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RESUMEN Y CONCLUSIONES

La biosintesis de carotenoides en el hongo Phycomyces

blakesleeanus estd regulada por factores internos y externos

(luz, sexo, ciertos compuestos quimicos). En esta .Tesis se
describe el efecto de varios de estos factores externos sobre
la sintesis de carotenos y esteroles. Se ha desarrollado un
nuevo criterio genético que permite determinar si las estimu-
laciones producidas por 1los distintos agentes comparten 1los
mismos mecanismos de accidén. También se ha aislado y caracte-
rizado bioquimica y geneticamente un mutante de la carotenogé-
nesis de un nuevo tipo. A la luz de los resultados obtenidos

se concluye que:

1. Existen al menos dos mecanismos de activacidén quimica,
representados por el ftalato de dimetilo y el retinol. Los
otros fenoles estudiados activan la carotenogénesis por el
mismo mecanismo gque el ftalato de dimetilo. La activacién de
la carotenogénesis por todos los agentes guimicos depende de

la funcidén del gen carl.

2. La carotenogénesis se regula mediante un mecanismo de
retrohinibicidén mediado por el producto del gen carS y el be-
ta-caroteno. El retinol activa la carotenogénesis mediante el

blogueo de este mecanismo.

3. La difenilamina, ademds de inhibir la deshidrogensa del
fitoeno, produce una activacién global de la sintesis de caro-
teno debido a la carencia de beta—-caroteno gue impide 1la re-
troinhibicién de 1la ruta. Por el contrario, otro inbidor de la
deshidrogenasa del fitoeno, el alcohol cinémico, activa 1la ru-
ta por si mismo mediante el mismo mecanismo de estimulacidn

gue el ftalato de dimetilo.



4. La fotoestimulacidén de la carotenogénesis sélo se pro-
duce durante un cierto periodo del crecimiento. Al igual gque

las demds respuestas de Phycomyces a la luz, la activacién de-

bida a la 1luz es 1la suma de dos componentes que responden a

distintos flujos luminosos.

5. Existen cuatro mecanismos independientes de activacién
representados por el retinol, el ftalato de dimetilo, el sexo

y la luz.

6. La funcidén génica carRA es esencial para la biosintesis

de caroteno en Phycomyces. La carotenogénesis de los mutantes

carentes de esta funcidén no se estimula por ninguna de las ac-

tivaciones conocidas.

7. El1 metabolismo del beta-caroteno es insignificante tan-
to en el tipo silvestre como en un mutante carS. El incremento
en la acumulacién de beta-caroteno de los mutantes superpro-
ductores del gen carS no se debe a la ausencia de degradacidn
o transformacién del beta-caroteno, sino a una sintesis mds

activa del mismo.

8. Las variaciones de la carotenogénesis debidas a muta-
cién o a estimulaciones externas no van acompafiadas de las
modificaciones correlativas en la acumulacién de esteroles.
Este resultado sugiere 1la regulacidén independiente de las

rutas metabdlicas correspondientes.

9. La carotenogénesis y 1la esterogénesis ocurren en dis-
tintos compartimentos celulares. La ausencia del producto del
gen carS conlleva un aumento en la sintesis de mevalonato de-

dicado exclusivamente a la produccién de beta-caroteno.

10. Se propone un modelo para explicar la regulacién por
producto final y por 1la luz en el cual los productos de los

genes carA y carS juegan el papel central.




11. E1 fenotipo de la estirpe S442 no se debe a 1la altera-
cién de una deshidrogenasa especifica para el zeta-caroteno,
sino a una mutacidén poco frecuente del gen carB, responsable

de 1las cuatro deshidrogenaciones que convierten el fitoeno en
licopeno.



INTRODUCCION

Cuando acerqué mi ojo por primera vez al ocular de un mi-
croscopio, 1la visién que tuve me confundié. A mi, como a otros
muchos nifios, aquella experiencia me llendé en un primer momen-
to de asombro y posteriormente de curiosidad. Durante algin
tiempo mi obsesidén fue colocar bajo el objetivo todo aquello
que caia en mis manos especialmente si provenia de algGn char-
co viejo y sucio. Me maravillaba la enorme cantidad de peque-
fias cosas que aparecian "por arte de magia”, moviendose inin-
terrumpidamente hasta que la gota de agua se secaba. ¢Por gqué
estaban alli?, ¢por gqué se movian?, ;de qué se alimentaban?.
Estas y otras muchas preguntas parecidas comenzaron a rondar
en mi cabeza vy me fueron introduciendo en el mundo de la Bio-
logia. SegGn fueron pasando los afios mi interés por todo 1lo
vivo fué en aumento Yy en especial por conocer las causas del
comportamiento de los distintos organismos. Esta ha sido la
razédn principal que me llevd al estudio de la regulacién de
las funciones celulares que, sin duda, constituye uno de 1los
campos de investigacidén mds interesantes de la Biologia actual.

Phycomyces blakesleeanus responde al modelo de organismo

eucaridético idbéneo para estudiar la regulacién debido a su

fdcil manejo en el laboratorio. Ademds Phycomyces tiene un

atractivo adicional para este tipo de investigaciones Yya que
presenta un comportamiento sensorial muy variado. Sus res-
puestas sensoriales, la biosintesis de carotenos, el desarro-
llo sexual vy la diferenciacidn, han sido los principales focos
de interés para los investigadores durante 1los Gltimos 30
afios. Los resultados obtenidos en estos estudios indican que

Phycomyces es un organismo ideal para el desarrollo del cono-

cimiento sobre la regulacidén en eucariotas.



10

EL ORGANISMO

Phycomyces blakesleeanus es un hongo filamentoso y sapro-

fito clasificado en la familia Mucoraceae, orden Mucorales Yy

clase Cigomicetos. .Todos sus aspectos bioldégicos han sido ob-

jeto recientemente de una amplia revisién (Cerda-Olmedo y

Lipson, 1987a).

Ciclos de vida

Phycomyces presenta en el laboratorio dos <ciclos de vida,

uno asexual o vegetativo y otro sexual (Fig. 1).
Ciclo asexual

El ciclo de vida asexual incluye los estados de espora ¥y
de micelio. Las esporas de la estirpe silvestre NRRL1555 son
de forma elipsoidal con un tamafio medio de 9 um de largo por 6
um de ancho. Contienen de 1 y 6 nucleos, aunque mas del 80%
son tri o tetranucleadas. Menos del 3% de las esporas inocu-
ladas en medio minimo germinan espontaneamente. Un breve
choque térmico (Van Laere et al., 19804) o la exposicién a
determinados productos quimicos (Van Laere et al., 1981) ase-
guran la germinacién de 1la mayoria de las esporas..Tras la
germinacién las esporas producen un micelio de hifas cilindri-
cas multinucleadas y no tabicadas.

En medio sélido este micelio crece radialmente a razén de
2 cm diarios. A los tres dias de crecimiento comienza a emitir
hifas aéreas no ramificadas denominadas esporangidéforos en
cuyo extremo distal se forma una estructura esférica, el éspo—
rangio, que contiene aproximadamente 10° esporas (Cerda-Olmedo
y Lipson, 1987h). Estas esporas son liberadas al romperse la
pared del esporangio cuando este tropieza con alguna superfi-
cie.

Los esporangiéforos de Phycomyces han sido objeto de

numerosos estudios por presentar una serie de tropismos Yy

mecismos muy llamativos frente diversos estimulos externos.
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CICLO
VEGETATIVO

I nm iva Ivb Ive V
esporangioforo

CICLO SEXUAL

cigoforos

=<,
cigospora

progame-

tangio
\ 5

gametangio

Figura 1. Ciclo asexual y sexual de Phycomyces. En la figura se mues-
tran las distintas etapas del desarrollo de los esporangiéforos, y de la
formacién de la cigospora {Cerdd-Olmedo y Lipson, 1987b).
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Ciclo sexual

P. Dblakesleeanus es una especie heterotdlica cuyas estir-

pes se clasifican en dos tipos sexuales, denominados (+) y (=)
morfologicamente idénticos (Blakeslee, 1904). El sexo de una
estirpe, se reconoce por la ausencia © presencia de reacciédn
sexual con estirpes patrdn.

El desarrollo completo del ciclo sexual da lugar a una
estructura muy caracteristica denominada cigospora..Trds dos o
tres meses de latencia la cigospora produce un esporangidforo
(llamado germoesporangidéforae), cuyo germoesporangio contiene
aproximadamente 103 germoesporas. Las germoesporas Se parecen
mucho a las esporas del ciclo asexual y, generalmente, presen-
tan de dos a cuatro nicleos. En condiciones apropiadas germi-
nan dando lugar a un micelio vegetativo, que normalmente suele
ser homocaridético, aungque a veces se forma un micelio hetero-
caridético.

Los micelios portadores de nlcleos de 1los dos sexos
(heterocarionte intersexual) tienen un aspecto muy diferente
al descrito anteriormente para los micelios vegetativos. Care-
cen casi totalmente de esporangibéforos, son de color amarillo
mis intenso gque los parentales y estdn cubiertos de una hifas
aéreas, engrosadas y retorcidas, denominadas pseuddéforos
(Blakeslee, 1906) gque no se encuentran en micelios homocarié-
ticos. A pesar de la presencia de nlcleos de sexo opuesto,

estos micelios no forman cigosporas.

TERPENOIDES

Se denominan terpenos a un conjunto de compuestos quimicos
cuyas moléculas se pueden considerar constituidas por subuni-
dades idénticas de cinco 4&tomos de <carbono (isoprena). El
nombre de terpenoides agrupa a los terpenos y sus derivados.
En la naturaleza existen miles de terpenoides cuyos tamafios y

funciones son muy variados, sirvan de ejemplo compuestos tan
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diferentes como el mentol, el colesterol, el beta-caroteno, el

retinol y el caucho.

CAROTENOIDES

Los carotenoides constituyen el grupo mds extendido de
pigmentos en la naturaleza responsables del color de muchos
animales y plantas. Se encuentran en todos 1los organismos
fotosintéticos, ciertos hongos y algunas bacterias no fotosin-
téticas. Los animales son incapaces de sintetizarlos y han de
tomarlos en su dieta. Su interés bioldégico, industrial y esté-
tico los ha convertido en objeto de numerosos estudios sobre
los gque existen varias revisiones (Isler, 1971; Goodwin, 1980;
Ruddat y Garber, 1983).

Quimicamente son terpenoides generalmente de 40 A&tomos de
carbono y cuya principal caracteristica estructural es la pre-
sencia de una larga cadena con un bnuUmero variable (3-15) de
dobles enlaces conjugados. Dentro de los carotenoides se dis-
tinguen: los carotenos, compuestos sblo de carbono e hidrége-
no, y las xantinas que contienen ademds oxigeno.

Phycomyces contiene principalmente beta-caroteno (méds del

95%) y pequefias cantidades de otros carotenos pero carece por

completo de xantinas.

Biosintesis

La informacidén existente sobre la biosintesis de carote-
noides, y en general de todos los terpenoides, es escasa si 1la
comparamos con las demds rutas biosintéticas. Se conoce la
secuencia de reacciones pero el estudio de su regulacién se
encuentra en un estado muy primitivo. El estudio bioquimico de
la carotenogénesis ha presentado graves problemas debido a la
inestabilidad quimica y a la naturaleza hidrofdbica de los
carotenos. Durante casi treinta afios las técnicas cromatogré-

ficas y el empleo de inhibidores de 1la ruta han sido las
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herramientas mas utilizadas. En los Gltimos diez afios se bhan
desarrollado, ademds, buenos sistemas "in vitro" con algunos

organismos (Aphanocapsa, Neurospora Yy Phycomyces) (Bramley,

1985) que estadn aportando una gran cantidad de informacién. En
algunas plantas y sobre todo en hongos filamentosos (Neurospo-
ra crassa, Ustilago violacea, Gibberella fujikuroi y Phycomy-

ces blakesleeanus) la obtencién de mutantes, y su posterior

estudio bioquimico y genético, ha sido y es la otra gran he-
rramienta utilizada. Este enfogque genético ha hecho avanzar
enormemente el conocimiento tanto de la estructura como de la
regulacién de la carotenogénesis.

La ruta de biosintesis de carotenos generalmente aceptada

en Phycomyces y en otros organismos se representa en las Figu-

ras 2 y 3. Para su descripcidén es conveniente separla en dos
bloques. El primero comprende todas las reacciones que ocurren
hasta la formacién del fitoeno; en él se producen los interme-
diarios de los que derivan todos los terpenoides (Fig. 2). Un
segundo blogue abarca las reacciones especificas que conducen

a la sintesis de beta-caroteno.

Sintesis del fitoeno

El punto de partida de 1la ruta es la 3-hidroximetil-
glutaril-CoA que se sintetiza por varias rutas a partir de
acetato y de otros compuestos. La 3-hidroximetilglutaril-CoA
es reducida a 4cido mevaldnico. Mediante una secuencia de tres
reacciones consecutivas (dos fosforilaciones y una descarboxi-
lacién) el 4cido mevalénico es convertido en isopentenil-
pirofosfato que por isomerizacién da lugar a dimetilalil-
pirofosfato. Por condensacién de una molécula de cada uno de
estos isOmeros se forma geraniol-pirofosfato. Posteriores
condensaciones de isopentenil-pirofosfato dan lugar al
farnesil-pirofosfato y al geranilgeraniol-pirofosfato. Estas
reacciones de condensacién estdn catalizadas por transferasas

de prenilo cuyo nlmero y actividad catalitica varia de un
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organismo a otro (Rilling, 1985). En Phycomyces se bha

purificado una sola transferasa de prenilo gue cataliza 1las
reacciones hasta 1la formacidén de farnesil-pirofosfato, pero es
incapaz de formar geranilgeraniol-pirofosfato (Rilling, 19835).

La condensacién de dos moléculas de geranilgeraniol-piro-
fosfato da 1lugar al primer caroteno, el fitoeno, a traves de
un intermediario muy inestable, el prefitoeno-pirofosfato.

En todos los organismos estudiados, las enzimas necesarias
para la sintesis de geranilgeraniol-pirofosfato a partir de
dcido mevaldnico se encuentran en la fraccién soluble. Por el
contrario 1la sintetasa de fitoeno que cataliza la conversidn
de prefitoeno en fitoeno, puede localizarse en el citoplasma

como en el caso de Mycobacterium (Gregonis y Rilling, 1974),

Halobacterium (Kushwaha et al., 1976) Yy Flavobacterium

(Britton et al., 198Q0), o asociada a membranas CcOmo ocurre en

el caso de Neurospora crassa (Mitzka-Schnabel y Rau, 198l).

Interconversiones de los carotenos

El isémero de fitoeno producido no es el mismo en todos

los organismos. Phycomyces (Than et al., 1972; De la Concha et

al., 1983) y Neurospora (Than et al., 1972) sintetizan fitoeno

15-cis, mientras que Mycobacterium (Gregonis y Rilling, 1974)

y Halobacterium (Kushawa et al., 1976) sintetizan fitoeno

todo-trans. En Phycomyces el producto final de la ruta es

beta-caroteno todo-trans, 1lo que implica que debe existir una
isomerizacién entre el fitoeno y el beta-caroteno. El paso en
el que se produce este proceso no es el mismo en todos los

organismos. En Phycomyces (De la Concha et al., 1983) existen

indicios de que ocurre a nivel de fitoeno.

Todos los carotenoides se forman a partir del fitoeno me-
diante diversas reacciones (deshidrogenaciones, ciclaciones,
oxigenaciones, etc). En la Fig 3 se esquematiza la secuencia

de reacciones gque convierten al fitoeno en beta-caroteno
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Acetil-coenzima A
) 9 Hidroximetil-glutaril- coenzima A

SCoA

0 Acido ‘mevalanico

Dimetilalil-

pirofosfato fL/\oyp ,,I\,Aopp Isopentenil - pirofosfato

Geraniol - I

pirofosfato -l\ka/‘\opp

Farnesil- ]

pirofosfato ./I\-/‘\-fl\»/‘\‘/l\./'\OPP

0/I\'/‘\"I\i/’\'/l\v/.\-/l\v/'\OPP Geranilgeraniol-pirofosfato

./I\'/,\'/I\‘/.\'/I\'/.\‘/I\', .'/-\‘¢I\'/.\'/I\',.\‘¢1\' Prefitoeno- pirofosfato

opPP

Fitoeno

Figura 2. Biosintesis del fitoeno a partir de la 3-hidroximetilgluta-
ril-CoA. En esta figura y las siguientes se han representado los &tomos de
carbono con circulos negros y se han suprimido los &tomos de hidrdégeno.

segln la propuesta de Porter y Lincoln (195Q). Cuatro deshi-
drogenaciones sucesivas convierten el fitoeno en licopeno, el
cual mediante dos ciclaciones consecutivas da 1lugar a beta-

caroteno.
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Con excepcién de Halobacterium cutirubrum (Kushwaha et

al., 1976), en el gque estas reacciones se realizan en el
citoplasma, la conversién de fitoeno en beta-caroteno tiene
lugar en las membranas (Bramley, 1985). Este es el caso de

Phycomyces, cuyas enzimas se encuentran en las membranas del

reticulo endopldsmico y de una serie de gotas lipidicas (Riley
y Bramley, 1982), aunque en este dltimo caso podria tratarse

de un artefacto experimental.

Fitoeno /MW

Fitoflue-no MMW

3 ~caroteno MWW
l ‘

Neurosporeno )\/‘\/LV\M/\/\I/\)\IW

Licopeno MMNW

Y-caroteno MW

B-caroteno

Figura 3. Conversién del fitoeno en beta-caroteno.
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Andlisis genético de la ruta

Como ya hemos mencionado anteriormente, el estudio genéti-
co de la carotenogénesis ha proporcionado gran cantidad de da-
tos acerca de la ruta biosintética y su regulacién. Basicamen-
te este enfoque consiste en la obtencidén y caracterizacién de
mutantes afectados en los genes responsables de las enzimas
carotenogénicas, de su expresién o de su regulacién. Phycomy-
ces es el organismo en el que se han utilizado m&s intensamen-
te estas técnicas (Cerd4d-Olmedo, 1987%).

Los primeros mutantes de la carotenogénesis en Phycomyces

fueron aislados por M. Heisenberg en 1968 (Heisenberg y Cerda-
Olmedo, 1968). Su deteccién es muy facil debido al cambio de
color que suelen presentar y, basicamente, pueden estar afec-
tados en funciones estructurales y en funciones reguladoras.
Estos dos tipos de mutantes pueden distinguirse a veces muy

facilmente, como ocurre en Neurospora crassa (Harding y

Shropshire, 198Q), pero en general se requiere un estudio

bioquimico, genético y fisioldégico mds profundo.

Mutantes de genes estructurales

Hasta la fecha se han identificado sélo dos tipos de
mutaciones que afectan a funciones estructurales.

Un grupo de estos mutantes son albinos y se caracterizan
por acumular grandes cantidades de fitoeno (2-3 mg por g de
peso seco) (Meissner y Delbriick, 1968). Todos ellos pertenecen
a un mismo grupo de complementacidén (Ootaki et al., 1973) que
define el gen carB. Otro grupo estd formado por mutantes rojos
debido a que acumulan 1licopeno (2-3 mg por g de peso seca)
(Meissner y Delbriick, 1968). Estos mutantes complementan con
los mutantes carB pero no entre ellos por lo que se asignan a
otro gen denominado carR (Ootaki et al., 1973). Estudios pos-
teriores (Torres-Martinez et al., 198Q) demostraron que carR

es una parte del gen bifuncional carRA.
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Los extractos celulares de los mutantes carB y carR son
incapaces de 1llevar a cabo, respectivamente, la deshidroge-
nacién del fitoeno y la ciclacién del licopeno (Lee y Chi-
chester, 1969; Clarke et al., 1983)

La ausencia de mutantes alterados en los pasos anteriores
a la formacién del fitoeno puede ser explicada teniendo en
cuenta que los esteroles son compuestos esenciales de la mem-
brana celular. Las mutaciones que afectaran a las enzimas pre-
vias a la formacién de farnesil-pirofosfato serian letales. La
adicién de un residuo de prenilo al farnesil-pirofosfato para
la sintesis de geranilgeraniol-pirofosfato podria llevarse a
cabo por la misma transferasa de prenilo responsable de 1las

reacciones anteriores, tal y como ocurre en Sacaromyces cere-

visiae (Beytia y Porter, 1976). Sin embargo, no parece ser es-

te el caso de Phycomyces ya que, "in vitro", las enzimas que

sintetizan el farnesil-pirofosfato son incapaces de sintetizar
geranilgeraniol-pirofosfato (Rilling, 1985).

Especial interés se ha puesto en la buisqueda de mutantes
de la hipotética isomerasa del fitoeno. Los mutantes carB acu-
mulan "in vivo" el isdémero 15-cis del fitoeno (Than et al.,
1972), e "in vitro" el isbémero todo-trans (De 1la Concha,
1983). Los extractos celulares de la estirpe silvestre culti-
vada en presencia de difenilamina también producen el isdmero
todo-trans (Clarke et al., 1983). Por tanto, la deshidrogenasa
del fitoeno no debe de ser la encargada de tal isomerizacién,
lo que sugiere la existencia de una isomerasa gque convierta el
fitoeno 15-cis en todo-trans. La bisqueda de mutantes albinos
gque acumulen principalmente el isdémero todo-trans del fitoeno
ha sido infructuosa. Es posible que la isomerasa forme parte
del complejo multienzimdtico que transforma el fitoeno en
licopeno de manera que "in vivo" la isomerizacidén y deshidro-
genacidn estén estrechamente acoplados. "In vitro" la isomera-
sa se liberaria del complejo gquedando en condiciones de actuar
sobre el fitoeno sin que se requiera su posterior deshidroge-

nacién (De la Concha, 1983).

. Tampoco se han encontrado mutantes de Phycomyces que
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acumulen, como caroteno mayoritario, ningin intermedario de la
deshidrogenacidén del fitoeno o de 1la ciclacién del 1licopeno.
La explicacién méds simple para la ausencia de estos mutantes
es que todas las reacciones estdn catalizadas por sélo dos
enzimas. Una de ellas, producto del gen carB, catalizaria las
cuatro deshidrogenaciones que convierten el fitoeno en 1licope-
no. La otra, producto del gen carR, catalizaria las dos cicla-
ciones que transforman el licopeno en beta-caroteno. Apoyan
esta hipdtesis el andlisis cuantitativo de los carotenos acu-
mulados en mutantes carB rezumantes (Eslava y Cerdéd-Olmedo,
1974) y del tipo silvestre cultivado en presencia de difenil-

amina (Olson y Knizley, 1962) o nicotina (Batra et al., 1973).

NUCLEOS ENZIMAS CAROTENOS
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Figura 4. Combinaciones posibles de los complejos multienzimdticos
formados en un heterocarionte con nicleos de un mutante carB y del tipo
silvestre. Los simbolos blancos representan enzimas activas, producto del
alelo silvestre del gen carB. Los simbolos negros representan la deshi-
drogenasa no funcional producto del alelo mutante del gen carB. Los
simbolos rayados, indistintamente uno u otro. Si ambos productos son
transcritos, traducidos y tienen 1la misma probabilidad de integrarse en
el complejo enzimdtico, la proporcién de enzimas activas en el complejo
es la misma que la proporcién de los nidcleos silvestres en el heteroca-
rionte. La cantidad relativa de “los carotenos intermediarios acumulados
en un heterocarionte depende del porcentaje de nidcleos, si el caroteno
liberado de un complejo no es readmitido por otro complejo (Aragén et
al., 1976).
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La mejor prueba de esta hipétesis procede de 1los andlisis
cuantitativos de heterocariontes que contienen nicleos silves-
tres y nlcleos portadores de la mutacidén carB (Fig 4). Estos
andlisis permiten, ademds, proponer la existencia de un com-
plejo multienzimdtico formado por cuatro copias del producto
del gen carB que catalizarfa en forma secuencial la formacién
de licopeno a partir de fitoeno (Aragdénm et al., 1976).

Anteriormente, De la Guardia et al. (1971) vya habia pro-
puesto la existencia de un agregado carotenogénico formado por
dos copias de la ciclasa codificada por el gen carR gque cata-

lizaria la conversién de licopeno en beta-caroteno (Fig. 5).

NUCLEOS  ENZIMAS CAROTENOS
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Figura 5. Combinaciones posibles de los complejos multienzimdticos
formados en un heterocarionte con nlicleos de un mutante carR y del tipo
silvestre. Los simbolos blancos representan enzimas activas, producto del
alelo silvestre del gen carR. Los simbolos negros representan la ciclasa
no funcional producto del alelo mutante del gen carR. Si ambos productos
son transcritos, traducidos y tienen la misma probabilidad de integrarse
en el complejo enzimdtico, la proporcién de enzimas activas en el comple-
jo es la misma que la proporcién de los nicleos silvestres en el hetero-
carionte. La cantidad relativa de los carotenos intermediarios acumulados
en un heterocarionte depende del porcentaje de nlicleos si el caroteno
liberado de un complejo no es readmitido por otro complejo (De la Guardia
et al., 1971).
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Los complejos multienzimdticos no son infrecuentes en hon-
gos. Tales complejos permiten la compartimentacién y la cana-
lizacién de los sustratos en presencia de varias enzimas con
actividades cataliticas semejantes (Fink, 1971). En el caso
particular de la sintesis de carotenoides, algunos de cuyos
sustratos no son hidrosolubles, la existencia de un complejo
multienzimdtico har{ia mds eficaz la biosintesis al asegurar el
flujo de sustratos, tal y como ocurre en la biosintesis de

dcidos grasos.

Inhibidores

Basicamente se puede inhibir la ruta a cuatro niveles: 1)
formacién del 4cido mevaldénico, 2) conversién del 4&cido
mevalénico en fitoeno, 3) deshidrogenacién del fitoeno y 4)
ciclacién del licopeno.

La mevinolina (Alberts et al., 1980) bloquea la sintesis

de &cido mevalénico en Phycomyces actuando como inhibidor

competitivo de la reductasa de 3-hidroximetilglutaril-CoA. La
adicién de este compuesto al medio de cultivo es letal, presu-
miblemente porque conlleva la ausencia de esteroles. La adi-
cidén de mevalonato al medio de cultivo restituye el crecimien-
to (nuestros resultados, no publicados).

Ciertos herbicidas como la norfluorazona y 1la 4-cloro-
5(metilamina)-2-(3-triflurometilfenil)piradacina-3(2H)ona

inhiben 1la carotenogénesis en Phycomyces sin que se produzca

acumulacién de carotenos intermediarios (Sandmann et al.,
1980a; Sandmann y Boger, 1983). Estudios "in vitro" demos-
traron que la norfluorazona inhibe a la sintetasa del fitoeno
(Sandmann et al., 1980kh).

La difenilamina (Goodwin, 1952; Goodwin 1980; Spurgeon y
Porter, 1983) es un inhibidor universal de las reacciones de
deshidrogenacién que convierten el fitoeno en licopeno. En su

presencia el micelio de Phycomyces acumula en orden decre-—

ciente de concentracién, fitoeno, fitoflueno, zeta-caxoteno y
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neurosporeno (Olson y Knizley, 1962; Lee et al., 1975;
Sandmann y Hilgenberg, 198QG). Este efecto se mantiene "in
vitro" (Clarke et al., 1983) lo gue sugiere que la difenila-

mina actua directamente o indirectamente sobre la actividad de
la deshidrogenasa y no sobre la sintesis de enzimas. Su efecto
es reversible, cuando se retira del medio se produce un aumen-
to en la sintesis de los carotenos mds insaturados a expensas
de los intermediarios acumulados (Clarke et al., 1983).

La delta-2-metilheptanona-6 (Mackinney et al., 1956; Naka-

yama et al., 19571) tiene en Phycomyces el mismo efecto que la

difenilamina. Recientemente se han descrito una serie de com-
puestos ardmaticos (alcohol cind&mico, veratrol, l-2-dimetoxi-
4-propenilbeneceno, ftalato de dimetilo, timol, eta) que
parecen inhibir también la deshidrogenacién del fitoeno en

Phycomyces (Cerdd-Olmedo y Hiuttermann, 1986).

Otra serie de compuestos provocan la acumulacién de
gamma-caroteno y principalmente de licopeno al bloquear las
ciclaciones que convierten el beta-caroteno en licopeno. Entre
los estudiados en Phycomyces destacan el 2-(4-clorofeniltia)
trietilamina (CFTA) (Coggins et al. 1970; Elahi et al. 1973,
1975; Murillo et al. 1980a) y la nicotina (Davies, 1973).

Carotenogénesis "in vitro"

El estudio de la carotenogénesis "in vitro" de Phycomyces

resulta problemdtico debido a la naturaleza hidrofdbica de los
carotenos. Esto, ha impedido su utilizacién como sustrato en
preparaciones enzimdticas acuosas, por lo que ha sido necesa-
rio emplear, como sustratos radiocactivos, precursores muy
tempranos. Dado que estos precursores también lo son de los
esteroles y otros terpenoides, las muestras han de ser some-
tidas a purificacién posterior y 1la eficacia global de 1la
sintesis de carotenos "in vitro" es baja. Ademds, no se ha
podido purificar alin la mayoria de 1las enzimas de la ruta,

aunque ya se ha conseguido solubilizar, sin que pierdan su
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actividad, 1las qgue convierten el fitoeno en beta-caroteno
(Bramley y Taylor, 1985).

La presencia de fitoeno, fitoflueno, 2zeta-caroteno, neu-
rosporeno, licopeno y gamma-caroteno (Lee y Chichester, 1969;
Bramley y Davies, 1975); la conversién de intermediarios en
beta-caroteno (Davies, 1973; Bramley et al., 1971) y la dilu-
cidén de la radioactividad del beta-caroteno procedente del
mevalonato por adicién de intermediarios no marcados (Bramley
y Davies, 1975), son algunos de los resultados obtenidos "in
vitro" que apoyan la ruta biosintética descrita anteriormente.
La aparicidén de beta-zeacaroteno en estos extractos se ha in-
terpretado como prueba de que existen dos posibles rutas de
ciclacién: la de la Fig. 3 y otra que implica la ciclacién del
neurosporeno a beta-zeacaroteno y la de este a beta-caroteno
tras una deshidrogenacién.

También se ha estudiado el efecto "in vitro" de numerosos
inhibidores como la difenilamina (Clarke et al., 1983), varios
compuestos bifenbélicos, distintos herbicidas y la geranil-

acetona (Bramley et al., 1984).

Regulacidn

Existen una serie de factores externos (luz, condiciones
de cultivo, adicién de productos quimicos y actividad sexual)
gue regulan la concentracién final de caroteno en el micelio

de 1la estirpe silvestre de Phycomyces a través de varias fun-

ciones génicas. ‘

El conocimiento de la regulacién de 1la ruta proviene
principalmente del estudio genético y bioquimico de los mu-
tantes regulatorios y del efecto de estimuladores e inhibi-

dores gquimicos de la ruta.

Mutantes de genes regulatorios

Se han aislado mutantes que acumulan, en las mismas
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condiciones, notablemente mds o notablemente menos beta-caro-
teno que el tipo silvestre.

Existen dos clases de mutantes superproductores de beta-
caroteno. Los mutantes del gen carS son recesivos, acumulan de
3 a 5 mg de beta-carotene por g de peso seco , y no completan
el ciclo sexual. Existen otros mutantes que acumulan entre 0.6
y 1 mg por g de peso seco, cruzan normalmente y complementan
con los mutantes carS, por lo que se ha asignado a un nuevo
gen denominado carD (Salgado et al., en prep.).

La actividad global de la ruta de los carotenos aumenta
siempre que la produccién de beta-caroteno se bloquea. Las

mutaciones carB, carR o la presencia de inhibidores acarrean

la acumulacidén de intermediarios (sobre todo fitoeno y 1lico-
penc) en concentraciones muy superiores al beta-caroteno acu-
mulado en la estirpe silvestre sin tratar. Estos resultados
sugieren dque la ruta estd regulada por el nivel de beta-caro-
teno mediante un mecanismo de retroinhibicién. E1 hecho de que
los dobles mutantes carB carS no acumulen mids fitoeno que los
mutantes carB sugiere que el producto del gen carS participa
en esta regulacién por producto final, actuando como regulador
negativo que requiere la presencia de beta-caroteno. De esta
manera la ausencia del regulador o del producto final de la
ruta provocarfia un incremento en la sintesis de carotenos
(Murillo y Cerda-Olmedo, 1976).

En el otro extremo de la escala carotenogénica.estén los
mutantes albinos que no acumulan cantidades importantes de
ningin caroteno, presentando unicamente pequefias cantidades de
beta-caroteno (2-3 ug por g de peso seca). La mayorfia de estos
mutantes, asignados al gen carA, no complementan entre si pero
si lo hacen con los mutantes albinos carB (Ootaki et al.,
1973).

Estrechamente relacionadas con este tipo de mutantes, se
han aislados otras estirpes que, en vez de presentar trazas de
beta-caroteno, acumulan pequefias cantidades de licopeno. En
principio, este tipo de mutantes fueron descritos como dobles

mutantes carA carR ya que no complementan a los mutantes carA
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ni a los mutantes carR (Ootaki et al., 1973). Torres-Martinez
et al. (1980) demostraron que ambos tipos de mutantes afectan
a un Gnico gen bifuncional denominado carRA. Las funciones
génicas A y R estarf{an determinadas por segmentos contiguos de
ADN gque son transcritos a una Gnica molécula de ARN mensajero
y traducidos a un Unico polipeptido que posteriormente seria
escindido dando 1lugar a las producto génicos A y R. De acuerdo
con esta hipétesis, los mutantes carA estarian afectados en el
segmento A, los mutantes carR en el segmento R y los mutantes

descritos anteriormente como dobles mutantes carA carR, se

deberian a wuna Gnica mutacidén, denominada carRA, que afectaria
simultaneamente a los segmentos A y R. A pesar de tratarse de
un Unico gen es conveniente mantener las denominaciones de gen
carA y gen carR cuando nos estemos refiriendo a fendmenos que
se relacionen sélo con la funcidén del segmento correspondiente.
Si bien la funcidén del producto R estd bien definida como
ciclasa de licopeno, la funcidn precisa del producto A es des-—
conocida. En los mutantes carA no se ha encontrado acumulacién
de ningln intermediario de la ruta. No puede descartarse, sin
embargo, que el producto A desempefie una actividad enzimatica
anterior al fitoeno, por ejemplo una transferasa de prenilo
especifica para el sintesis de geranilgeraniol-pirofosfato a
partir de farnesil-pirofosfato. Esta funcién ha sido atribuida

recientemente al gen al-3 de Neurospora crassa (Harding y

.Turner, comunicacidén personal).

El retinol (su efecto sobre la estirpe silvestre se des-
cribe posteriormente) induce la sintesis de beta-caroteno en
los mutantes carA (Eslava et al., 1974). Este efecto bhace
diffcil pensar que el producto A tenga sélo una funcién es-
tructural. En presencia de CPTA los mutantes carA acumulan
cantidades significativas de 1licopeno y gamma-caroteno, mien-
tras que la concentracién de beta-caroteno permanece constan-
te. Estos resultados son explicables si el fenotipo albino de
los mutantes carA se debe a la hipersensibilidad del mecanismo
de regulacién por producto final (Murillo, 1980a).

Por otra parte, se ha demostrado que la alteracibén gené-

tica del producto A impide que tenga lugar el ‘intercambio de
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sustratos entre los distintos complejos de la «ciclasa del 1li-
copeno, y cabria esperar que también lo hiciera con el trasie-
go de sustratos a traves de cada complejo. De esta forma 1los
mutantes carA verian disminuido el nivel de beta-caroteno
acumulado sin que aumentase significativamente ningin compues-
to intermediario (Murillo et al., 1981).

Existe un tercer grupo de mutantes albinos aislados por
mutagénesis de un mutante carS que se atribuyeron inicialmente
a mutaciones carA. Sin embargo, estudios genéticos recientes
(Salgado et al., en prep.) han demostrado due la mutacidn
responsable del fenotipo albino se encuentra en el gen carS.

.Trds estudiar un gran nUmero de productos meioticos se han
separado, en estos mutantes, dos mutaciones carS (la presente
en la estirpe parental y una nueva) que individualmente dan

Jugar a un fenotipo superproductor de beta-caroteno.

Activacién quimica

Cuando se cultivan Jjuntas estirpes de sexo opuesto de

Phycomyces, Blakeslea y otros Mucorales se produce un incre-

mento de la sintesis de caroteno (Blakeslee, 1904). De estos
cultivos se aislaron unos nuevos compuestos quimicos, los &ci-
dos trispdéricos, que activan 1la carotenogénesis de cultivos
separados de uno y otro sexo (Sutter, 1971). La estimulacidn
sexual de la carotenogénesis y la que se produce en los hete-
rocariontes intersexuales de Phycomyces (Murillo y Cerdda-
Olmedo, 1976) se atribuye a los &cidos trispéricos (Govind y
Cerdd-Olmedo, 1986).

Los &cidos trispbéricos derivan del beta-caroteno, lo que

explica que los mutantes incapaces de sintetizar beta-caroteno
no sean capaces de estimular sexualmente a estirpes de sexo
opuesto (Sutter, 1975). La estimulacién de 1la carotenogénesis
por A4cidos trispéricos requiere la presencia de beta-caroteno

‘en el micelio (Govind y Cerd4d-Olmedo, 1986), este hecho se ha
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explicado como consecuencia de 1la activacidén por los acidos
trispdéricos de su propia sintesis a partir del beta-caroteno.

Las estimulaciones de la carotenogénesis por el sexo y las
mutaciones carS deben ser, al menos, parcialmente independien-
tes, ya que los heterocariontes intersexuales de mutantes su-
perproductores carS acumulan hasta 24 mg de beta-caroteno por
g de peso seco frente a los 3-4 mg de estos mutantes (Murillo
et al., 1978).

Muchos otros agentes quimicos estimulan la carotenogénesis

de Phycomyces en diferentes grados. Particularmente interesan-

te es 1la accién del retinol (Eslava et al., 1974) y la beta-
ionona (Reyes et al., 1964; Eslava et al., 1974). Ambos com-—-
puestos estimulan fuertemente la carotenogénesis y su efecto
desaparece en presencia de cicloheximida, un inhibidor de 1la
sintesis de proteinas. El efecto estimulador del retinol no se
debe a que se convierta directamente en beta-caroteno (Eslava
et al., 1974). El1 nmecanismo de accidén de ambos compuestos es
desconocido aunque se ha apuntado la posibilidad de que pueda
estar relacionado con su parecido estructural al beta-carote-
no. La inhibicidén quimica de la sintesis de beta-caroteno por
difenilamina o CPTA provoca una estimulacién de la ruta en el
tipo silvestre, pero no en los mutantes carS (Lee et al.,
1975; Murillo et al., 1980). Aunque para algunos autores este
efecto estimulatorio es independiente del efecto inhibidor
(Hsu et al., 1972), los resultados obtenidos con 1los mutantes
de 1la carotenogénesis (Clarke et al., 1983) indican que la
activacién se debe al mecanismo de retroinhibicién que se pone
en funcionamiento al disminuir la produccién de beta-caroteno
(Murillo, 198G).

Muchos compuestos fendlicos activan también la carotenogé-

nesis (Cerda-Olmedo y Hitermann, 198a).

Mutantes quimioinsensibles

Existen mutantes de Phycomyces gque acumulan cantidades




casi normales de beta-caroteno y son parcialmente insensibiés
al efecto estimulador del retinol (F. Parra et al., en prep).
Las mutaciones correspondientes se localizan en un nuevo g¢en
denominado carl y en el gen carRA (Roncero et al., 1982). Se
ha descrito gque estos mutantes son también insensibles al
efecto del CPTA y que otros mutantes aislados como insensibles
al CPTA lo son también al retinol (Murillo, 1980h).

Fotocarotenogénesis

Los seres vivos han desarrollado una gran variedad de me-
canismos capaces de responder a la presencia de luz con sim-
ples respuestas enzimdticas (como la fotorreparacidén del ADN)
o con complejas respuestas nerviosas (como la visién de los
vertebrados).

No todos los sistemas regulados por la luz responden de la

misma forma ni al mismo tipo de radiacién luminosa. Phycomyces

muestra varias respuestas a la luz azul: fotomecismo, fototro-
pismo, fotodiferenciacién, fotocarotenogénesis e inhibicién de
la deshidrogenasa de alcohol, que han sido objeto de numerosos
estudios (ver las revisiones de Bergman et al., 1969; Russo y
Galland, 1980; Cerd4-Olmedo y Lipson, 1987a). En esta intro-
duccién nos vamos a centrar en la fotoinduccidén de la sintesis
de carotenos o fotocarotenogénesis por ser uno de los temas de
investigacidén en esta Tesis.

La 1luz regula la biosintesis de carotenoides en una gran
variedad de organismos (bacterias, algas, hongos y plantas
superiores). Existen gran nUimero de revisiones generales sobre
este tema (Rau, 1983; Harding y Shropshire, 1980; Senger,
1981).

La fotorregulacidén de la carotenogénesis ha sido estudiada

en varias especies de hongos. En Fusarium aquaeductuum,

Neurospora crassa, Verticillium agaricinum (Rau, 1983) y
Gibberella fujikuroi (Avalos et al., 19871) el producto final

es la neurosporoxantina, y la acumulacién de los carotenoides
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en la oscuridad depende de la especie y de 1la estirpe (Avalos

y Cerda-Olmedo, 1987). En Phycomyces el producto final es

beta-caroteno; la estirpe silvestre en oscuridad acumula una
cantidad apreciable de beta-caroteno que el estimulo luminoso
incrementa notablemente (Bergman et al., 1973; Lépez-Diaz vy
Cerd4d-Olmedo, 1980; Revuelta y Eslava, 1983).

La fotocarotenogénesis, como todos los procesos regulados
por la luz, requiere la recepcién de la sefial externa (luz)
por un pigmento dgque actlla como fotorreceptor y una serie de
procesos que transforman la percepcién de ese estimulo en la

respuesta final.

Fotorreceptor

Desde hace bastantes afios existen dos grupos de candidatos
para ocupar el papel de fotorreceptor de la luz azul: flavinas
y carotenoides (Presti vy Delbriick, 1978; Presti y Galland,
19817). Los espectros de absorcién de estos compuestos se pare-
cen, en general, a los espectros de accién de la luz azul. Una
comparacién mids fina llevé a Rau (1967) a postular gque el

fotorreceptor de 1la fotocarorenogénesis de Fusarium aquaeduc-

tuum es una flavoproteina y a De Fabo et al. (1976) a preferir

el beta-caroteno como fotorreceptor de Neurospora crassa. Re-

cientemente se ha determinado el espectro de accién de la fo-

tocarotenogénesis de Phycomyces (Bejarano et al., en prepu);

los resultados obtenidos sugieren que el fotorreceptor es una
flavina como ya se habfa propuesto para el fototropismo
(Delbriick y Shropshire, 1960; Delbriick et al., 1976; Otto et
al., 1981; Galland y Lipson, 1981%}.

Mecanismos y niveles de regulacién

El incremento de 1la sintesis de carotenos que se produce

como respuesta al estimulo luminoso puede deberse a un
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incremento en 1la actividad de las enzimas carotenogénicas ya
preexistentes o a un aumento de la sintesis de estas enzimas

(Harding y Shropsire, 1980; Rau, 1983). En Phycomyces, donde

se ha sugerido la existencia de dos componentes en la foto-
carotenogénesis sensibles a distintos flujos luminosos
(Jayaram et al., 1979; Whitaker y Shropshire, 1981), la adi-
cién de actinomicina D o cicloheximida inhiben 1la respuesta
del sistema sensible a flujos elevados (Jayaram et al., 1979).
Este resultado sugiere que la sintesis de proteinas y de ARN
son necesarias para que se produzca esta respuesta, pero no
para la de flujos bajos. Sin embargo, la ausencia de respuesta
pueden no ser una consecuencia directa de la inhibicidn de la
sintesis de los enzimas de la carotenogénesis. Si consideramos
la carotenogénesis como "un lujo", puede ocurrir que se
prescinda de ella ante emergencias como, la inhibicién de 1la
sintesis de ARN o proteinas.

Un enfoque genético para determinar si una funcién génica,
estructural o regulatoria es necesaria para una fotorrespuesta
consiste en analizar la fotorrespuesta en los mutantes altera-
dos en ella funcién génica. De este modo, ha sido posible in-
volucrar en el mecanismo de la fotocarotenogénesis de Phyco-

myces a las funciones génicas madA, madB, picA y picB.

El andlisis de la capacidad fotocarotenogénica de mutantes
que presentan alteraciones en la carotenogénesis permite esta-
blecer que funciones son necesarias para la respuesta Yy como
se integra la sefial elaborada por el estimulo luminoso en el
mecanismo enzimdtico o regulador de la carotenogénesis. En
este sentido se ha demostrado gue un doble mutante carA carS
es insensible a la fotoestimulacién. Los mutantes simples carA
y carS también parecen ser insensibles (Lépez-Dfaz y Cerda-
Olmedo, 1980), pero este resultado no es contundente debido a
que la acumulacién de caroteno en estos mutantes impide obte-
ner datos precisos. En esta Tesis hemos puesto a punto unas
condiciones de iluminacién y cultivo gque nos han permitido

realizar un estudio cuantitativo fiable de la capacidad
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fotocarotenogénica de estos y otros mutantes de la carotenogé-

nesis de Phycomyces.

Mutantes de la fotocarotenogénesis

La transformacién del estimulo 1luminoso en la respuesta
final debe estar mediada por los productos génicos primarios
(proteinas) o secundarios (metabolitos). La obtencidbn de
mutantes y su bosterior estudio puede dar mucha informacidn
sobre el mecanismo de accidén de estos mediadores.

En Phycomyces se han aislado y caracterizado mutantes

afectados en el fototropismo (mutantes mad). Algunos de estos
mutantes (genes madA, madB y madD) (Lépez-Dfaz y Cerdd-Olmedo,
1980; Jayaram et al., 1980; Whitaker y Shropshire, 1981) son

también parcialmente defectuosos en la fotoinduccién de la

carotenogénesis. Este comportamiento indica que deben existir
mediadores comunes para estos dos fendémenos incluido posible-
mente el fotorreceptor.

_También se han aislado varios mutantes defectivos para la
fotoinduccién de 1los carotenos pero normales para las otras
fotorrespuestas. Un grupo de ellos asignados a un nuevo gdgen
denominado carC (Revuelta y Eslava, 1983, 1984) acumulan menos
beta-caroteno que el tipo silvestre en la oscuridad, en luz Yy
en presencia de retinol. Otros dos mutantes asignados a los

genes picA y picB (Lépez Diaz y Cerdd-Olmedo, 198Q) son par-

cialmente defectivos para la respuesta a altos flujos luminéd-
sos (Jayaram et al., 198Q0). No obstante, la informacién dispo-

nible no excluye que los genes picB y carC sean alelos de un

mismo gen ya que su respuesta frente a la luz y al retinol son

similares.

Localizacidén cromosémica de los genes de la carotenogénesis

La Figura 6 muestra el mapa genético de Phycomyces obteni-

do por recombinacién (Orejas y Eslava, en prensaj; Eslava,
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1987). Llama 1la atencidén el estrecho ligamiento existente en-
tre los genes que determinan las enzimas que transfoman el fi-

toeno en beta-caroteno (carB, carRA) Yy la presencia del gen

carS en el mismo cromosoma gue los anteriores. Esta disposi-
cién recuerda el modelo de operdn bacteriano no muy frecuente
en eucariontes. El gen carl, que no aparece en la figura, es
independiente de los genes carB y carRA (Roncero y Cerd4-
Olmedo, 1982).
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Fig 6. Grupos de ligamiento de P. blakesleeanus. No se ha determinado
la posicién relativa de los genes entre paréntesis.
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ESTEROLES

Los esteroles son terpenoides de 30 4tomos de carbono. En

Phycomyces se han detectado ademds de ergosterol, gque es el

producto final de la ruta y el esterol mds abundante, alrede-
dor de doce esteroles, todos ellos intermediarios de la sinte-

sis de ergosterol.

Biosintesis

Existen numerosas revisiones sobre la sintesis de estero-
les (Beytia y Porter, 1976; Goodwin, 1980; Mercer 1984). La
sintesis de ergosterol coincide con la de carotenos hasta 1la
formacién de farnesil-pirofosfato. La condensacién de dos
moléculas de farnesil-pirofosfato da 1lugar a pre-escualeno-
pirofosfato que es convertido rapidamente en escualeno (Popjak
y Cornforth, 1966). Aunque. la sintesis de escualeno puede
producirse en condiciones anaerdbicas, su posterior conversién
en lanosterol requiere la presencia de oxigeno (Bramley and
Davies, 1975). El1 lanosterol es considerado como el primer
esterol sintetizado tanto en hongos como en animales. Poste-
riores modificaciones de la molécula de lanosterol dan lugar a
episterol y a una serie de intermediarios hasta 1la formacién

de ergosterol. En Saccharomyces cerevisiae (Bard et al., 1971)

los pasos finales de la sintesis de ergosterol forman una ma-
triz de reacciones. En Phycomyces parece ocurrir algo pareci-

do, Goulston et al., (1975) propusieron para la sintesis de

ergosterol en Phycomyces el esquema que se muestra en la Figu-
ra 7, basado en los andlisis de esteroles de Mercer y Russell
(19758).

Una parte importante de los esteroles de Phycomyces forman

ésteres con &cidos grasos. En cultivos 1liquidos 1la concentra-
cién de ésteres de ergosterol es paralela a la concentracién
total de lipidos. Esta concentracién es relativamente baja
durante la fase de crecimiento rdpido, pero aumenta cuando ce-

sa el crecimiento (Barlett y Mercer, 1974).



La composicidén de los esteroles presentes en Phycomyces es

relativamente constante a 1lo largo del crecimiento, mientras
- que la composicidén de la fraccibén esterificada sufre grandes
variaciones. Lo mismo ocurre con los &cidos grasos que forman
estos ésteres; el porcentaje de 4cidos grasos insaturados que
estdn esterificados con esteroles aumenta con la edad del mi-
celio mientras que no sufre variacién la composicidén total de
triglicéridos y fosfolipidos (Barlett y Mercer, 1974).
Los mutantes alterados en la biosintesis de ergosterol son
facilmente aislables por presentar resistencia a antibiéticos

poliénicos del tipo de 1la nistatina. P. Burke (en prep.) ha

!
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aislado mutantes resistentes a la nistatina en Phycomyces que,

como los de otros hongos, carecen de ergosterol pero tienen

grandes cantidades otros esteroles.



37

MATERIAL Y METODOS

ESTIRPES

La .Tabla 1 muestra las estirpes de Phycomyces blakeslee-

anus utilizadas en esta.Tesis junto con su genotipo y origen.

Las estirpes se designan con una letra maydscula segln el
laboratorio donde se obtuvieron (A, Departamento de Genética,
Universidad de Salamanca, Salamanca; B, Max-Plank Institut f£fir
Molekulare Genetik, Berlin; C, California Institute of.Techno-
logy, California; S, Departamento de Genética, Universidad de
Sevilla, Sevilla), seguidas de wun nuUmero de aislamiento. La
estirpe silvestre NRRL1555 procede de la coleccién de Northern
Regional Research Laboratories, United States Departement of
Agriculture, Peoria, IL, USA; la estirpe UBC21 y UBC24 son
estirpes silvestres de fondo genético diferente a NRRL1555 y
procedentes de la coleccién de University of British Colum-
bia, Vancouver, Canada.

Los genotipos se indican mediante tres letras miniGsculas
que hacen referencia al proceso bioldégico afectado por 1la mu-
tacidén, seguidas de una letra mayuUscula que indica el gen a
que pertenece y un numero para indicar el alelo. Las mutacio-
nes car afectan a la sintesis de carotenos; mad a las respues-
tas fototrdpicas; geo al geotropismo; nic y 1lys determinan
auxotrofia para el @&cido nicotinico y lisina respectivamente;
dar resistencia a 5-deazarriboflavina. Los signos (4) y (=)
indican el sexo de la estirpe.

En el origen de <cada estirpe se muestra la estirpe
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ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN
NRRL1555 (~) Silvestre

A87 lys401 (-) NRRL1555 (UV)
A98 carCe652 (-) NRRL1555 (NQQ)
B36 nicAl0l (+) C296 x S102

C2 carA5 (-) NRRL1555 (NG)
C5 carBl0 geo-10 (-~) NRRL1555 (NG)
C9 carR21 (-) NRRL1555 (NG)
Cll carR23 (-) NRRL1555 (NG)
Cl2 carR24 (-) NRRL1555 (NG)
Cll5 carS42 mad-107 (=) NRRL1555 (NG)
Cl44 carRA3 mad-98 (~) NRRL1555 (NG)
Cl73 carB32 carR2l (-~) C9 (NG)

Cl81 carB20 carR2l (-) C9 (NG)

S13 carR95 (-) UBC24 (NG)

520 carB59 (-) UBC24 (NG)

S21 carB60 (-) UBC24 (NG)

S22 carB6l (-) UBC24 (NG)

S92 carRA91 (-) NRRL1555 (NG)
S102 nicaAl0l (-) , NRRL1555 (NG)
S115 carS42 carSlll mad-107 (-) C115 (NG)

S119 carAll3 (-) NRRL1555 (NG)
5144 carIl3l (-) NRRL1555 (NG)
S194 carA51 (-) UBC21 x S5
5200 carA87 (+) UBC21 x S48
5203 carA55 (+) UBC21 x S16
S208 carA57 (=) UBC21 x S18
S226 carD172 nicAlOl (=) S102 (NG)

S240 carR2l nicAlOl (~) C247 x (C9 * C283)
5275 carS42 (=) Cc242 x (Cll5 * S5102)
5283 carA5 carS42 nicAlQl (=) C242 x (Cl1l5 * 5103)




39

Tabla 1. Continuacién.

ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN

S303 carS179 carE409 dar-52 (=) S213 (NG)
S442 carS42 carB401l mad-107 (~) Cl1l5 (NG)
5470 carA87 carsS42 (=) Cl1l5 x S200

original y el mutdgeno utilizado para su obtencién (NG= N-
metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina, UV= radiacidén ultravioleta,
NQO= 4-nitro-quinolina-1-6xido o 1las estirpes parentales de
las que procede por cruzamiento.

Los heterocariontes utilizados aparecen en 1la Tabla 2,
donde se indican 1los genotipos de los nlcleos presentes
separados por un asterisco. Todos 1los heterocariontes se
obtuvieron durante la realizacién de esta Tesis por el método
de Ootaki (1973). Las proporciones nucleares de los micelios
heterocaridticos se determinaron a partir de 1la frecuencia de
las esporas homocariéticas y heterocaribéticas producidas por
el heterocarionte siguiendo el método de Heisenberg y Cerda-
Olmedo (1968).

Tabla 2. Heterocariontes de Phycomyces utilizados en esta Tesis.

HETEROCARIONTE
A87 % B36 lysA401 (-) * nicAlOl (+)
C5 » S442 carBl0 geo-10 (-) x carB40l carS42 mad-107 (-)

S102 x 5442 nicAlO0l (-~) x* carB40l carS42 mad-107 (-)
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METODOS DE CULTIVO

Medios de cultivo

Medio minimo: descrito por Sutter (1975) contiene 20 g 1-1
de glucosa, 2 g 171 de asparragina, 1 mg 11 ge tiamina HCl vy
varias sales minerales.

Medio SIVEL: medio minimo al que se afiade extracto de
levadura (1 g 1~4).

.Todos los <cultivos se realizaron sobre medio sélido
obtenido al afladir agar (15 g 1~1) a los medios anteriores.

Para la obtencidén de colonias los medios se acidifican a
pH 3.3 mediante la adicidén de HC1l 10 N.

Cuando fue necesario, el medio se suplementé con diversos
productos quimicos gque se afiadieron antes de verterlo en cajas
de Petri:

Acido nicotinico (1 mg 17%) o lisina (200 mg 1-4)

Retinol: se utilizé acetato de retinol (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA) disuelto previamente en etanol y
emulsificado con monooleato de polioxietilensorbitol (Tween-
80). Las concentraciones finales de etanol y Tween 80 en el
medio son de 1.6 ml 171 y de 6.4 ml 1-1 respectivamente.

Compuestos fendlicos: alcohol cindmico, ftalato de dime-
tilo, veratrol, 1,2-dimetoxi-4-propenilbencenoc, timol y dife-
nilamina se afiadieron al medio previamente disueltos en eta-

nol, cuya concentracién final en el medio es de 15 ml 1-1,

Condiciones de cultivo

Los medios de <cultivo se inocularon con esporas vegeta-
tivas previamente activadas a 482C durante 15 minutos. La
inica excepcién fueron los heterocariontes cuyos cultivos se
iniciaron con un pequefio trozo de micelio colocado en el cen-
tro de la caja de Petri con una pinzas estériles.

Los cultivos se incubaron a temperatura constante de 229C
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Y, a menos que se indique lo contrario, se mantuvieron en com-
pleta oscuridad durante cuatro dfas antes de recolectar el mi-
celio y proceder al andlisis cuantitativo y cualitativo de 1los

carotenos 0 esteroles acumulados.

Iluminacién

En el estudio de la estirpe S442 se utilizé la luz blanca
de una bateria de cinco tubos fluorescentes (Sylvania
F40T121D).

En los estudios de fotocarotenogénesis se utilizé la luz
de una lampara haldégena (Sylvania FCS 150W) colocada en un
proyector de diapositivas (Hanimex 2100EE). En todos los expe-
rimentos se empled un filtro anticaldérico (Schott KG-1, Mainz,
R. F. Alemania).

Las intensidades luminosas se midieron con un flujémetro
(Hewlett-Packard 8330A, Rockville, MA, USA)).

MUTAGENESIS

Para inducir mutaciones las esporas Se expusieron a una
dosis de 0.4 M por segundo de N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguani-
dina obteniendose una supervivencia en torno al 5% (Roncero et
al., 1984). Los mutantes se buscaron directamente entre los
supervivientes.

ANALISIS DE CAROTENOS

Extraccién

Los micelios se separaron del medio sbélido y se limpiaron
cuidadosamente de agar, se congelaron a -202C y se liofiliza-
ron. En un mortero con arena de mar lavada se triturdé una
cantidad determinada de micelio 1liofilizado (aproximadamente
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0.1 g) hasta conseguir un polvo fino. Se afiadieron 10 ml de
éter de petréleo (punto de ebulliciédn 40-60 2G), se agitd para
disolver 1los carotenos y se recogieron con una pipeta. Esta
operacidén se repitidé hasta extraer todo el caroteno. Las frac-
ciones se centrifugaron a 3000 rpm recogiéndose el sobrenadan-
te. Si el precipitado presentaba color se resuspendia en éter
de petrbleo y se volvia a centrifugar. Todas estas operaciones
se realizaron en ausencia de luz directa y a baja temperatura
(préxima a 492C¢) para evitar en lo posible la destruccidn de
los carotenos. Se mezclaron todos los sobrenadantes y se eva-
poré el éter de petrdleo empleando un evaporador rotatorio
{Buschler Instruments, Fort Lee, NJ, USA) conectado a una

bomba de vacio (Millipore Corporation, Bedfort, MA, USA).

Separacidén cromatogrifica

Para la separacién cromatogrdfica de los carotenos se han
utilizado varias condiciones dependiendo del numero Yy natura-
leza de los carotenos presentes en el extracto.

En los estudios con inhibidores de 1la deshidrogenasas
(alcohol cindmico, timol y difenilamina) se sigue el protocolo
de separacidén empleado por Murillo (198Q0). Este tipo de croma-
tografia permite la separacién de todos los carotenos interme-
diarios de la ruta.

Los carotenos presentes en la estirpe S442 se separaron en
columnas de 6xido de aluminio (CAMAG neutra, grado 1) desacti-
vado a grado II segln Brockman (Davies, 1965) y se eluyeron
con concentraciones crecientes de éter etilico en éter de pe-
tréleo (punto de ebullicién 50-702G). En estas condiciones el
fitoeno es eluido con éter de petrbleo, el fitoflueno con 0.5%
éter etilico, el zeta-caroteno con 3% éter etflico, el neuros-
poreno con 10% éter etilico y un caroteno no identificado (ver
resultados, Figura 23) con 100% éter etilico.

Para cuantificar el fitoeno acumulado en los mutantes carB

y carB carR es necesario separarlo del ergosterol mediante una
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columna de 6xido de aluminio (Merck neutra, grado II-IIX) de-
sactivado a grado 1II, segin Brockman (Davies, 1965). El1 fi-
toeno se eluye con éter de petrdéleo (punto de ebullicidén 50-70

2@) y el ergosterol permanece en la columna.

Identificacién y cuantificacién

Los espectros de absorcidén se registraron en un espectro-
fotémetro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 2000 (Rochester,
NY, USA). Los carotenos se identificaron comparando su espec-
tro de absorcidén y su comportamiento cromatogrdfico con los ya
publicados (Goodwin, 1980; Davies, 1976), y se cuantificaron
por sus coeficientes de extincién en hexano (Davies, 1976).
Sus concentracidénes se dan en ppm (ug por gramo de peso Sseco

de micelio).

ANALISIS DEL ERGOSTEROL

Extraccidén

Se sigue el mismo método que para la extraccidn de los
carotenos. La adicién de 40 ml de éter de petréleo en frac-

ciones de 10 ml es suficiente para extraer todo el ergosterol.

Separacién cromatografica

Para separar el ergosterol de los -carotenos y del escua-
leno se utilizé una columna de 1.1 cm de diametro interno
rellena con 6xido de aluminio (CAMAG neutro, grado 1) desac-
tivado a grado III seglin Brockman (Davies, 1965). El escualeno

y todos 1los carotenos presentes en Phycomyces, excepto el li-

copeno, se eluyeron con éter de petréleo (punto de ebullicién

50-70 QG). A continuacién se afiadieron concentraciones
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crecientes de éter etilico en éter de petrbleo. E1 licopeno
(si existe) y 1los ésteres de ergosterol se eluyeron con 0.5%
de éter etfilico y el ergosterol libre con 12% de éter etflico.
Las distintas fracciones se secan completamente en un eva-
porador rotatorio y se redisolvieron en un volumen determinado
de etanol absoluto (las que contienen ergosterol) o de n-hexa-

no (la correspondiente a carotena) para obtener su espectro de
absorcién.

Identificacidén y cuantificacién

Para identificar el ergosterol se compararon los espectros
de absorcién con los ya publicados (Woods, 1971) y el obtenido
con ergosterol comercial (Sigma Chemical Company, St. Louis,

MO, USA) (Fig. 8). Con este criterio se identificaron dos

Figura 8. Espectro de absorcién
en etanol absoluto del ergoste-
rol comercial ( ) y las

! fracciones eluidas con 0.5%
1 (-+-+=+) y 128 (-=----) de éter
r etilico en éter de petréleo.
\
| lk\L | | |
300 400 500
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fracciones que contenian ergosterol cuyas propiedades cromato-
graficas correspondian con las ya publicadas (Bartlett et al.,
1974) para los ésteres de ergosterol y para el ergosterol 1li-
bre.

La concentracién se calculdé a partir de los coeficientes
de extincién en etanol E = 166 (10 mg m1™1, 1 cm) a 296 nm y
se refiere al peso seco de los micelios de los que fueron ex-
traidos. Mas del 96% del ergosterol 1libre afiadido a 1los ex-

tractos iniciales se recuperb e identificd con este método.

ANALISIS DE LA GLUCGOSA

La congelacién y descongelacidén del medio de cultivo sdéli-
do logra la separacidén parcial de la matriz de agar y la fase
liquida del medio que presenta la misma concentracidén de glu-
cosa que el medio del que proviene (Fig. 9). La concentracidn

de glucosa se determiné inyectando 25 ul de este liquido en un

Glucosa (g I°1)

Glucosa (g 171)

Figura 9. Concentracién de glucosa (g 1-1) presente en el
medio de cultivo antes de autoclavar (eje de ordenadas) y en
el liquido obtenido tras su congelacién y descongelacién (eje
de abcisas).
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analizador de glucosa YSI modelo 27 (Yellow Spring Instru-
ments, Yellow Springs, OH, USA).

ANALISIS DEL RETINOL

Los micelios se cultivaron en membranas de didlisis colo-
cadas sobre medio de cultivo sélido con retinol. A 1los cuatro
dias se recogié y se 1liofilizé el micelio. El retinol se ex-
trajo siguiendo el protocolo utilizado para 1la extraccién de
ergosterol (pag. 43) y se determindé el espectro de absorcidn
del extracto lipidico obtenido en éter de petrdleo. |

La concentracién de retinol se calcula a partir de su coe-
ficiente de extincidén E = 1550 10 mg ml™l, 1 cm) a 325 nm.

MARCADO RADIOACTIVO

La lactona del 4&cido DL(2-Cl4)-mevalénico (1.85 MBq ml~1;
1.90 GBqg mmol~%) (Amersham International, Amersham, Inglate-
rra), se desecd bajo corriente de nitrdégeno y se resuspendid
en una solucién NaOH 25 mnM, para obtener la correspondiente
sal sbédica. Seguidamente se mezclé con la sal sdédica de
mevalonato frio en las proporciones deseadas y se afiadid al
medio de cultivo ya autoclavado, justo antes de extenderlo en

cajas.

Separacidén de las fracciones radioactivas

Una vez extraidos los carotenos y esteroles por el método
habitual el extracto lipidico correspondiente se separd por
cromatografia en capa fina (experimento 1) o en columna
(experimento 2).

La cromatografia en capa fina de gel de silice usando éter
de petrdleo (punto de ebullicibén 60-80 2CG) como eluyente per-
mite separar el beta-caroteno del resto de 1los carotenos Yy
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esteroles. La fraccidén correspondiente al beta-caroteno se
identificé por el <color y por el comportamiento de muestras
conocidas sometidas a las mismas manipulaciones.

Las muestras del experimento 2 se separaron por cromato-
graffa en una columna de 6xido de aluminio de las mismas ca-
racteristicas que la empleada en la separacién del ergosterol.
En primer Jlugar se afiadié éter de petrdbdleo (punto de ebulli-
cidén 50-702C) y se recogid la fraccidén correspondiente a beta-
caroteno. A continuacibén se afiladieron concentraciones crecien-
tes de éter etilico en éter de petrdleo. Los ésteres de ergos-
terol se eluyeron con 0.5% de éter etilico y el ergosterol
libre con 12% de éter eti{lico. Se recogibé otra fraccidén con 6%
de éter etilico que presenta radiactividad pero cuyo espectro
de absorcibén no corresponde al ergosterol ni a ninguno de los
carotenos presentes en Phycomyces. Trds la cromatografia se

recuperé al menos el 90% de la radiactividad total

inicialmente presente en el extracto lipidico.

Cuantificacién de la radiactividad

Antes de proceder a la cuantificacidén de la radiactividad,
el beta-caroteno se expone a vapores de iodo (experimento 1) o
se disuelve en acetona y se expone a radiacidén ultravioleta
durante 6 horas (experimento 2) para conseguir su decoloracién.

.Todas las fracciones una vez desecadas se disuelven en 10
ml de tolueno con 5 g 171 de 2-5-difeniloxazol (PSPARK Scien-
tific Limited, scintillatidén grade) y se mide su radioactivi-
dad en un contador de centelleo Beckman LS2800 (Beckman Ins-

truments, Inc., Palo Alto, CA, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

ESTIMULACION DE LA CAROTENOGENESIS

En la introduccién de esta Tesis se han mencionado una
serie de factores internos y externos gue activan la caroteno-

génesis de Phycomyces. Hemos tratado de determinar la relaciédn

existente entre estos factores, empleando un nuevo criterio
genético que nos indica si las estimulaciones producidas por
los distintos agentes tienen los mismos mecanismos de accidn.
Para realizar este estudio disponemos de una amplia colec-
cién de mutantes con distintas alteraciones en la sintesis de
caroteno o en su regulacién. Los agentes que estimulan 1la ca-
rotenogénesis de la estirpe silvestre pueden activar o no la
de cada mutante. Si el nimero de mutantes empleado es sufi-
cientemente representativo y variado dos activadores con dis-
tintas listas de mutantes sensibles e insensibles deben tener
mecanismos de accién diferentes. Cuando tienen las mismas, sus
mecanismos de accién comparten al menos las funciones altera-

das en los mutantes disponibles.

Activacidén quimica

Estimulacién quimica en la estirpe silvestre

Se estudié el efecto de los tres compuestos aromidticos més
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activos descritos por Cerdd-Olmedo y Hiuttermann (1986) (ftala-
to de dimetilo, veratrol y 1,2-dimetoxi-4-propenilbencenc) y
del retinol (Fig. 1QG) sobre la carotenogénesis y el crecimien-
to vegetativo de la estirpe silvestre (NRRL15553).

0
0—e-

O0—e O0—e
0

Ftalato de djmetHo Veratrol 1-2-Dimetoxi-4-propenil

benceno
0—e
0

Acetato de retinol

Figura 10. Férmulas de los activadores de la carotenogénesis
utilizados en esta Tesis.

_Todos los compuestos producen un aumento en la sintesis de
beta-caroteno pero sbélo el retinol satura la respuesta. Su
efecto es maximo a 0.75 mM y se mantiene a concentraciones su-
periores (Fig 11l). Esta saturacién no es una consecuencia in-
directa debida a la saturacién de la entrada de retinol en la
célula, ya gque su concentracién en el micelio es directamente
proporcional a la que existe en el medio incluso por encima de
0.75 mM (Fig. 12).
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ciones de retinol, ftalato de dimetilo, veratrol y 1,2-dimetoxi-4-pro-
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Los tres fenoles retrasan el crecimiento vegetativo de 1la

estirpe silvestre de Phycomyces mientras que el retinol no 1lo

afecta ni a concentraciones de 1.5 mM (Fig. 1ll). El retraso
producido por 1los fenoles no se debe a la inhibicidn de la
germinacién ya que se mantiene cuando se incuban germinulas de
12 horas de edad en ftalato de dimetilo (3 mM). Concentracio-
nes de los tres compuestos superiores a las representadas en
la Fig. 11 retardan tan considerablemente el crecimiento, que
a los cuatro dias de incubacién cada caja contiene menos de 5
mg (peso seca) de micelio. Este efecto téxico impide determi-
nar las concentraciones de estos compuestos gque saturan la

activacién.

Absorbencia

Figura 13. Espectro de
absorbencia del extracto en
éter de petrdleo obtenido a
partir del micelio: (A) de un
mutante carS (estirpe C115)
( ) y de la estirpe sil-
vestre (NRRL1555) cultivada
en medio minimo (~=~—-- , O en
presencia de retinol (1.5 mM)
( ) ; (B) micelio de 1la
estirpe silvestre (NRRL1555)
cultivada en presencia de
ftalato de dimetilo (3 mM)
(—), veratrol (5 mM)
(-=—+) y 1l,2-dimetoxi-4-pro-
penilbenceno (2.5 mM) ( ).

Absorbencia
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El espectro de absorbencia del extracto obtenido tras ex-
traccién con éter de petrdleo muestra que en todos los casos
el caroteno acumulado es, principalmente, beta-caroteno. Los
tres compuestos fendlicos provocan, ademds, la acumulacidén de
pequefias cantidades de intermediarios de la carotenogénesis.
En los tres espectros aparecen tres picos a 330, 345 y 365 nm
(Fig 13) que se corresponden con los descritos para el fito-
flueno. La acumulacién de fitoflueno es maxima con 1,2-dime-
toxi-4-propenilbenceno y minima con ftalato de dimetilo. El
andlisis cromatografico del extracto obtenido de micelios
incubados en presencia de retinol permite separarlo y aislar,
ademds, un derivado del retinol (anhidroretinol) e interme-
diarios de las deshidrogenaciones del fitoeno. Estos inter-
mediarios representan menos del 2% de 1los carotenos presentes

en el micelio.

Estimulacién quimica de los mutantes car

Se cultivaron varios mutantes en presencia de distintas
concentraciones de retinol y ftalato de dimetilo para deter-
minar si la alteracién de 1los productos génicos correspon-
dientes impide la estimulacién (Fig. 14 y 15, Tabla 3).

Las estirpes S119 (portadora de la mutacién carAll3l) vy
S144 (portadora de 1la mutacién carIl3l) aisladas como quimio-
insensibles al retinol y CPTA respectivamente son parcialmente
insensibles al retinol y al ftalato de dimetilo (Fig. 14). La
ausencia de respuesta es casi total en S144 y sbélo parcial en
S119 gue en presencia de altas concentraciones de retinol o
ftalato de dimetilo multiplica por diez 1la cantidad de beta-
caroteno.

La estirpe albina C2 (mutante del gen carA) experimenta un
fuerte incremento en la sintesis de beta-caroteno en presencia
de ftalato de dimetilo o de retinol. Lo mismo ocurre con otra
estirpe albina S115 (portadora de las mutaciones carS42 y
carSlll). Ambas estirpes presentan en ausencia de activadores

quimicos sélo trazas de beta-caroteno (Fig 14).
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Por el contrario, las estirpes S92 y Cl44 (defectivas en
las dos funciones del gen carRA) no responden en ninguno de
los casos (Fig. 14). »

La presencia de ftalato de dimetilo induce 1la sintesis de
los carotenos intermediarios, fitoeno y licopeno, de mutantes

carB, carR y carB carR incapaces de efectuar las reacciones de
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Retinol (mM) Ftalato de dimetilo (mM) Veratrol (mM)

Figura 14. Contenido de caroteno (ppm) presente en el micelio de las
estirpes C2 (@), Cl44 (W), s92 (), S115 (), s1l19 (O) y sl44 (A) culti-
vadas cuatro dias en presencia de retinol, ftalato de dimetilo y vera-
trol. El caroteno acumulado es licopeno en la estirpe Cl44 y beta-carote-
no en el resto de las estirpes. Los valores son la media de, al menos
dos, experimentos independientes

SN
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Figura 15. Contenido de caroteno (ppm) presente en el micelio de las
estirpes C5 (A), C9 (A), Cl15 (QO), C173 (@)y S283 (M) cultivadas cuatro
dias en presencia de retinol, ftalato de dimetilo y veratrol. El1 caroteno-
acumulado es licopeno en la estirpe C9, fitoeno en las estirpes C5 y Cl173
y beta-caroteno en el resto. Los valores son la media de, al menos dos,
experimentos independientes.

deshidrogenacién (C5), ciclacién (CQ) o ambas (Cl73). El reti-
nol, sin embargo, es incapaz de estimular la carotenogénesis
de estos mutahtes (Fig. 15).

La ausencia de respuesta frente al ftalato de dimetilo de
los dobles mutantes carRA no es debida pués & la ausencia de
beta~caroteno, sino a la pérdida total de 1la funcién del gen
carRA. _

La activacién de la carotenogénesis por ftalato de dimeti-
lo es también independendiente de la funcién ded gen regulato-
rio carS. Todos los mutantes carS utilizados incrementan su
contenido de beta-caroteno al incubarlos en presencia de
ftalato de dimetilo. Dicho aumento varia entre 1000 ppm en la
estirpe S100 y 5900 ppm en la estirpe S303 (Fig. 15 y.Tabla 3).
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Por el <contrario, el producto del gen carS si es impres-
cindible para que se produzca activaciédn por retinol. Se bhan
usado seis mutantes superproductores carS distintos para ase-
gurar esta conclusién, a la vista de 1la contradiccidén exis-
tente con una observacién preliminar del efecto del retinol
sobre un mutante superproductor carS (Murillo y Cerda-Olmedo,
1976). Cinco de los seis mutantes carS estudiados no incremen-
tan la sintesis de beta-caroteno cuando se cultivan en presen-
cia de retinol (Fig. 15 y Tabla 3). El Gnico mutante que in-
crementa su contenido de caroteno es la estirpe S100, gque es
precisamente la gque menos beta-caroteno produce, lo que indica

que probablemente su alelo carS sea rezumante.

ESTIRPE RETINOL (mM) FTALATO DE DIMETILO (mM)
0 0.75 0 2
NRRL1555 80 1854 75 1042
Cl15 3110 2869 3654 5748
5100 1738 2724 1829 2805
S177 3421 3497 2489 7241
5178 3728 3498 2675 6167
5276 3672 3712 3581 5005
S303 3589 3265 4295 10209

Tabla 3. Contenido de beta-caroteno (ppm) presente en el micelio
de varios mutantes carS cultivados durante cuatro dfas en presencia o
ausencia de retinol y ftalato de dimetilo. Los valores son 1la media
de tres experimentos independientes.
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Confirman estas conclusiones el que 1los dobles mutantes

carA carS se comportan como los mutantes simples carS (Fig.

15). Estos dobles mutantes tienen relativamente menos beta-ca-
roteno lo gque indica, ademds, que la falta de respuesta de los
mutantes carS al retinol no se debe a su alto contenido de be-
ta-caroteno.

Cuando se realiza el mismo estudio utilizando veratrol, el
resultado es similar al obtenido con ftalato de dimetilo. La
observacién crucial es la activacidén de la carotenogénesis de
las estirpes superproductoras de caroteno: €9, Cl15 y 8303
(Fig. 15).

Efecto conjunto del retinol y ftalato de dimetilo

La activacién de la carotenogénesis del tipo silvestre por
retinol y ftalato de dimetilo es aditiva, como se comprueba
usando una concentracién saturante de retinol y concentracio-
nes variables de ftalato de dimetilo (Fig. 16 izquierda) o una
alta concentracién de ftalato de dimetilo y cantidades varia-
bles de retinol (Fig 16, derecha).

Los resultados obtenidos con el mutante superporductor del
gen carS (estirpe S276) y el doble mutante carA carS (estirpe
S283) corroboran los obtenidos anteriormente. La carotenogéne-
sis de las tres estirpes se activa con ftalato de dimetilo y
no con retinol. Por el contrario, la de la estirpe §S115, mu-
tante del gen carS de fenotipo albino, es activada en ambos
casos. El incremento producido es superior al esperado por 1la
simple adicién de ambos efectos.

A la vista de los resultados podemos concluir que el fta-
lato de dimetilo y el retinol no comparten el mismo mecanismo
de activacién de 1la carotenogénesis ya que no estimulan a los
mismos mutantes. Los resultados cruciales son: los obtenidos
con las estirpes que han perdido la funcibén regulatoria del

gen carS o de los genes es tructurales carB y carR y el efecto

adit{vo de ambos compuestos sobre el tipo silvestre.
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Figura 16. Contenido de beta-caroteno (ppm) presente en el mi-
celio de la estirpe silvestre NRRL1555 (A) y de los mutantes S115
(@) y s276 (0O) y s283 (O) cultivadas cuatro dias en prencia de
0.75 mM de retinol y concentraciones variables de ftalato de di-
metilo (izquierda) o de 2 mM de ftalato de dimetilo y concentra-
ciones variables de retinol (derecha). Los micelios de 1la estirpe
silvestre NRRL1555 crecidos en las mismas condiciones pero en au-
sencia de ambos compuestos contienen 135 ppm de beta-caroteno; 4

ppm los de la estirpe S115; 3462 ppm los de la estirpe S276 y 509
ppm los de la estirpe S283.

El ftalato de dimetilo y el veratrol son ejemplos de com-
puestos que activan la carotenogénesis de los mismo mutantes y
por lo tanto comparten el mismo mecanismo de accidén. La asig-
nacién de otros activadores quimicos al grupo del £ftalato de
dimetilo o del retinol no necesita de un andlisis tan extenso

como el realizado en este trabajo. Bastaria con un estudio



58

cualitativo de la activacién de los mutantes mds importantes

carR, carS, carA carS, carl.

Fotocarotenogénesis

La induccién de la carotenogénesis por la luz requiere,
como los demds procesos fotorregulables, un fotorreceptor ca-
paz de captar la sefial luminosa y un proceso de transduccidn
sensorial, definido como 1la secuencia de reacciones que media
entre el estimulo y la respuesta final.

¢Qué parametros definen la fotoinduccién de la caroteno-
génesis en la estirpe silvestre? ;Puede actuar el beta-caro-
teno como fotorreceptor de la fotocarotenogénesis? ;Qué rela-
cién existe entre el mecanismo de la fotocarotenogénesis y los
de otras activaciones?

Hemos tratado de responder a estas cuestiones estudiando
la capacidad fotocarotenogénica de la estirpe silvestre y de

diversos mutantes de la sintesis de beta-caroteno.

Fotocarotenogénesis de la estirpe silvestre

La iluminacién continua, empleada en casi todas las

investigaciones de 1la fotocarotenogénesis de Phycomyces, es

innecesaria para obtener los resultados 6ptimos. En el
experimento de la Fig. 17, 1la iluminacién del micelio de la

estirpe silvestre de Phycomyces durante el tercer y cuarto dia

de crecimiento produce la misma activacién que la iluminacién
durante los cuatro primeros dias.

La ausencia de fotoestimulacidén adicional durante los dos
primeros dias de crecimiento del micelio se debe a la exis-
tencia de un periodo fotosensible para la carotenogénesis
(Fig. 18). La fotosensibilidad del micelio de Phycomyces es

maxima durante el cuarto dia de crecimiento. La fotodiferen-

ciacién de los esporangiéforos presenta un fendmeno similar
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(Corrochano y Cerdd-Olmedo, 1988), 1la 1luz sbélo es capaz de
regularla durante un determinado periodo del crecimiento. Este
periodo no se corresponde con el obtenido para 1la fotocarote-
nogénesis pero hay gque tener en cuenta que las condiciones de
inoculacién empleadas en ambos casos son diferentes y gque la
sensibilidad méxima para ambos procesos coincide con la fina-

lizacidén del crecimiento.

{ I | - 712
| [ 757
s 690 Figura 17. Contenido de beta-
caroteno en micelios de 1la es-
] tirpe silvestre (NRRL1555) ilu-
437 minados (15 W m~2 de luz blanca)
durante los periodos indicados a
T 60 la izquierda (barras blancas,
iluminacién; negras, oscuridad).
6 i é 5 Z El caroteno acumulado se extrae
a los cuatro dias de la inocula-
Edad del cultivo (dl'GS) 5-caroteno cidn. Los valores son la media
(ppm) ~ de dos experimentos independien-
tes. :

En Fusarium aguaeductuum, que presenta una regulacién de

la carotenogénesis muy diferente a la de Phycomyces, también

se ha descrito un periodo de sensibilidad para la fotocarote-
nogénesis (Rau, comunicacién personal).

La ausencia, durante los dos primeros dias de crecimiento,
del fotorreceptor o de alguno de los elementos que media entre
el estimulo y la respuesta final podrfa ser la causa de la
ausencia de respuesta observada en este periodo. El1 hecho de
que 1la fotodiferenciacién de los esporangiéforos presente un
periodo similar sugiere que el elemento ausente no es eéespe-

cifico de la fotocarotenogénesis.
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Figura 18. Contenido de beta-caroteno de
los micelios de 1la estirpe silvestre (NRRL
1555) iluminados con 1luz blanca (15 W m~2)
durante 12 horas en distintos momentos del
crecimiento. Las barras horizontales indican
el periodo de iluminacién y su distancia al
eje de abscisas la concentracién de beta-ca-
roteno determinada 24 horas despuéds de cesar
la iluminacién. Los circulos ( @ ) indican 1la
concentracién de beta-caroteno en funcién de
la edad de los micelios incubados en oscuri-
dad. Los valores son la media de dos experi-
mentos independientes.

Otra posible explicacidén vendria dada por la baja cantidad
de biomasa existente durante los dos primeros dias de creci-
miento (Fig. 19). Si asumimos que el efecto de la luz se 1lleva
a cabo mediante 1la produccién de una sefial quimica gque actia
como inductor de la carotenogénesis, la ausencia de estimula-
cién durante los dos primeros dias es consecuencia de la dilu-
cién de esta sefial. . Todos los elementos necesarios para la es-—
timulacidén estarian presentes en el micelio‘desde el principio
y la luz induciria la produccién de esta sefial en cantidad
proporcional a la biomasa existente en ese momento. Debido al

rdpido crecimiento del micelio la sefial se diluye, y por lo
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global es inferior al esperado. Esta hipéte-
carotenogéne-

tanto, su efecto
sis explicaria porqué no existe respuesta de la

dia de crecimiento y su aparicién es

progresiva, alcanzdndose el mdximo cuando el micelio ha

sis durante el primer

cesado

de crecer.
en la fotoinduccién de micelios cultivados mds

Este des-

El descenso

de cuatro dias necesita una explicacién adicional.
debe a la falta de glucosa en el medio de cultivo
(1982) comprobaron gque 1la caro-

dias edad transferidos a un

censo no se
(Fig 19) ya gque Raugei et al.

tenogénesis de micelios de tres

medio sin fuente de carbono es
de sombra que producen los esporangié-
constante

fotoinducible. .Tampoco corre-

laciona con el efecto

foros sobre el micelio, ya que su permanece

nimero

entre el cuarto y noveno dia de crecimiento (Corrochano y

Cerdé&-Olmedo, 1988).
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Figura 19. Peso seco del micelio (@) y concentracién de
glucosa en el medio de cultivo (O ) durante el crecimiento
de la estirpe silvestre NRRL1555 en la oscuridad.
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El nivel de fotoestimulacién de la carotenogénesis depende,
a una intensidad fija, de 1la duracién de la iluminacién. Los
resultados, representados en la Fig. 20, indican la existencia
de dos componentes en la fotocarotenogénesis como ya sugerian
los resultados obtenidos por Jayaram et al. (1979); Whitaker y
Shoropshire (1981) y Raugei et al. (1982). El primer componen-
te, que duplica la concentracién de beta-caroteno, se satura
con menos de un minuto de iluminacién. El segundo componente
responde a iluminaciones mucho mds prolongadas (es decir, flu-
jos luminosos mayores) y llega a multiplicar por diez el conte-

nido en beta—-caroteno observado en oscuridad.

Flujo luminoso (J m~2)

2 :
10 103 104 105

1 /ABLMII VTR LELARLILALRL | Illlllll LILILIR

600} /

Figura 20. Contenido de
400F beta-caroteno presente en
el micelio de 1la estirpe
silvestre NRRL1555 en fun-
cién del tiempo de ilumi~
nacién. Los micelios se
200+ _ incuban tres dias en oscu-
ridad antes de comenzar la
iluminacién (luz blanca,
15 W m'z) y, una vez con-
4 cluida ésta, se mantienen
(1] P T | | 24 horas en oscuridad an-
7 ool L e tes de extraer el beta-ca-

100 1& 102 ‘“f roteno. Los valores son la
media de dos experimentos

Tiempo de iluminacidn (min) independientes

B-caroteno (ppnq
®
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La estimulacién de la carotenogénesis por 1la luz comienza
inmediatamente después de empezar la iluminacidén (Fig. 21). La
resolucién del experimento no excluye que no exista activacién
durante la primera hora. Durante la iluminacidn, el contenido
de beta-caroteno aumenta con el tiempo en forma aproximadamente
lineal. Cuando cesa, este incremento disminuye inmediatamente

pero 36 horas después es auln superior al que existe en
oscuridad.
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Figura 21. Contenido de beta—-caroteno en
funcién de la edad del cultivo. Los circulos
blancos representan cultivos mantenidos en
oscuridad. Los circulos negros representan
cultivos mantenidos tres dias en la oscuridad
y sometidos al periodo de luz y oscuridad in-
dicado en 1la figura. Se iluminé con luz blan-
ca (2 wm™2).
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Fotocarotenogénesis de los mutantes car

La comparacidén cuantitativa de la fotoinduccidén en distin-
tos mutantes car requiere que la iluminacién se 1lleve a cabo
durante su periodo de sensibilidad. Este periodo podria variar
para un mismo mutante con las condiciones de cultivo y para
mutantes diferentes con su velocidad de crecimiento. Para re-
solver este problema se puede determinar el periodo de sensi-
bilidad de cada mutante o utilizar tiempos de iluminacidn
suficientemente largos.

En el caso de los mutantes carB, carR y carS existe el

problema adicional de que acumulan en la oscuridad mucho més
caroteno que el tipo silvestre en la luz. Para poner de mani-
fiesto 1la existencia de fotoinduccidn hemos utilizado las ilu-
minaciones mds intensas posibles, ya que el caroteno fotoindu-
cido aumenta con el logaritmo de la intensidad luminosa (Lépez
Diaz, 1980; Bergman et al.,1973). A partir de 1los resultados
obtenidos con el silvestre, decidimos estudiar la capacidad
fotocarotenogénica de los mutantes car cultivandolos durante
48 horas en oscuridad e iluminandolos durante otras 48 horas
con 15 W m~2 de luz blanca antes de extraer el caroteno.

Los resultados obtenidos en estos estudios aparecen en la
.Tabla 4. En estas condiciones, la esfirpe silvestre NRRL1555
acumula en luz casi{ diez veces mi&s beta-caroteno dgue en oscu-
ridad.

Si la presencia de beta-caroteno en el micelio fuera
indispensable para 1la fotoinduccidén de la carotenogénesis, los
mutantes blogueados en la ruta, y por tanto carentes de beta-
caroteno, no deberian ser fotoinducibles. En nuestras condi-
ciones la luz duplica la cantidad de fitoeno acumulado en to-
dos 1los mutantes carB estudiados. La aparente contradiccién
existente entre este resultado y los datos preexistentes (Es-
lava y Cerd4d-Olmedo, 1974; Orejas, 1985) se debe a que las
condiciones de iluminacién utilizadas en estos estudios, sobre
todo en lo gque se refiere a la intensidad luminosa, son dife-

rentes. Intensidades inferiores a las wutilizadas en este
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experimento producen una menor estimulaciédn que puede ser in-
terpretada como ausencia de respuesta. Esta serfa también la
causa de la ausencia de respuesta del mutante S442 (ver pagina
85 de esta.Tesis). _

La rezumancia de las mutaciones carB no excluye la sinte-
sis de pequeiias cantidades de beta-caroteno que pudieran bas-
tar para explicar la fotoinduccién de dichos mutantes (Russo,
1986). Esta sintesis residual de beta-caroteno es inferior en
los dobles mutantes carB carR. La ausencia de fotoestimulacién
de los dobles mutantes carB carR sugiere que el beta-caroteno
es esencial para la fotocarotenogénesis. Sin embargo, la es-
tirpe C9, gque acumula en oscuridad. pequeflas cantidades de
beta-caroteno y que presenta el mismo alelo carR21l que los dos

mutantes carB carR estudiados, es casi totalmente insensible a

la fotoinduccidén. La ausencia de fotoestimulacién de la estir-
pe C9 no se debe a otra mutacidén adicional ya gque todos los
mutantes carR estudiados presentan el mismo comportamiento.
Por 1lo tanto, 1la carencia de respuesta de los mutantes carR y
de los dobles mutantes carB carR se debe a la mutacién carR vy
no a la carencia de beta-caroteno ni a la presencia de
licopeno.

El producto del gen carRA es, al igual que para la estimu-
lacibén por retinol y ftalato de dimetilo, esencial para la
fotocarotenogénesis. Los mutantes carRA (estirpes S92 y Cl44)
n& son fotoestimulables (Tabla 4). Sin embargo, al contrario
de lo que ocurre con el retinol y el ftalato de dimetilo la
alteracién de este gen presente en los mutantes carA también
impide la respuesta. Este comportamiento permanece atn cuando
la concentracidén de beta-caroteno de los mutantes carA se es-
timula por la presencia de una mutacién adicional en el gen
carS (dobles mutantes carA carS). Este resultado es particu-
larmente contundente ya gque estos dobles mutantes contienen
una concentracién ideal de beta-caroteno para que los andlisis
sean fiables, pero inferior a 1la que se hubiera esperado de
haber fotoinducciédn. La disminucién de la cantidad de beta-
caroteno de estos dobles mutantes cultivados en luz puede

deberse a fotodestruccién. La posterior incubacién de estas



ESTIRPE GENOTIPO CAROTENO OSCURIDAD LUZ
NRRL1555 Silvestre Beta—-caroteno 64 * 6.5 540 * 24.5
C5 carBlO Fitoeno 2330 4098
520 carB59 " " 2094 4450
s21 carB60 " " 2052 3710
822 carB6l " " 1989 3991
Cl73 carB32 carR21 Fitoeno 2010 2450
cl181 carB40lcarR21 " " 1335 1151
Cc9 carR21 Licopeno 2491 2838
Cll carR23 " " 2203 2597
Cl2 carR42 " " 2448 3175
§13 carR95 " " 2387 2720
5240 carR21 " " 3030 2733
Cll5 carS42 mad-107 Beta-caroteno 1786 4847
5275 carS42 " " 2061 4531
5303 carsSl79 " n 4621 3959
S115 carS42 carSlll " " 8 11
mad-107
S226 carDl72 Beta-caroteno 591 4370
c2 carA5 Beta-caroteno 5 5
S$194 carAbSl " " 6 8
S200 carA87 " " 4 2
S203 carA55 " v 9 5
5208 carA57 " " 5 6
5283 carAS carS42 Beta-caroteno 461 303
5470 carA87 carS42 " " 533 355
Cl44 carRA3 Licopeno 8 13
592 carRA91 Ninguno nd nd
Sl44 carIl3l Beta-caroteno 24 184
s119 carAll3 " " 22 50
Tabla 4. Contenido (ppm) del caroteno predominante en el tipo sil-

vestre

la oscuridad o de dos dias en la oscuridad y dos en la luz

Concentraciones de
Los valores de la tabla son la media de ocho

el error medio) o dos (el resto de las estirpes) experimentos indepen-

{estirpe

NRRL1555,

dientes. En el genotipo sélo se detallan los alelos de interés.

y- distintos mutantes car al término de cuatro dias de cultivozen
(15 W m™<).

caroteno inferiores a 1 ppm no son detectables (nd).
se

da
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ESTIRPE LUZ OSCURIDAD
NRRL1555 58 549
$283 " 442 253

Tabla 5. Contenido de beta-~caroteno (ppm) de 1la
estirpe silvestre NRRL1555 y del doble mutante
carA carS (S283) trds- - cinco dfias de incubacién.
Durante los cuatro primeros dias los micelios se
cultivaron en las mismas condiciones de luz y os-
curidad que las descritas en la Tabla 4. Las dlti-
mas 24 horas los micelios se cultivaron en oscuri-
dad. Los valores son la media de dos experimentos
independientes.

estirpes en oscuridad no modifica el resultado (Tabla 5). Por
tanto, se puede concluir que todas las modificaciones del gen
carRA, se produzcan en el segmento A, en el R o en ambos,
conllevan la insensibilidad al efecto estimulador de la luz
sobre la carotenogénesis.

Los mutantes superproductores del gen carS acumulan mas
beta-caroteno en luz que en oscuridad. La diferencia no es
grande en relacién con el nivel presente en oscuridad pero es
muy importante en términos absolutos. La Gnica excepcién es la
estirpe S303 que ya acumula en oscuridad una cantidad de beta-
caroteno similar a la que tienen en luz el resto de los mutan-
tes superproductores carS. El mutante carS albino (estirpe
S115) no es fotoinducible. Este resultado puede prestarse a
discusién debido al bajo contenido de beta-caroteno presente
en oscuridad y a que sbélo se ha estudiado una estirpe. En pre-
sencia de luz parece existir un pequefio incremento que puede
interpretarse como error experimental y, por 1lo tanto, como
ausencia de estimulacién o bien como consecuencia de una esti-

mulacién similar, en términos relativos, a la producida en
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los mutantes superproductores de este gen. Sin embargo, 1los
resultados obtenidos recientemente por L.M. Salgado con otros
dos mutantes carS albinos apoyan la ausencia de estimulacién.

La respuesta de la estirpe 5226 (mutante carD) es similar
a la del tipo silvestre en valor relativo ya que multiplica el
contenido de beta-caroteno por diez, pero en términos absolu-
tos es el mayor incremento que se conoce, alcanzando una con-
centracidén final de beta-caroteno similar a la de 1los mutantes
carS en luz.

La fotocarotenogénesis de los dos mutantes quimioinsensi-
bles es diferente. El1 mutante carI (estirpe S144) presenta
fotoestimulacién similar a la del tipo silvestre, mientras que
la estirpe S119 sdélo es capaz de duplicar la cantidad de beta-
caroteno. El comportamiento de la estirpe S119 no resulta tan
extrafio si tenemos en cuenta que lleva una mutacién en el gen

carA.

Efecto conjunto de la luz con el ftalato de dimetilo y el sexo

El efecto de la luz sobre la carotenogénesis de un hetero-

carionte intersexual aparece en la.Tabla 6.

ESTIRPE GENOTIPO CAROTENO LUZ OSCURIDAD
A87 lysA401l (=) Beta-caroteno 592 77
B36 nicAlOl (+) " " 675 43
AB87 x B36 " " 1089 186

Tabla 6. Efecto de 1la luz sobre la acumulacidén de beta-caroteno del
heterocarionte intersexual A87 i1 B36. Las condiciones experimentales son
las de la Tabla 4.
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La luz aumenta la concentraciédn de beta-caroteno
ra que

cualquie-
sea la concentracién de ftalato de dimetilo presente en
el medio (Fig. 22). La fotoinduccidén es mayor, en términos ab-

solutos, en presencia de ftalato de dimetilo que en su ausen-
cia.

(o]
30001
O
£ 2000} *
< 1000} / o
/0
O)O
/.

0 1 2 3
Ftalato de dimetilo (mM)

Figura 22. Efecto conjunto del ftalato de dimetilo y
la luz sobre el contenido de beta-caroteno de la estirpe
silvestre NRRL1555. Los micelios se incuban durante 48
horas en la oscuridad antes de iluminarlos con luz blan-
ca (15 W m~2) durante otras 48 horas (O) o en oscuridad

los cuatro dfas (@). Los carotenos extraen a continua-
cién.
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Correlacién entre las sintesis de carotenos y esteroles

Para decidir si los mecanismos reguladores de la caroteno-
génesis son comunes a la sintesis de esteroles o son especifi-
cos de la rama de los carotenos, determinamos la acumulacidn
de ergosterol en la estirpe silvestre NRRL1555 cultivada en
diferentes condiciones que activan la carotenogénesis.

La luz y el ftalato de dimetilo (Tabla 1) estimulan la
acumulacién de beta-caroteno pero no la de ergosterol. El eta-
nol usado como ‘vehfculo para disolver el ftalato de dimetilo

no tiene efecto apreciable en ninguna de las dos rutas.

ERGOSTEROL
BETA-CAROTENO Esterificado Libre . Total
Oscuridad 80 430 2300 2730
Luz 520 890 2560 3440
Etanol 70 430 2530 2960
Ftalato de dimetilo 2180 540 2280 2820

Tabla 7. Contenido de beta~caroteno y de ergosterol libre y este-
rificado (ppm) del micelio de la estirpe silvestre NRRL1555 cultivado
en medio minimo durante cuatro dias en oscuridad, en luz (15 W m~2 de
luz blanca), en presencia de etanol (1% V/V) o en presencia de ftala-
to de dimetilo (3 mM) disuelto en etanol (concentracién final en el
medio, 1% V/V). Los valores son la media de dos experimentos indepen-
dientes. Los errores relativos medios fueron de 3% en los andlisis de
caroteno y de 16% para los ésteres de ergosterol y 5% para el ergos-—
terol libre.

Las diferencias en la concentracién total de ergosterol de
los diversos mutantes no correlacionan con las existentes para

los carotenos (Tabla 8). El porcentaje de ergosterol presente
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ERGOSTEROL

ESTIRPE GENOTIPO CAROTENO Esterificado Libre .Total
NRRL1555 silvestre 90 420 24590 4870
S102 silvestre 90 630 2280 2910
c2 carAS5 1 510 2070 2570
C5 carB1l0 2750 850 3570 4420
C115 carS42 2070 700 2470 3160
C9 carR21 2460 N.D. 3110

S283 carA5 carS42 480 230 2510 2730
5119 carAll3 20 360 2560 2920
S144 carIl3l 25 610 2720 3320
Cl44 carRA3 5 260 2780 3040
A98 carC652 70 660 3020 3690

Tabla 8. Contenido de carotenc y ergosterol 1libre y esterificado
(ppm) de las estirpes NRRL1555, S102 y varios mutantes car incubados
durante cuatro dias en la oscuridad. Los valores son la media de dos
experimentos independientes. (ND) concentracién no determinada. Los
errores relativos medios fueron de 3% en los andlisis de caroteno y
de 19% para los ésteres de ergosterol y 10% para el ergosterol libre.
En el genotipo se dan sélo los alelos mds relevantes.

en forma de ésteres varia fuertemente desde menos del 10% en
la estirpe Cl44 hasta el 25% en la estirpe Cll5. Esta varia-
cién es también independiente de la de caroteno acumulado por
los diversos mutantes. La gran variabilidad en la esterifica-
cién del ergosterol a 1lo largo del ciclo vital de Phycomyces
(Barlett and Mercer, 1974) y las dificultades de las medicio-

nes precisas del ergosterol esterificado pueden ser las causas

de las variaciones descritas.
Ninguno de los factores genéticos y ambientales gque regu-
lan la carotenogénesis altera la acumulacién de ergosterol. No

obstante, no puede excluirse que estas regulaciones afecten a
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los primeros pasos de la ruta de los terpenoides si 1la sinte-
sis de carotenos y esteroles ocurriera en compartimientos sub-

celulares independientes.

Papel del anabolismo vy el catabolismo en la regqulacién de 1la

carotenogénesis

La cantidad de beta-caroteno acumulado en el micelio de la
estirpe silvestre se mantiene constante al menos del tercer al
octavo dfia de crecimiento. Esta constancia puede reflejar el
equilibrio entre una sintesis y wuna degradacién muy activas.
.También podria haber poca degradacién y mantener la sintesis
una relacidén constante con la acumulacidén de peso seco.

El objeto de este experimento es determinar 1la relacidn
entre sintesis y degradacién. Para ello, se tranfiere un mi-
celio silvestre que contenga beta-caroteno radiactivo a un
medio no radiactivo. La radiactividad absoluta del beta-caro-
teno debe mantenerse constante si es cierto que el beta-caro-
teno se metaboliza poco, o bajar rapidamente, si existe un
metabolismo muy activo. Si este experimento se lleva a cabo
ademds con un mutante carS podremos determinar si su aumento
en el contenido de beta-caroteno se debe a una menor degrada-
cién de éste o a una sintesis mas activa. No se conoce un buen
método de marcado radiactivo del beta-caroteno. El1 menos malo
consiste en emplear mevalonato radiactivo, aunque compite mal
con el mevalonato enddgeno. . Torres-Martinez (1980) realizé
este experimento con mevalonato en su forma lactona y obtuvo
un marcado muy escaso del beta-caroteno (Murillo et al. 1981) .

En investigaciones previas descubrimos gque el mevalonato
sédico revertia el efecto de la mevinolina (un inhibidor de la
reductasa de 3-hidroximetilglutaril-CoA) (Alberts et al.,
1980) a concentraciones inferiores gque la lactona. Por ello
decidimos repetir el experimento utilizando mevalonato sédico

radiactivo.
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PESO SECO BETA-CAROTENO LIPIDOS. TOTALES

ESTIRPE MUESTRA mg ug Bg Bg
Experimento 1

NRRL1555 A 107 11 21 853

" B 100 13 23 645

Cl15 A 107 327 66 901

" B 98 365 61 861
Experimento 2

NRRL1555 A 106 11 46 1035

" B 92 14 36 842

Cl1l15 A 104 154 129 1180

" B 93 177 124 967

Tabla 9. Marcado radiactivo del beta-caroteno. La muestra A corresponde
al micelio recogido a los 4 dias y cultivado en presencia de pL-(2-14¢) meva-
lonato. La muestra B fue incubada dos dias mds en medio sin mevalonato. El
beta-caroteno se purificé por cromatografia en capa fina (experimento 1) o
por cromatograffa en columna (experimento 2). En cada experimento se da la
media de dos repeticiones. Los errores relativos medios fueron de 4% para los
andlisis de caroteno, 3% para el peso seco, 5% para la radiactividad en
beta-caroteno y 5% para la presente en lipidos.

Se cultivé 1la estirpe NRRL1555 (silvestre) y C1l15 (mutante
carS) en membranas de didlisis colocadas sobre agar mfnimo que
contenfa 4.6 x 104 Bqg de DL-(2-14@)mevalonato sédico a 2.7 x
10° Bq mmol~l. A los cuatro dfas se recolecté la mitad del mi-
celio (muestra A). La otra mitad se colocé sobre medio sin
mevalonato y se recolecté dos dias después (muestra B). Se
extrajeron los 1lfpidos de 1las dos muestras y se purificé
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NRRL1555 Cll5

A B A B
Beta-caroteno 287 182 54 47
Ergosterol esterificado 116 159 150 154
Ergosterol libre 159 138 148 138
Ergosterol total 148 142 149 142

Tabla 10. Radioactividad especifica (Bq por umol de unidad de isopre-
no) del beta-caroteno, del ergosterol esterificado y del ergosterol libre
correspondientes al experimento 2 de 1la tabla 9 (hay ocho unidades de
isopreno en cada molécula de beta-caroteno y seis en 1la de ergosterol).
La muestra A corresponde al micelio cultivado a los 4 dias en presencia
de DL-(2-14C)mevalonato. La muestra B fue incubada dos dias mds en medio
sin mevalonato. Los errores relativos medios fueron del 15% para la de-
terminacién de radiactividad presente en ésteres de ergosterol y del 3%
para el ergosterol libre.

por cromatografia el beta-caroteno, determinandose su concen-
tracidén y radiactividad.

La neutralizacién del mevalonato con hidréxido sédico me-
jora la incorporacidén de radiactividad en beta-caroteno y, en
el caso del mutante carS, es unas siete veces superior a la
descrita por Torres-Martinez (1980) para el mutante carsS
(Murillo et al. (1981). Entre los dfas 4 y 6 no varfan apre-
ciablemente ni el peso seco del micelio, ni la cantidad y ni
la radiactividad del beta-caroteno (Tabla 92). Por lo tanto, 1la
degradacién del beta-caroteno, si existe, es muy escasa. El
aumento en la acumulacién de caroteno producida por la muta-
cién carS no se debe a la pérdida de un hipotético catabolismo
del beta-caroteno, sino al aumento de su sintesis.

En el experimento 2 de la Tabla 9 se separaron mediante
cro- matografia en columna cuatro fracciones radioactivas. Por
el espectro de absorcién se comprobdé que una de ellas contenfa

beta-caroteno y otras dos ergosterol (esterificado o libre).
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Suponiendo que la radiactividad detectada en ambas fracciones
se deba al ergosterol hemos calculado la radiactividad espe-
cifica del beta-caroteno y el ergosterol.

La radiactividad especifica de 1los terpenoides sintetiza-
dos (Tabla 10) es similar a la del mevalonato afiadido al cul-
tivo (2.7 x 102 Bqg umol~k), 1o gue indica que la incorpora-
cién de mevalonato exdégeno es muy eficaz. La radiactividad
especifica del ergosterol es aproximadamente la misma en todos
los <casos; el 54% del ergosterol acumulado procede del mevalo-
nato exégeno y el resto del endégeno. En la estirpe silvestre
todo el beta-caroteno procede del mevalonato exbégeno, mien-
tras que en el mutante carS, s6lo el 19% tiene esta proceden-
cia.

La distinta radiactividad especifica del ergosterol y del
beta-caroteno puede explicarse como consecuencia de la compar-
timentacién de 1las sintesis respectivas. El mevalonato que pe-
netra en la célula seria transformado en ergosterol o beta-
caroteno dependiendo de su accesibilidad a las enzimas de la
carotenogénesis o de la esterogénesis.

El producto del gen carS no afecta a la regulacién de la
sintesis de ergosterol puesto gque en presencia de esta muta-
cién no varia ni la concentracién ni la radiactividad especi-
fica del ergosterol. |

Por el contrario, la mutacién carS produce un aumento de
la sintesis enddégena de mevalonato gque diluye al mevalonato
exégeno. El1 mevalonato adicional, debido a la compartimenta-
cién de la ruta, produce beta-caroteno, pero no ergosterol.
Una posible interpretacién de este resultado es que en el tipo
silvestre, el producto del gen carS inhibirfa la produccién de
mevalonato dedicada especialmente a la sintesis de caroteno.

La reductasa de 3-hidroximetilglutaril-CoA juega un papel
central en la regulacién de la sintesis de colesterol en ratas
Rodwell et al. (1976). Posiblemente la regulacién‘mediada por
el producto del gen carS tenga lugar a este nivel.

Es posible que las enzimas que transforman el 3-hidroxime-

tilglutaril-CoA en farnesil-pirofosfato sean distintas para
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ambas rutas. Estas enzimas podrian tener una regulacién }ﬁggiﬁ/

pendiente, de manera que el producto del gen carS sélo pudiera
regular la sintesis de la enzima especifica de la carotenogé-
nesis. Si es <cierto, deben de existir mutantes albinos de

Phycomyces dque en presencia de mevalonato serian capaces de

sintetizar caroteno. Esta hipbétesis seria comprobable mediante
la obtencién de estos mutantes o la estimacién del numero de

copias del gen que determina la reductasa de 3-hidroximetil-

glutaril CoA presente en el genomio de P. blakesleeanus.

Esta explicacién no excluye la posibilidad de que la dis-
minucidén de la radiactividad especifica del beta-caroteno del
mutante carS se deba, al menos en parte, al aumento de activi-

dad de las enzimas posteriores a la sintesis del mevalonato.

INHIBICION DE LA CAROTENOGENESIS

La inhibicidén de las enzimas que transforman el fitoeno en
beta-caroteno conlleva un incremento en la actividad global de
la ruta. Hemos utilizado el mismo criterio que con el retinol,
ftalato de dimetilo y la luz para determinar la relacibén exis-
tente entre esta activacién y las demds estimulaciones cono-

‘cidas.

Inhibicidén quimica de la deshidrogenasa del fitoeno

Hemos estudiado los efectos de dos compuestos quimicos
(alcohol cindmico y timol) en cuya presencia el micelio del
tipo silvestre es de color amarillo verdoso y los hemos com-
parado a los que produce la difenilamina (un inhibidor univer-
sal de 1la sintesis de carotenos)(Fig. 22). Los tres compuestos
inhiben el crecimiento vegetativo, lo que establece un 1lfimite
superior a las concentraciones de estos compuestos que se
pueden utilizar en la practica.

El cambio de color del micelio en presencia de los tres

y
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celio de la estirpe silvestre NRRL1555 cultivada durante 4 dias
de alcohol cindmico (2 mM),

En ausencia de los compuestos quim
en las mismas condiciones de cultivo 60 ppm de beta-carote-

ridad en presencia
mina (100 uM).
1555 acumula

no. Los valores son la media de tres experimentos independientes.

OH
: Figura Férmulas de
los inhibidores wutilizados
en este trabajo.
Alcohol cinamico
Timol
ALCOHOL CINAMICO TIMOL DIFENILAMINA
CAROTENO ppm % ppm % ppm %
Fitoeno 2806 84.4 2051 82.8 2325 90.9
Fitoflueno 231 6.9 215 8.7 le64 6.4
Zeta-caroteno 127 3.8 106 4.3 44 1.7
NeuroSporeno 48 1.4 43 1.7 18 0.7
Beta-caroteno 111 3.3 61 2.5 6 0.2,
. TOTAL 3323 2476 2557
Tabla 1l. Contenido y porcentaje de los carotenos presentes en el mi-

en oscu-
timol (2 mM) o difenila-
icos, estirpe NRRL
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compuestos se debe a 1la acumulacidén de carotenos intermedia-
rios de la deshidrogenacién del fitoeno (Tabla 11). En los
tres casos se produce un aumento de la cantidad total de caro-
tenos acumulados y de la proporcibén relativa de los carotenos
mds insaturados. Sin embargo, los efectos del alcohol cindmico
Yy el timol no son completamente idénticos al de la difenilami-
na. La principal diferencia es que mientras la difenilamina
~disminuye la concentracién de beta-caroteno, los otros dos, al
menos a ciertas concentraciones, la aumentan ligeramente. La
estimulacién es mayor con alcohol cindmico que con timol.

La activacién global que se produce al bloguear la ruta se
ha atribuido a la disminucién de la concentracién de
beta-caroteno. Este no parece ser el caso del alcohol cindmico
ni del timol, para los que la inhibicién de la deshidrogena-
cién y la estimulacién global parecen ser efectos independien-

tes.

Inhibicién quimica de las deshidrogenasas de los mutantes car

La Tabla 12 muestra los resultados obtenidos al cultivar
distintos mutantes de 1la carotenogénesis en presencia de
alcohol cindmico o difenilamina.

La deshidrogenasa del fitoeno de todos los mutantes car es
inhibida por ambos compuestos de manera similar. La Unica ex-
cepcién es el mutante carB (estirpe Ch), que carece de una
deshidrogenasa funcional.

En las estirpes C5, C9 y Cl1l15, que han perdido 1la regula-
cidén por producto final, la difenilamina no modifica la con-
centracién total de caroteno, mientras que el alcohol cindmico
la duplica.

Ambos compuestos activan la sintesis de caroteno del mu-
tante carA (estirpe C2), aungue en forma cualitativa y cuanti-
tativamente diferente.

Las estirpes S119 y S144 son insensibles al efecto estimu-

lador de ambos compuestos, pero no a su efecto inhibidor.
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tos, 1las estirpes
(43 ppm) acumulan predominantemente beta-caroteno; licopeno 1la
pe C9 (2578 ppm) y fitoeno la estirpe C5 (2856 ppm). Concentraciones
detectables
de la tabla son la media de dos experimentos independientes.

de caroteno inferiores a 1 ppm no son

C2 C5 C9
CAROTENO DFA AC DFA AC DFA AC
Fitoeno 280 1057 2584 3989 1850 2133
Fitoflueno 4 103 nd nd 120 252
Zeta-caroteno nd 39 nd nd 18 123
Neurosporeno nd 24 nd nd 10 114
Licopeno nd nd nd nd 28 2043
Beta-caroteno nd 36 nd nd nd 24
. TOTAL 284 1259 2584 3989 2026 4689
Cc11l5 S119 S144

CAROTENO DFA AC DFA AC DFA AC
Fitoeno 2315 2422 120 338 104 149
Fitoflueno 190 275 17 11 5 12
Zeta-caroteno 28 130 5 12 nd 4
Neurosporeno 10 99 nd 4 nd nd
Licopeno nd nd nd nd nd nd
Beta-caroteno 48 1886 nd 6 nd 5
. TOTAL 2591 4812 142 371 109 170
Tabla 12. Contenido en caroteno (ppm) de varios mutantes car cul-
tivados durante 4 dias en oscuridad y en presencia de 100 uM de di-
fenilamina (DFA) o 2 mM de alcohol cindmico (AC). En ausencia de és-

C2 (4 ppm), Cl15 (3200 ppm), S119 (24 ppm) y S144
estir-

Los

valores
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Efecto conjunto de la luz y los inhibidores quimicos

La luz modifica la cantidad y la concentracién relativa de
los carotenos acumulados en presencia de alcohol cindmico y
difenilamina (Tabla 13). Las modificaciones no son identicas
en ambos casos. Cuando se ilumina un micelio crecido en pre-
sencia de alcohol cinédmico, la concentracidén total de caroteno
se triplica y el fitoeno es practicamente el Gnico caroteno
acumulado. Si el micelio crece en presencia de difenilamina,
la luz sdélo incrementa en un 40% la concentracién de fitoeno y
la proporcidén y cantidad del resto de los carotenos se mantie-

ne con excepcibén de la del beta-caroteno.

ALCOHOL CINAMICO DIFENILAMINA
CAROTENO Luz Oscuridad Luz Oscuridad
Fitoeno 6885 1815 3656 2767
Fitoflueno 1 105 147 211
Zeta—caroteno 7 46 92 74
Neurosporeno nd 10 15 5
Beta—-caroteno nd 43 67 2
. TOTAL 6893 2019 3977 3059

Tabla 13. Efecto conjunto de la luz blanca (15 W m2) y el al-
cohol cindmico (2 mM) o difenilamina (100 uM) sobre el contenido
en caroteno (ppm) de la estirpe silvestre NRRL1555 en medio mini-
mo. Concentraciones de caroteno inferiores a 1 ppm no son detec-
tables (nd). Los micelios se cultivan durante dos dias en oscuri-
dad antes de proceder a su iluminacién durante dos dias més. En
ausencia de los productos quimicos la estirpe NRRL1555 acumula 56
ppm de beta-caroteno en oscuridad y 546 ppm en luz. Los valores de
la tabla son la media de dos experimentos independientes
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La disminucidén, en ambos casos, de la proporcién de fito-
flueno a de zeta-caroteno es debida, seguramente, a la mayor

fotosensibilidad del fitoflueno (ver Figura 24).

Un mutante verde

Ciertas mutaciones del gen carB tienen un efecto parecido
al de los inhibidores descritos en la seccibén anterior. Los
mutantes con un leve tono amarillo verdoso no son raros; alma-
cenan grandes cantidades de fitoeno y cantidades muy inferio-
res de los demds intermediarios de las reacciones de deshidro-
genacién (Eslava y Cerd4 Olmedo, 1973).

Hemos encontrado un nuevo mutante, la estirpe S442, con un
fenotipo muy 1llamativo: sus micelios y esporangidéforos jévenes
son verdosos y presentan una intensa fluorescencia verde cuan-
do se irradian con luz ultravioleta cercana. Los mutantes de
este fenotipo son raros: sélo se encontré uno tras el recono-
cimiento visual de unas quinientas mil colonias producidas por
esporas de la estirpe Cll5 expuestas a N-metil-N'-nitro-N-ni-
trosoguanidina. S442, como su estirpe parental, crece normal-
mente en medio minimo y sus esporangibéforos presentan un foto-

tropismo muy escaso.

Andlisis de carotenos

En S442 (Tabla 14) predomina el fitoeno, pero llama sobre
todo la atencién la desusada abundancia de zeta-caroteno, cau-
sa principal del color verde, y también de fitoflueno, respon-
sable de la fluorescencia. En ningln caso se detectaron lico-
peno, gamma-caroteno o beta-caroteno. La composicidn se man-
tiene constante durante muchos dfas en micelios cultivados en
oscuridad (Fig 24).

En todos 1los andlisis aparece otro compuesto cuyas pro-

piedades cromatogrdficas y espectrofotométricas recuerdan las
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de los <carotenos. Se parece al zeta-caroteno por su espectro
de absorcidén (Fig. 23), pero es mds polar que éste, puesto que
para eluirlo de columnas de 6xido de aluminio hace falta mucho
mids éter etilico. Si atribuimos al nuevo compuesto el coefi-
ciente de extincidén del zeta-caroteno, la estirpe 5442 con-
tiene unos 10 ug del nuevo compuésto por g de peso seco si se
cultiva en 1la oscuridad, y unos 30 si se cultiva en la luz.
Esta diferencia excluye que el nuevo compuesto sea un artefac-
to analitico. El1 aumento de polaridad sugiere gque se trata de
un producto de oxidacién del zeta-caroteno. La 1luz favoreceria

este proceso mediante la produccién de radicales oxigenados.

CAROTENO CONCENTRACION (ppm)
Fitoeno 2667 X 213
Fitoflueno 69 X 20
Zeta-caroteno 454 * 62
Neurosporeno 3+ 1
. Total 3193

Tabla 1l14. Contenido de caroteno de la estir-
pe S442 cultivada cuatro dias en oscuridad. En
la tabla se da el error medio.

Efecto de la luz y reguladores quimicos

La iluminacién continua de S442 con luz blanca (0.4 W m-2%)
no estimula la carotenogénesis. Por el contario, a partir del
guinto dfa disminuyen los carotenos gue absorben a mayores
longitudes de onda (Fig. 24), debido posiblemente a fotodes-
trucciédn.

El retinol no afecta a la carotenogénesis de S442, pero el
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ftalato de dimetilo duplica la cantidad de fitoeno acumulado
sin afectar al resto de los carotenos (Fig. 25). Este compor-
tamiento coincide con el de los demds mutantes que carecen de
inhibicién de la carotenogénesis por producto final, entre los
que se encuentra Cl1l5, origen de S442.

La reducida actividad deshidrogenasa de carotenos de la
estirpe S442, como todas las conocidas, es sensible a la

difenilamina (Fig. 25).

Absorbencia

Figura 23. Espectro de absorcidén en

hexano del zeta-caroteno ( ) y del
caroteno no identificado (--—-) pre-
sentes en el micelio de 1la .estirpe

S442.

Andlisis por complementacidn

La mutacién responsable del color verde de S442 es recesi-
va porque los heterocariontes que contienen nlcleos S102 y
S442 son amarillos y producen beta-caroteno. Por el contrario,
los heterocariontes de S442 y C5 (el méds estudiado de los mu-

. . . | A
tantes carB) no fabrican beta-caroteno ni tienen mayor activi-

dad deshidrogenasa que los homocariontes que los componen
(Fig. 26). Podemos concluir gue la mutacién carBl0 de C5 no

complementa a la mutacién responsable del fenotipo de 1la
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Figura 24. Crecimiento y contenido de caroteno de la estirpe 5442
cultivada en oscuridad (izquierda) o en luz (derecha). Fitoeno ( ), fito-
fluena ( ), zeta-caroteno ( ) y caroteno total ( ).

estirpe S442. A esta nueva mutacidén la denominamos carB40l. La
conclusién de que ambas mutaciones estdn en el mismo gen im-
plica que S442 tiene una alteracién en 1la deshidrogenasa de
los carotenos, que disminuye drdsticamente la actividad global
y es completamente incapaz de realizar 1la tercera deshidroge-

nacién.
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Figura 25. Contenido de fitoeno, fitoflueno y zeta-caroteno (ppm) de
la estirpe S442 cultivada cuatro dias en presencia de difenilamina (100
uM), ftalato de dimetilo (2 mM) o retinol (1 mM). La superficie de los
circulos es proporcional a la concentracién en ppm (escala inferior). Las
flechas indican las reacciones de deshidrogenacidn.

Blisqueda de nuevos mutantes verdes

El color verde de S442 destaca mucho sobre el fondo inten-
samente anaranjado de las colonias de Cll5, pero poco sobre un
fondo silvestre. La extremada rareza de las mutaciones de este
tipo y el uso habitual del tipo silvestre como punto de parti-
da en la DbuUsqueda de mutantes explican el gque no se hubieran
aislado antes.

En efecto, mezclando esporas de las estirpes 5102, de co-
lor amarillo normal, y S442 se comprobdé que con luz natural no

es posible distinguir una colonia verdosa que comparta con mas
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de 50 colonias amarillas los 50 cm? de la superficie de una
caja usual. Sin embargo, bajo una lédmpara que emite radiaciédn
ultravioleta cercana, se puede distinguir una entre mil.
Conocidos estos resultados, se buscaron nuevos mutantes a
partir de esporas de la estirpe S102 expuestas a N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina. Tras el reconocimiento visual de
unas doscientas mil colonias seleccionamos cinco gue presen-
taban fluorescencia verdosa. Su andlisis de carotenos se pa-
rece al de los mutantes descritos por Eslava y Cerdd Olmedo
(1974) y no al de la estirpe S442.

4f° Carotenos totales
. .
s | g0, 9
& od o
2 2t
@
o
o B
=
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Fitoeno
100} . o
» & ®
90f- o
E
8
801
2t Fitoflueno Figura 26. Contenldo_ de los
carotenos presentes en cinco he-
o o terocariontes que contienen di-
o o o® ferentes proporciones de nucleos
s 2k o e ({p) de la estirpe C5 y S442. Los
° simbolos (@) representan la suma
i ® o de los carotenos y el procentaje
ot ' de fitoeno, fitoflueno y zeta-
- t ] caroteno. de cultivos crecidos en
8 g caroteno medio minimo y los simbolos (0)
de cultivos crecidos en SIVEL.
1ok El neurosporeno Yy el caroteno no
ES identificado, que no estdn re-
o presentados en la figura, repre-
.9 sentan menos del 1% del caroteno
g g total. En ningdn caso se detecté
1] o ST S S T R TR beta-caroteno, licopeno ni
0 05 1 gamma-caroteno.
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Naturaleza del mutante verde

Los resultados, sobre todo los de complementacidn, exclu-
yen que la abundancia de zeta-caroteno en la estirpe 5442 se
deba a 1la alteracién de una deshidrogenasa especf{fica para
este caroteno. El1 fenotipo de S442 es consecuencia de una
mutacién poco comin del gen carB, responsable de las cuatro
kdeshidrogenaciones de la ruta.

Sin embargo, la mutacidén no afecta por igual a las cuatro
deshidrogenaciones, lo que 1llevarfa a la acumulacién de los
carotenos parciélmente saturados en cantidades decrecientes
como en otros mutantes del gen carB (Eslava y Cerda Olmedo,
1973). El1 84% de las moléculas de fitoeno sintetizadas en S442
permanecen como tal; sélo el 16% sufre la primera deshidroge-
nacién y se convierten en fitoflueno. El 17% de las moléculas
de fitoflueno se acumulan en el micelio; el 83% restante se
transforman en zeta-caroteno Yy se quedan como tal; en 5442 el
neurosporeno es rarisimo y los carotenos menos saturados,
indetectables. ’

El comportamiento diferente en las cuatro deshidrogenacio-
nes no es incompatible con la modificacidén de una sola deshi-
drogenasa, producto de un mismo gen carB. Ciertos cambios en
la estructura de la proteina pueden dificultar el emsamblaje
de las cuatro copias por modificacién de 1las interacciones
entre las distintas subunidades del complejo o de éste con su
entorno especifico de la membrana celular en la que se en-
cuentra embebido.

El fenotipo de 1la estirpe S442 es diferente del de los
mutantes de la carotenogénesis de Phycomyces estudiados bhasta

ahora. Los mAs parecidos son los de Eslava y Cerdad Olmedo
(1973) que acumulan los mismos carotenos gque S442, pero con
cantidades mucho menores de zeta—caroteno y fitoflueno.

Los 1llamados mutantes verdes de Chlorella (Claes, 1959,
1966) y Scenedesmus obliquus (Powls y Britton, 1971) también

acumulan cantidades importantes de zeta-caroteno, entre otros

compuestos. Se desconoce la naturaleza exacta de su fenotipo.



88

DISCUSION GENERAL

Mecanismos de regulacidén de la carotenogénesis

Los agentes activadores de la carotenogénesis estudiados
en esta .Tesis se pueden agrupar en tres grupos que representan
mecanismos activadores total o parcialmente independientes.
Esta clasificacién se basa en el criterio genético expuesto en
la pag 48, segin el cual dos agentes gque tengan la misma lista
de mutantes sensibles e insensibles deben tener mecanismos de
accién diferentes. En la .Tabla 15 se muestran los resultados
cualitativos de la activacidén de los mutantes con agentes de
los tres grupos (retinol, ftalato y luz). La ausencia de beta-
caroteno y ciertas mutaciones del gen carS pertenecen al mismo
grupo de activadores que el retinol. El grupo representado por
el ftalato de dimetilo reune a otros compuestos caracterizados

por la presencia en su molécula de un anillo fendlico.

RETINOL FTALATO LUz
Silvestre + + +
carB - + +
carR - + -
carB carR - + -
cara + + -
carRA - - -
carA cars - + -
carS (1) - + +
cars (2) + + -
carl - - +

Tabla 15. Activacién de 1la carotenogénesis de di-
versos mutantes por retinol, ftalato de dimetilo y
luz. (+) estimulacién normal no afectada por 1la muta-
cién, (~) ausencia de estimulacién o estimulacién par-
cial. (1) Mutacién carS que produce superproduccién,
(2) mutacidén carS que produce fenotipo albino.
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La activacién sexual de la carbtenogénesis gue se observa
en cultivos mixtos, en heterocariontes intersexuales o© por
adicién de 4&cidos trispdricos representa un cuarto mecanismo
de activacién independiente de 1los tres anteriores: requiere
la presencia de beta-caroteno, es independiente de las muta-
ciones carS (Murillo y Cerdd-Olmedo, 1976), y es aditiva res-
pecto a la estimulacidén por retinol, ftalato de dimetilo y luz
(Govind y Cerda-Olmedo, 1986). Algunos resultados de esta

.Tesis confirman estas conclusiones.

Nuestros resultados y los datos preexistentes permiten
elaborar una nueva teoria general sobre la regulacién de la
carotenogénesis que desarrolla la expuesta por Murillo vy
Cerdd-Olmedo (1976). La regulacién de la carotenogénesis por

su producto final juega el papel central en esta teoria.

Regulacién por producto final

La carotenogénesis estd regulada por su producto final, el
beta-caroteno, que reprime su propia sintesis cuando alcanza
una determinada concentracién. Cuando se bloquea parcialmente
la ruta mediante inhibidores quimicos o por mutaciones rezu-
mantes de los genes carB o carR, la concentracién final de
beta-caroteno se mantiene aumentando el flujo de moléculas en
la ruta, lo gque provoca un incremento en la acumulacidn de
intermediarios. El bloqueo total produce la acumulacién de 2-3
mg de fitoeno o 1licopeno por gramo de peso seco del micelio,
seglin se inhiba la ciclasa o la deshidrogenasa.

Para que funcione la retroinhibicidén es necesaria la pre-
sencia del producto del gen carS (pS). La ausencia de pS fun-
cional (mutaciones recesivas del gen carsi) provoca la activa-
cién de 1la ruta (mutantes superproductores). El blogueo qui-
mico o gyenético de la sintesis de beta-caroteno de estos mu-
tantes no produce una estimulacién adicional, lo que indica
gue la ausencia de beta-caroteno o de pS comparten el mismo

mecanismo activador.
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Por otro lado, el producto A (pA) del gen carRA es esen-
cial para la carotenogénesis. Su pérdida total (mutantes
carRA) conlleva el blogueo total de la ruta que ninguna de las
estimulaciones conocidas es capaz de romper.

Murillo (1980a) propuso gue el fenotipo albino de los mu-
tantes carA representa un aumento en la sensibilidad a la re-
gulacién por producto final: en estos mutantes bastarfa una
menor cantidad de beta-caroteno para inhibir la ruta. Si esta
hipbétesis es totalmente cierta la ausencia de beta-caroteno o
de pS en los mutantes carA activaria la ruta hasta el mismo
nivel gque el silvestre. Sin embargo, la respuesta de los mu-
tantes carA es inferior en ambos casos. Nuestra propuesta es
que el fenotipo de los mutantes carA se debe a dque su pA es
parcialmente inactivo 1lo gue impide que la activacidén de su
carotenogénesis en ausencia de regulacidén por producto final
(carencia de beta-caroteno, de pS o presencia de retinol) al-
cance los mismos niveles de acumulacién de beta-caroteno dgue
el tipo silvestre.

La concentracién del beta-caroteno acumulado en los dobles
mutantes carA carS es el resultado de las acciones contrarias
de ambas mutaciones. Una posible explicacidén para este compor-
tamiento es que la regulacién de 1la ruta por producto f£final
consista en 1la inactivacién del pA por el beta-caroteno y el
PS. No se puede precisar la naturaleza exacta de la interre-
lacién entre 1los tres elementos, una posibilidad, basada en la
importancia de los anillos beta en el efecto del retinol
(Parra y Murillo, 1982) y en el mecanismo de accibén de este
compuesto (ver pag. 92), es que el beta-caroteno se uniera a
PA y pS mediante el reconocimiento de los extremos de su mo-
lécula formando un complejo pA:beta-caroteno:pS dque bloquearia
la ruta. En ausencia de beta-caroteno no se podria formar el
complejo que inhibe a pA. |

Seglin esta hipbtesis, el pS de los mutantes carS albinos
tendrfa mAds afinidad por pA y se necesitaria por tanto menos
beta-caroteno para inhibir la ruta. La dominancia de estas mu-

taciones apoya esta hipétesis.
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Mecanismos de activacién quimica

El retinol y el ftalato de dimetilo no comparten el mismo
mecanismo de estimulacién de 1la carotenogénesis, ya que sus
listas de mutantes sensibles e insensibles son muy diferentes.

Para la estimulacién por retinol son necesarios la funcién
génica carS y la presencia de beta-caroteno, o sea, los mismos
requisitos de la regulacién por producto final.

Como ya  se ha mencionado, el anillo beta de la molécula de
retinol es esencial para que se produzca la estimulacién mien-
tras que su cadena lateral no tiene mucha importancia (Parra y
Murillo, 1982). El anillo beta del retinol, identico al del
beta-caroteno, le permite competir por los sitios de unién a
PA y pS. Un exceso de retinol impediria la formacién del com-
plejo pA:beta-caroteno:pS, lo que provoca la misma estimula-
cién que la perdida de pS o a la ausencia de beta-caroteno.
Este mecanismo explica que el retinol no active a los mutantes
superproductores carS ni a los mutantes carentes de beta-caro-

teno (carB, carR y carB carR) y que el nivel de saturacién en

el silvestre sea similar al provocado por la ausencia de beta-
caroteno. .También explica que los mutantes carA acumulen en
presencia de retinol la misma cantidad de beta-caroteno due
los dobles mutantes carA carS con O sin retinol. El comporta-
miento en ambos casos se debe a que pA no se inhibe porque no
se forma el complejo pA:beta-caroteno:pS.

Los mutantes carRA al perder la funcién de pA son total-
mente insensibles al efecto estimulador del retinol y deben
también de serlo a laactivacién que produce la ausencia de pS.

En los mutantes carS albinos el retinol compite con el be-
ta-caroteno e impide la inhibicidén de pA. En estos mutantes la
mayor afinidad de su pS por el beta-caroteno y pA hace que la
respuesta al retinol sea menos eficaz y que no se alcance la
midxima respuesta con las concentraciones de retinol que se
pueden ensayar en la practica. Pero al contrario de lo que
ocurre con los mutantes carA, su respuesta no se satura obte-
niéndose en las mejores condiciones niveles muy superiores de

estimulacién.



92

La existencia de proteinas que reconozcan especificamente
el retinol no resulta sorprendente. En células de mamifero se
han aislado varias de estas proteinas y recientemente se ha
secuenciado una de ellas (Petkovich et al., 1981) qgue resulta
ser homdéloga de los receptores de esteroides.

El efecto del ftalato de dimetilo y el veratrol no requie-
re ni beta-caroteno ni pS. Su mecanismo de activacidén es por
tanto independiente de la regulacidén por producto final. No
obstante, existen algunos puntos en comin para las dos esti-

mulaciones quimicas: las funcibénes génicas carl carRA son

necesarias para la activacién por retinol y por ftalato de
dimetilo.

Los ésteres de ftalato se emplean usualmente en la indus-
tria de los plasticos. Aungque algunas bacterias como Pseudo-

monas cepacia son capaces de emplearlos como fuente de carbono

(Batie et al., 1981), normalmente no se metabolizan y se acu-
mulan en el medio ambiente y en los tejidos animales. Muchos
de estos compuestos son tbéxicos y han sido objeto de estudios
para determinar sus efectos sobre 1los animales. As{, se ha
descrito que producen proliferacidén de peroxisomas y tumores
hepdticos en ratas (Moody y Roddy, 1978; Kluwe et al., 1983),
alteraciones del metabolismo de lipidos (Yanagita et al., 1986
1979; Bell et al., 1978; Osumi y Hashimoto, 1978) como la
inhibicién de algunas enzimas (Lagente et al., 1979; Srivas-
tava et al., 1971), cambios en la composicién de fosfolipidos
(Yanagita et al., 1981), etc. Por otro lado, Grob et al.

(195k%) describieron que en Phycomyces existe una relacién in-

versa entre la acumulacidén de caroteno y de 4&cidos drasos. La
adicién de ftalato de dimetilo o veratrol podrfa alterar en

Phycomyces el metabolismo lipidico y su efecto sobre 1la caro-

tenogénesis seria una consecuencia indirecta de esta altera-

cién.
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Mecanismo de activacién de los inhibidores

Los dos inhibidores de la deshidrogenacién del fitoeno, el
alcohol cindmico y la difenilamina, estimulan la ruta y condu-
cen sobre todo a grandes acumulaciones de fitoeno. Las estimu-
laciones por ambos compuestos emplean mecanismos diferentes,
ya gque requieren distintas funciones génicas.

La estimulacién por difenilamina es consecuencia de la
inhibicién de la ruta. Al provocar la ausencia de beta-caro-
teno, estimula la carotenogénesis mediante el mecanismo de
regulacién por producto final. Basamos esta conclusién en la
ausencia de estimulacién en la carotenogénesis de 1los mutantes

carB, carR y carS. Por el contrario, el alcohol cindmico esti-

mula a estos mutantes e incrementa la concentracién de beta-
caroteno en la estirpe silvestre. Por consiguiente, el efecto
estimulador del alcohol cindmico es independiente de su efecto
inhibidor. La 1lista de mutantes sensibles e insensibles a la
estimulacién por alcohol cindmico coincide con la de los otros
fenoles (ftalato de dimetilo y el veratrol), que ademés de
activar la ruta producen la acumulacidén de intermediarios. Los’
efectos activador e inhibidor no guardan una relacién fija en
los distintos fenoles: en el ftalato de dimetilo predomina la
activacién y en el alcohol cindmico la inbhibicién, pero exis-
ten muchos otros fenoles con distintas mezclas de ambos efec-
tos (Cerda-Olmedo y Hiittermann, 1986). Probablemente todos es-
tos fenoles comparten el mismo mecanismo de accidn.

No existen mutantes insensibles a 1los efectos inhibidores
del difenilamina ni del alcohol cindmico. La insensibilidad
del mutante carl se refiere s6lo a la activacién y su aparente
insensibilidad al efecto de los inhibidores es una consecuen-
cia indirecta de la ausencia de estimulacién. El1 £fenotipo de
este mutante no puede definirse, por tanto, como quimioinsen-

sible, sino como guimioinactivable.



Mecanismo de activacién por la luz

La estimulacién de la carotenogénesis por 1luz es la suma
de dos componentes sensibles a flujos luminosos diferentes. La
existencia de dos componentes aditivos se observa también en
la relacién entre el flujo luminoso y la respuesta en el foto-
tropismo (Galland y Russo, 1984; Galland y Lipson, 1981) y en
la fotodiferenciacién de 1los esporangibéforos (Corrochano et
al., en prensa) y en el LIAC (cambios de absorbencia inducidos
por la luz) (Trad y Lipson, 1987%).

Esta y otras observaciones (Jayaram et al, 198Q) junto con
la cinética de acumulacién del beta-caroteno sugieren dque la
fotocarotenogénesis es la suma de dos activaciones, la estimu-
lacidén de las enzimas preexistentes y la induccién de otras
nuevas. Desgraciadamente aln no se han realizado las investi-
gaciones que podrian confirmar o rechazar estas propuestas.

El mecanismo de activacién por 1luz tiene caracteristicas
que lo separan de las demds estimulaciones de la carotenogé-
nesis, pero estd intimamente relacionada con la regulacién por
producto final.

La capacidad de estimular 1la carotenogénesis de los mu-
tantes carB pero no la de los mutantes carR es exclusiva de la
luz. Las razones de este comportamiento son desconocidas, pero
indican que el beta-caroteno no es absolutamente indispensable
la para fotoinduccién de la ruta y que la luz regula la acti-
vidad de las enzimas que sintetizan el fitoeno.

La insensibilidad de los mutantes carA y carRA indica que

pPA es esencial para la estimulacién de la carotenogénesis por
la luz. La ausencia de respuesta de los mutantes carA no se
debe a 1la falta de beta-caroteno ya que los dobles mutantes
carA carS, cuyo contenido de beta-caroteno en oscuridad es muy
superior, son también insensibles al est{mulo luminoso. Este
comportamiento no se debe a la mutacidn carS, pues el mutante
simple carS (del mismo alela) es fotoinducible. Por otro lado,

la insensibilidad de los mutantes carS albinos sugiere que pS
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también juega un papel importante en la fotoestimulacién. La
luz es incapaz de romper la inhibicidén del pS superrepresor de
estos mutantes sobre pA.

Los mutantes superproductores carS se pueden clasificar en
dos grupos segin la concentracién de beta-caroteno dgue presen-
ten. Los mutantes carS que acumulan de 2-3 mg de beta-caroteno
por g de peso seco son fotoinducibles a altas intensidades y
tanto estos mutantes como los mutantes carB alcanzan la misma
concentracién (5 mg por g de peso seca) presente en los mutan-
tes carS no fotoinducibles. Estos resultados junto al obtenido
al iluminar el micelio de la estirpe silvestre cultivado en
presencia de difenilamina indica que la ausencia de regulacién
por producto final (que conlleva la acumulacién de 2-3 mg de
caroteno por g de peso seca) no impide la fotoestimulacién.
Estos resultados sugieren que el pS silvestre tiene dos nive-
les de inhibicién sobre pA, uno propio y otro mediado por el
beta-caroteno. Segln esta hipbéteis la ausencia pS conlleva la
acumulacién de, aproximadamente 5 mg de caroteno por g de peso
seco. Los mutantes carS de nivel inferior tendrian un pS inca-
paz de 1llevar a cabo la inhibicibén de pA mediada por el beta-
caroteno, pero si de inhibir pA por si mismo. La luz romperfa
la inhbicién de pA tanto por el pS silvestre como por el pS de
los mutantes carS. Los mutantes superproductores carS no
fotoinducibles, carecerian totalmente de pS y representarian
el efecto conjunto de la luz y la ausencia de retroinhibicién.

Es decir, al igual que la regulacién por producto final,
la luz actGa a través de pA y pS seguramente impidiendo la
inhibicién de pA por pS. El mecanismo mediante el cual 1la 1luz
rompe la inhibicién es desconocido. La sefial procedente de la
luz podria actuar tanto sobre pS como sobre pA. El hecho de
que cualquier alteracién del gen carRA impida la fotoestimu-
lacién de la carotenogénesis sugiere que la luz actlia sobre pA
Y ho sobre pS.

Esta hip6étesis no excluye la posibilidad de que la luz
también active la carotenogénesis mediante la isomerizacién

del beta-caroteno (Cerdd-Olmedo, 1981) 1lo que impediria la
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formacién del complejo pA:beta-caroteno:pS impidiendo la inhi-
bicién de la ruta. Esta sugerencia esta basada en el aumento
de la proporcién de isémero 1l5-cis que se detecta en micelios
cultivados bajo 1la luz y sugiere la idea de que el fotorrecep-
tor de la fotocarotenogénesis sea el Dbeta-caroteno y no 1la
flavina propuesta para el fototropismo. Sin embargo, los es-
pectros de accidén obtenidos recientemente (Bejarano et al.,
en preparacién), 1la presencia de dos componentes en todos los
procesos fotorregulables y, sobre todo, la ausencia de fotoes-

timulacién de 1la carotenogénesis en los mutantes madA y madB

(Lépez-Dfaz, 1980; Jayaram, 1980; Raugei, 1982) indican que
algunos componentes celulares normalmente usados para el foto-
tropismo y la fotodiferenciacidén, incluido quizds el fotorre-
ceptor, participan en la fotorregulacién de la carotenogéne-
sis. No parece por tanto que la luz regule la carotenogénesis
por isomerizacidén directa del beta-caroteno. Sin embargo, no
es posible excluir la posibilidad de que, la luz produzca una
sefial, gque una vez elaborada por una serie de componentes
celulares provogue la interconversién de beta-caroteno trans a
cis, con destruccién del complejo inhibidor pS:beta-caroteno:
PA.

Otro dato que sugiere la existencia de una relacién entre
la estimulacién por 1luz y por producto final es el hecho de

que todos los mutantes picB y carC aislados por presentar al-

teraciones especificas de la fotocarotenogénesis, son menos
estimulables por retinol. Estas mutaciones, aunque no se ha
realizado un estudio genético completo, no parecen afectar a

los genes madA y madB. Las estimulaciones por retinol y 1luz

son, sin embargo, parcialmente diferentes, como lo demuestran
sus efectos en los mutantes carS, carA y carl.
En este esquema de funcionamiento de la fotocarotenogéne-

sis no es necesario modificar la funcidén génica carC propuesta
por Revuelta et al. (1984). Segin ésta, carC regula negativa-

mente la inhibicién de la carotenogénesis mediada por pS.
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Comentarios finales

Aunque los experimentos realizados en este trabajo no de-
sechan, a menos que aporten evidencias negativas, otros mode-
los méds complejos sobre los mecanismos de regulacién de la ca-
rotenogénesis, la complicacién del sistema parece innecesaria,
toda vez dgue el modelo propuesto explica todos los datos exis-
tentes. Por otra parte, aunque un modelo es siempre un reflejo
de la realidad y como tal puede distorsionarla, su realizacién
tiene justificacidén en la medida en que facilita 1la compren-
sién y discusién del problema.

: La puesta a punto, recientemente, de las técnicas de pro-
duccién de protoplastos, transformacidén y clonacidén de Phyco-
myces (Suarez, 1985; Suarez y Eslava, 1987; Arnau et al.,
1988) abre nuevas vias para el conocimiento de la caroteno-
génesis y deben permitir la determinacién de los mecanismos
moleculares de las distintas regulaciones.

Desde un punto de vista aplicado, las cuatro activaciones,.
definidas en esta discusién como las debidas al retinol, fta-
lato de dimetilo, luz y sexo, pueden combinarse para la pro-
duccién de grandes cantidades de carotenos. Sirva de ejemplo,
el contenido de fitoeno de micelio silvestre cultivado en
presencia de alcohol cindmico y luz que es la produccibén més
alta que se conoce de este caroteno. Esta activacibén, reune
las estimulaciones por 1luz, por ausencia de producto final
(grupo del retinol) y por fenol (grupo del £ftalata). Ademés,
en esta Tesis se ha obtenido también la mayor concentracidn
conocida zeta-caroteno. Tanto el fitoeno como el zeta-caroteno
no tienen aplicacién comercial pero son muy Gtiles para los

estudios bioquimicos de la carotenogénesis.
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