(Cerdd Olmedo y Reau, 1970), esperamos que sean re-
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sistentes a DARF por estos conceptos el 2.3% de las

esporas supervivientes.

En total esperamos que sean resistentes a DARF
un 7.4 + 2.3 = 9.7% de las esporas supervivientes y
que un 7.4/9.7 = 76% de éstas sean funcionalmente
uninucleadas. Estos cilculos son s6lo aproximados,
dados los errores probables de los datos usados. Po-
drian admitirse estimaciones de 7 a 12% para el por-
centaje de esporas supervivientes que son resistentes
a DARF, lo que concuerda muy bien con los resultados
experimentales. Igualmente puede aceptarse que del 70
al 85% de las esporas resistentes son funcionalmente

uninucleadas.

La seleccibn del componente S213 tiene tres ven-
tajas para la bfisqueda de mutantes recesivos: (a) au-
menta la frecuencia de éstos entre los supervivientes
(en la misma proporcién que aumenta la proporcién de
esporas uninucleadas, o sea, de 2 a 3.5 veces), (b)
facilita la expresién de las mutaciones y (c) elimina
los supervivientes que presentan defectos de creci-
miento y reproduccién (al exigir un ciclo vegetativo
completo, o reciclado, entre la exposicibén al mutdge-

no y la bfisqueda de los mutantes}).

4. Reciclado de esporas

Al introducir un ciclo de reciclado debe asegurar-
se el crecimiento;y'reproduccién de suficientes clones
distintos para no eliminar los mutantes buscados. El
nGmero de clones a reciclar deberi exceder al inverso

de la frecuencia de los mutantes. M&s exactamente, si
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la frecuencia de mutantes fuera py deberiamos examinar

in 0.05 #3/u clones distintos para tener un 95% de pro-

babilidad de encontrarlo. Es importante .saber culntos
clones distintos pueden crecer y reproducirse en un me-

dio determinado, por ejemplo, en una caja de Petri.

Los resultados obtenidos indican que es razonable
reciclar 10° clones por caja. La fiabilidad de este da-
to depende de posibles efectos de seleccién. En las Ta-
blas VIII y IX se encuentra muy frecuentemente selec-
cién a favor de la estirpe minoritaria. La causa de es-
ta seleccibn podria estar en la relacién entre abundan-
cia de un nutriente y nlimero de esporas de la estirpe
que lo necesita. Aunque las cantidades utilizadas se
suponen suficientes para producir el crecimiento m&ximo
ain de la estirpe mayoritaria, podria ocurrir que las
esporas minoritarias estuvieran relativamente mejor nu-
tridas, formaran colonias mayores y produjeran mis es-—

poras hijas,

La seleccién a favor del componente minoritario,
de ser general, favoreceria el aislamiento de mutantes
tras el reciclado, pprque los mutantes son siempre re-

lativamente raros.
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CAPITULO III
ANALISIS GENETICO POR RECOMBINACION
IIT.1. Andlisis genético de los mutantes blancos ciegos

Entre los supervivientes de un tratamiento con ni-
trosoguanidina no es raro encontrar mutantes blancos y
ciegos, que han adquirido estas dos caracteristicas fe-

notipicas simulténeamente.

Para determinar si este fenotipo se debe a una sola
mutacibén o a dos mutaciones se cruzaron las estirpes
blancas ciegas obtenidas de esta manera por la estirpe
silvestre. Si ceguera y blancura se debieran a una sola
mutacibén o a dos mutaciones estrechamente ligadas, no
- esperarfamos encontrar recombinantes (s6lo blancos o
s6lo ciegos). Anteriormente, Alberto Ferrfis habfa demos-
trado de esta manera que una de estas estirpes, S18, era
portadora de dos mutaciones, una mad y otra carA (Berg-
man et al., 1973).

Las cigosporas empezaron a germinar a los 120 dias
de iniciarse los cruzamientos. Los germoesporangios se
analizaron todos aisladamente y se estudiaron cuantita-
tiva y cualitativamente una proporcién de las germoes-
poras contenidas en ellos. La Tabla X indica la fre-
cuencia de cada tipo de tétrada en los cruzamientos rea-

lizados.

La frecuencia de té&tradas incompletas es muy alta,
como era de esperar por la poca isogenicidad de las es-

tirpes que intervienen en el cruzamiento.



76

TABLA X. Andlisis de tétradas en cruzamientos de diver-

sas estirpes blancas eciegas por la silvestre

UBC21. Se indica el total de germoesporangios

‘- (geg) estudiados, el nimero de los que resul-

tan estériles y la clasificacidn de los férti-

les segiun el tipo de tétrada que contenfa: DP

" (ditipo parental), DR (ditipo recombinante) y

T (tetratipo); las tétradas incompletas se

clasifican en "ree'" (con recombinacidn) o "no

ree”,

' Tétradas

Estirpe Total Esté- Completas Incompletas
blanca ciega geg riles DP DR T "rec" "no rec"
S5 59 12 3 2 0 30 12
S16 26 6 2 2 1 14 1
S18 40 15 6 3 0 12 4
S19 65 23 6 7 0 19 10
s23 27 5 3 5 0 10 4
528 40 14 0 0o 0 1 25
S37 ‘las cigosporas no germinaron
s47 las cigosporas no germinaron
548 44 11 4 8 2 15
S549 5 2 0 0 0 0 3
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Los seis cruzamientos en que se han obtenido re-
sultados suficientes indican la presencia de dos muta-
ciones independientes (nGimeros parecidos de ditipos
parentales y recombinantes) y ambas prb6ximas a sus

respectivos centr8meros (muy pocos tetratipos).

En el caso de S28 también parece haber dos muta-
ciones pero no se encontraron tétradas completas, por
lo que no se puede hablar de independencia o ligamien-
to; en el caso de S49 los resultados son insuficientes
para decidir incluso si existen una o dos mutaciones y
los cruzamientos con S$37 y S47 no dieron cigosporas via-
bles.

Por tanto, en todos los casos en que tenemos resul-
tados suficientes se encuentran dos mutaciones indepen-
dientes; la responsable de la blancura es una mutacién
carA, porque estas estirpes responden a la vitamina Aj;
la responsable de la ceguera es una mutacidén madC, al
menos en el caso de S5 y S18 (Ootaki et al., 1974).

III.2. Andlisis genético del fenotipo I

Las estirpes de fenotipo A son blancas y sensibles
a la accibén de la vitamina A; las estirpes de fenotipo

'T son amarillas e insensibles a vitamina A.

Para determinar las relaciones de ligamiento entre
los alelos responsables de ambos fenotipos, se hicieron
cruzamientos entre dos estirpes de fenotipo I y una es-
tirpe de fenotipo A que ademés era auxbtrofa para el

&cido nicotinico.
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Las estirpes de fenotipo I no forman cigosporas
ellas solas; para que cruzaran se les incluyd en he-
terocariosis con una estirpe silvestre para la caro-

tenogénesis y auxbtrofa para el &cido nicotinico.

Aproximadamente a los 120 dias de haberse inicia-
do los cruzamientos empezaron a germinar las cigospo-
ras. Se analizaron separadamente algunos germoesporan-
~gios de cada cruzamiento, para determinar si eran esté-
riles y, en caso de ser fértiles, si contenian descen-

dencia de la estirpe de fenotipo I.

Se estudiaron separadamente 10 germoesporangios
del cruzamiento 1 (Tabla XI), uno de los cuales fue
estéril y en 4 de los 9 restantes intervinieron nficleos
I. En el cruzamiento 2 se estudiaron 17 germoesporan-
~gios, dos de ellos resultaron estériles y en 6 de los

15 restantes intervinieron nficleos I.

Con el resto de los germoesporangios de ambos cru-
zamientos se hizo anilisis de esporas en masa. Las ger-—
moesporas se sembraron en medio minimo acidificado y
suplementado con vitamina A; en este medio se selec-
cionan sblo las esporas provenientes de meiosis en que
intervienen nficleos I y nficleos A, yavque los descen-
dientes de los cruzamientos C242 x S102 tienen que ser
auxé6trofos para el &cido nicotinico y no crecen en me-

dio minimo.

Los resultados aparecen en'ié Tabla XI. Es de
notar la produccibén, en el cruzamiento 1, de recombi-
nantes de fenotipo AI, que como podia esperarse del
efecto conjunto de 1as‘mutaciones carAs y car-131,
son de color blanco y no se aétivan en presencia de

vitamina A. En el cruzamiento 1 la frecuencia de fe-
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notipos recombinantes (48%) es pricticamente igual a

la de fenotipos parentales. Esto indica que la muta-

cibn car-131 responsable del fenotipo I en la estir-

pe S144 y la mutacibén card$ afectan a genes distintos

e independientes. La mutacién car-131 afecta presumi-

blemente a un nuevo gen, gque llamamos carI; la desig-

nacién m&s completa de la mutacién ser8 carIl3l.

TABLA XI. Andlisis genético del fenotipo I y del feno-

tipo A
Cruzamiento 1: (242 x (8144 % S102)
Fenotipos A, Niem x (I * Nic™)

Cruzamiento 2: (242 x (8119 % S102)

Fenotipos A, Nie”™ x (I % Nie™)
1 2

Germoesporancios estudiados 187 185
Germoesporas protbdtrofas estudiadas 1092 1126
Proporciones:

Fenotipos A e I (parentales) 0.52 1

Fenotipo AI (recombinantes) 0.20 0.00

Silvestre (recombinantes) 0.28 0.00
Estimacién del nlmero de meiosis
en que intervinieron nficleos I 75 65

En el cruzamiento 2 no se encontraron recombinan-

tes ni de fenotipo AI ni de fenotipo silvestre. Se es-

tima haber estudiado 65 meiosis diferentes en gque cru-
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zaron nficleos de fenotipo I por nficleos de fenotipo A.
Concluimos que, con probabilidad mayor del 95%, 1la
frecuencia de recombinacién entre las mutaciones car4s
y car-113 (responsable de este fenotipo I) es menor
del 6% (Spiegel, 1974), y muy probablemente sea tan

pequena que ambas mutaciones afecten al mismo gen.

En el mismo cruzamiento 2 se hizo un anélisis de
tétradas aisladas para las mutaciones car-113 y nicd
Yy se encontr6 que ambas son independientes. Esto con-
cuerda con la independencia de las mutaciones card y

nicld, descritas anteriormente (Eslava et al., 1975a).

Las dos mutaciones car-113 y carI131, productoras
ambas de un fenotipo I, son independientes entre si ya
que una de ellas estd estrechamente ligada a card y la

otra es independiente de card.

IIT.3. Andlisis genético de los fenotipos A y S

ITT.3.a. Cruzamiento de una estirpe de fenotipo A por

una de fenotipo S

Las mutaciones carA y carS parecen estar implica-
das en la regulacibén .de la sintesis de B-caroteno. Se
gquiso determinar si ambas mutaciones afectan a un mis-
mo gen o a dos genes, y en este iltimo caso si son in-

dependientes.

Se realiz6 un cruzamiento entre una estirpe de
fenotip@ A por una estirpe de fenotipo S. Como las
estirpes'de fenotipo S son incapaces de formar cigos-
poras, se hizo un heterocarionte entre la estirpe S y

una silvestre para la carotenogénesis (Tabla XII). El
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micelio heterocaridbtico C1l1l5 x S102 utilizado conte-
nia un 35% de nficleos Cl15; se supuso que los nficleos
Cl115 intervinieron en el cruzamiento en la misma pro-

porcibn.

TABLA XII. Cruzamiento entre una estirpe de fenotipo A
y otra de fenotipo S
Cruzamiento: (242 x (€115 % S102)

Fenotipos A, Nie™ x (S * Nie™)
Germoesporangios estudiados 159
Germoesporas protdtrofas estudiadas 637
Proporciones:

Fenotipo A 0,34
Fenotipo S 0,30
Fenotipo AS + silvestre 0,36

Estimacidén del nfimero de meiosis en
que intervinieron nficleos Cl15 56

Las cigosporas empezaron a germinar a los 130
dias de haberse iniciado el cruzamiento. El andlisis
de esporas en masa se hizo en medio minimo. En este
medio se seleccionan s6lo los descendientes de las
meiosis en que hayan intervenido nficleos S, ya éue
los descendientes del cruzamiento C242 x S102 son
auxbtrofos para el &cido nicotinico y no pueden crecer
en medio minimo.

'

La Tabla XII da los resultados del an8lisis gené-
tico realizado. Entre los descendientes de color ama-
rillo se distinguén dos tipos, unos que se comportan

en todo como la estirpe silvestre y otros que acumulan
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150 ppm de B-caroteno tanto a la luz como en oscuri-
dad. Estos filtimos, carentes por completo de fotoin-
duccibén de la carotenogénesis, deben ser los dobles

mutantes card carS y a su fenotipo lo llamamos AS.

Teniendo en cuenta que se analizaron los produc-
tos de unas 56 meiosis de cruzamientos card x carS y
que las viabilidades son irregulares, la frecuencia
de recombinacibén del 36%, aunque sugiere que las mu-
taciones card y carS estén débilmente ligadas, no

excluye convincentemente que sean independientes.

ITI.3.b. Cruzamiento de una estirpe AS por una silves-
tre '

Se quiso determinar si el fenotipo AS asignado a
los micelios amarillos no fotoinducibles en el aparta-
do anterior correspondia en realidad a dobles mutantes
carA carS. Para ello se cruzbd una de las estirpes pre-~
suntamente AS obtenida en el cruzamiento anterior por
la estirpe sil&estre. Si la asignacibn era correcta,
entre la descendencia se deberian encontrar recombinan-
tes que s6lo llevaran la mutacién card o sblo la muta-

cibn cars.

A los 150 dias de iniciarse el cruzamiento empe-
zaron a germinar las cigosporas. El contenido de cada
~germoesporangio se analizd separadamente en medio nu-
tritivo. La Tabla XIII muestra los resultados obteni-
dos en este cruzamiento. Los fenotipos A, S, AS y sil-
vestre se distinguieron con facilidad en la descenden-

cia.
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TABLA XIII. Cruzamiento entre una estirpe de fenotipo
AS y una silvestre
Cruzamiento: S283 x B36

Fenotipos AS x Nie™
Germoesporangios estudiados 127
Germoesporangios fértiles 64
Tétradas completas 56

DP . 26
DR ' 4
T | 26
Tétradas incompletas 8
DP 0
DR 1
T 7

La mayor abundancia de ditipos parentales que de
ditipos recombinantes demuestra el ligamiento entre
ecarA y carS. La distancia entre ambos se estima como
0.34, que coincide con la estimacién del apartado an-
terior.

Se observa ademds una frecuencia alta de tetra-
tipos, que indica que al menos una de las mutaciones
debe estar situada lejos del centrfmero; esta mutacién
debe ser carS porque en el apartado III.l. se encontr6
que card esté relativamente cerca del centrdmero.

'

Estos resultados confirman que los dobles mutantes

carA carS corresponden al fenotipo "amarillo no foto-

inducible" que se habia asignado.
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IIT.4. Andlisis genético de los fenotipos B, Ry A

Se ha demostrado mediante estudios genéticos
(Torres Martinez et al., en prensa) que los fenotipos
A y R son debidos a mutaciones en un mismo gen carRA
y por tanto estrechamente ligadas. ‘

Para determinar la situacién del gen carB res-
pecto de carRA se realizf el cruzamiento descrito-en
la Tabla XIV. Uno de los parentales es un heteroca-
tionte entre una estirpe de fenotipo B y una estirpe
de fenotipo R; aunque las estirpes B y R son incapa-
ces de cruzar por si solas, si lo hacen cuando estén
ambas en el mismo heterocarionte. El1 otro parental
es una estirpe de fenotipo A. Las estirpes de fenoti-
po R y de fenotipo A llevan ambas el mismo marcador
de auxotrofia para el &4cido nicotfnico.

Las cigosporas empezaron a germinar a los 150
dias aproximadamente de iniciarse el cruzamiento. Se
hizo anfdlisis de tétradas estudiando separadamente en
medio nutritivo el contenido de 82_germoesporangios,
de los que 25 resultaron estériles.

De los 44 germoesporangios que contenian descen-
dientes de los nficleos R, s6lo uno contenfa,recombi-
nantes amarillos. Se confirma asi el estrecho 1igamien-
to entre las mutaciones responsables de los fenotipos
A vy R. |

:

Se estudiaron detalladamente los fenotipos de 278

micelios procedentes del germoesporangio gue contenia

recombinantes amarillos (Fig. 10 y Tabla XIV) y se con-
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firm6é la homocariosis de éstos. Se concluyb que se
trataba de una tétrada tetratipo incompletd, va que
no se encontraron los recombinantes car4d5 carR21.

Es improbable la interpretacibfn alternativa de que
los tres parentales hubieran contribuido a la des-
céndencia, los amarillos fueran recombinantes entre
By A, vy se hubieran Perdido todos los descendientes
carB, adem&s de los card carR. Los amarillos encon-
trados son por tanto ejemplo de la baja frecuencia de
recombinacibén entre R y A.

De los 13 germoesporangios con descendientes de
nlicleos B, s6lo uno contenfa recombinantes amarillos.
Este resultado demuestra el ligamiento entre carB y
carA. Se analizaron 34 germoesporas del {inico germo-
esporangio que contenia recombinantes amarillos (Fig.
11 y Tabla XIV) y se confirmé la homocariosis de és-
.tos y el alto éontenido en fitoeno de los micelios
blancos. Esta tétrada contenfia recombinantes amari-
llos de carB y card y representaba el producto simul-
téneo de dos meiosis, porque los tres productos distin-

tos encontrados no pueden proceder de una sola.

Estos resultados demuestran que las mutaciones
carA, carR y carB estln situadas muy prdximas en el

mismo cromosoma.



[5 240%5265] x €242

carR carB carA

Figura 10. Aspecto de los micelios procedentes de germo-
esporas del germoesporangio "a" (ver Tabla XIV). Los mi-
celios rojos demuestran la participacién de los nficleos
carR en el cruzamiento. Los micelios blancos resultaron
ser todos carA. Los micelios amarillos se cree que son

recombinantes entre R y A.

[S240%5265] X C242
car R carB carA

Figura 11. Aspecto de los micelios procedentes de germo-
esporas del germoesporangio "b" (ver Tabla XIV). Los mi-
celios blancos son todos carB; los amarillos se cree que

son recombinantes entre B y A.
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TABLA XIV. Situaeibn de carB respecto a carRA
' ‘Cruzamiento: (242 x {5240 * 5265)
Fenotipos A, Nie~™ % (R Nie~ * B )

. Tétradas
"NGm. Completas Incompletas

total DP DR T DB DR T

Germoesporangios con

descendientes de S240 44 37 0 0 6 O 18
Germoesporangios con b
descendientes de S265 13 8 0 O 4 0 1

aGermoesporangio con 5300 germoesporas, de las que se

caracterizaron 278, como sigue:

Respuesta a Genotipo

Tipo Frecuencia Color Nic wvit. A CFTA presunto
1 107 Amarillo Nic~™ + + nicAlol

T2 72 Rojo Nic~ carR21 nicAl0l
3 99 Blanco Nic™ + + carA5 niclAiol

bGermoesporangio con 350 germoesporas, de las que se

caracterizaron 34, como sigue:

, Respuesta a Genotipo

Tipo Frecuencia Color Nic wvitamina A presunto
19 Amarillo Nic- + nteldlol
14 Blanco Nic™ - carB10 nicAl01

1 Amarillo Nict - silvestre

13
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Discusibn
1. Mutantes blancos ctegos

En algunos organismos la nitrosoguanidina induce,
con cierta frecuencia, mutaciones mfiltiples en genes
que se estdn replicando simult&neamente. En Phycomyces
se han obtenido algunos mutantes blancos ciegos tras
una sola mutagénesis. Por tanto, podrfa pensarse que
su fenotipo fuese el resultado de una sola mutacidén, o
‘de-dos muy prbximas entre sf, o de dos no préximas pe-

ro en genes que se replican a la vez.

Los resultados del andlisis genético realizado
con estos mutantes indican que su fenotipo se debe a
dos mutaciones, una cari y otra mad, independientes
entre si, puesto que recombinan con una frecuencia
aproximada del 50%, y ligadas a sus respectivos cen-
trémeros, puesto que la frecuencia de tetratipos es
muy baja (del orden del 5%). Esta frecuencia de te-
tratipos indica que la distancia de estas mutaciones
a sus centrémeros debe ser menor del 10% de recombi-
nacién, si se aplican los cdlculos obtenidos para otros
organismos (Finchan, 1979). En algunos cruzamientos v
(estirpes 528 y S49 por silvestre) los resultados obte-
nidos son insuficientes para ser concluyentes por st
solos, aunque es muy probable que las conclusiones sa-
cadas para las otras estirpes se puedan hacer extensi-

vas a éstas.

Como las mutaciones que confieren blancura y ce-
_guera estdn situadas en distintos cromosomas y han si-

do inducidas al mismo tiempo, cabe la posibilidad de
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que afecten a zonas que se repliquen al mismo tiempo,
como est& descrito que ocurre en S. cerevisiae (Dawes

y Carter, 1974; Burke y Fangman, 1975).

2. Fenotipo T

Dos estirpes mutantes con el mismo fenbtipo (1),
cuya caroten¢génesis no es estimulable por la vitamina A
y el CFTA (Murillo, 1975), han resultado estar mutadas

en genes independientes.

La mutacién car-113 de la estirpe S119 es alélica
de carA o estd muy estrechamente ligada a ella. En las
meiosis estudiadas no se encontr6 ninguna colénia de
fenotipo recombinante, 1lo que:indica que si card y
car-113 afectan a genes distintos, estos deben encon-
trarse a menos de un 6% de recombinacidn. La hip6tesis
més plausible es que car-113 sea una mutacibén de cari.
En efecto, las mutaciones card de fenotipo blanco afec-
tan a la estimulacién de la carotenogénesis por vita-
mina A (Eslava et al., 1974).

La estirpe S144 es portadora de ia mutacibn carl
que afecta a un gen independiente de card. El doble mu-
,tante car4 carI presenta el fenotipo que se podia espe-
rar de ambas mutaciones: es de color blanco y no es es-
timulable por vitamina A. El producto activo del gen I
‘es necesario para la activacién por la vitamina A tanto
.en estirpes silvestres como en mutantes card, y la mﬁ:
tacibn carI tiene el mismo efecto en fondo silvestre

que en fondo carA.
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Segfin estos resultados la activacibén de la caro-
tenogénesis por medios quimicos depende de al menos
dos funciones celulares independientes. Una de ellas
es probablemente la determinada por el gen carRA4,
que juega un papel regulatorio general de la caroteno-
~génesis controlando la transferencia de sustratos en
los complejos carotenogénicos (Murillo et al., en pre-
paracién). La otra es una funcién nueva, identificada

por primera vez en esta Tesis.

3. Fenotipos A y S

Las mutaciones card y carS, que alteran la regu-
lacidén de la carotenogénesis, afectan a genes distin-
tos situados en el mismo cromosoma a una distancia de

un 34% de recombinacién.

Las estirpes card carS son de color amarillo, pero
su carotenogénesis no es estimulable por la luz. Esta
asignacibén se basd en que al cruzar una estirpe card
.por una estirpe carS. se obtuvierdn proporciones compa-
rables de recombinantes de fenotipo silvestre y de un
nuevo fenotipo "amarillo no fotoinducible", gque no po-
dian ser otros que los dobles mutantes. Esta asigna-
cibén fue confirmada al cruzar los presuntos,card carS
por la estirpe silvestre y encontrar entre la descen-

dencia segregantes card y carS.

La mutacibn card, que en la oscuridad ¢{isminuye la
concentracibén de B-caroteno (Eslava et al., 1974), pa-
rece tener un efecto similar cuando se combina con la
mutacidn carS: los efectos estimulador 'y reductor se
contrarrestan y resulta un fenotipo muy parecido al sil-
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vestre, pero sin fotoinduccibn de la carotenogénesis
como en el silvestre. Parece ser que la mutacibn car4
es la responsable de la no fotoinduccién de los dobles
mutantes card carS (L6pez Diaz y Cerd&d Olmedo, en pren-

sa).

4, Fenotipos B, Ry A

Parece que los fenotipos A y R estédn determinados
por un solo gen bifuncional (Torres Martfinez et al.,
en prensa). Este gen, carR4, ha resultado estar muy
préximo al gen carB. Los productos de los genes B y R
éctﬁan en la sintesis de B-caroteno formando un agrega-

do multienzimdtico (De la Guardia et al., 1971).

Los mutantes al-1 'y al—-2 de WN. crassa presentan
fenotipos parecidos, respectivamente, a los card y carB
de Phycomyces. Las mutaciones al-1 y al-2 también se
encuentran muy préximas en el mismo cromosoma (Subden
y Threlkeld, 1970). '

Los genes multifuncionales y los climulos de genes
muy préximos no son una peculiaridad excepcional de la
biosintesis de caroteno en Phycomyces, sino que se en-
cuentran en otras rutas metabb6licas regidas por agrega-
dos multienzim&ticos, como la utilizacibén del quinato
(genes ga) y la sintesis de amino&cidos arom&ticos (ge-
nes arom), en Neurospora crassa, y la sfintesis de his-
tidina (regibn his-4), en Saccharomyces cerevisiae (Gi-
les, 1978).
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Relaciones de ligamiento entre genes de la caroteno-

génesis

Los cruzamientos analizados en esta Tesis demues-
tran que las mutaciones card, carR, carB y car-113 es-
tan estrechamente ligadas y relativamente préximas al
centrémero. Las mutaciones carR y carA han sido atri-
bufdas a los segmentos proximal y distal, respectiva-
mente, de un gen bifuncional (Tofres Martinez y Cerdé
Olmedo, en prensa). La mutacibn car-113 estd presumible-
mente en el segmento carA. Por el contrar;o, carB debe
ser un gen distinto. En el mismo cromosoma, pero a la
considerable distancia de 34% de recombinacibn, esti ‘
el gen regulador carS. El finico gen relacionado con la
carotenogénesis, pero independiente de este blogque, es
earI, cuya finica mutacién identificada por ahora, cearI131,
blogquea la estimulacibn de la carotenogénesis por vita-

mina A y otros productos gquimicos.

El croquis adjunto resume estas relaciones de liga-
miento, el paréntesis y los puntos suspensivos indican

que se desconoce el orden exacto.

centr. carRA carB ' cars
—-——(0.0'...: { «oo | =..'.) } 1
et 34% ———-
carl '
—

El estrecho ligamiento entre los‘genes carRA y carB
puede gue sea aprovechado para una regglacién comfin, que
no puede dejar de existir para explicar los muy distintos

niveles a que se puede fijar la carotenogénesis (Murillo
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y Cerdi Olmedo, 1975; Murillo et al., 1978), sin indi-
cios de desequilibrio entre las operaciones sucesivas

de deshidrogenacibén y ciclacién.

Es interesante que en Rhodopseudomonas capsulata,
una bacteria en la que se ha iniciado el estudio gené&-
tico de la carotenogénesis, las mutaciones estudiadas
caigan en cinco cfimulos muy préximos, que pueden co-
rresponder a genes y que sugieren un "oper6n de la ca-
rotenogénesis" (Yen y Marrs, 1976).
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