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RESUMEN Y CONCLUSIONES

1.

En esta tesis se describe una nueva fotorrespuesta de Phycomyces
que, sin prejuzgar el mecanismo molecular subyacente, hemos
denominado “fotorrepresién de la ADH”: el perfil temporal de
actividad ADH de los micelios de Phycomyces es diferente a la luz
que a la oscuridad, siendo los valores a la luz sistemdticamente
menores que los correspondientes a la oscuridad.

Ninguno de los genes mad estudiados estd implicado en la nueva
fotorrespuesta; puesto que los genes madA y madB estdn
implicados en todas las demds fotorrespuestas conocidas de
Phycomyces, la fotorrepresién de la ADH parece depender de un
segundo fotosistema de Phycomyces.

El perfil temporal de actividades ADH a lo luz de los micelios de
la estirpe C149 (madD120 (-)) es anormal, presentando un pico de
actividad entre el primer y tercer dia de cultivo. Ademés, los
valores de la actividad ADH de esta estirpe son mayores, tanto a
la luz como a la oscuridad, que los correspondientes valores
silvestres.

Excepto la mutacién carS, las demds mutaciones estudiadas gue
afectan a la carotenogénesis ejercen un efecto pleiotrépico
sobre la actividad ADH de Phycomyces, incrementdndola por encima
de sus valores normales. Esta relacidn entre carotenogénesis vy
actividad ADH también se observa cuando se altera quimi-
camente, con difenilamina u otros agentes, la carotenogénesis
del tipo silvestre, aunque el efecto estimulador sobre la ADH de
la difenilamina no se debe exclusivamente a su efecto sobre la
carotenogénesis.

La fotorrepresidén de la ADH, sin embargo, es normal en los
mutantes car y en los micelios tratados con difenilamina.

Hemos detectado diferencias entre los patrones de electromorfos
con actividad ADH de las especies P.nitens y P.blakesleeanus, lo
que nos ha permitido asignar a la especie P.nitens dos estirpes de
Phycomyces cuya posicidn  taxondmica era incierta. Hemos
identificado una banda proteica cuyo comportamiento
electroforético corresponde al del electromorfo {nico con
actividad ADH de P.blakesleeanus. Las alteraciones quimicas o
genéticas que incrementan la actividad ADH no hacen aparecer
nuevos electromorfos con dicha actividad sino que aumentan la
intensidad de tincién de dicha banda proteica.

~12-



6. Hemos demostrado que, aun siendo téxico el alcohol alilico

para las estirpes de P.blakesleeanus dotadas de actividad ADH, la
acroleina es wuwnas cien veces mds tdxica parc dichas
estirpes, lo que nos ha permitido aislar numerosos mutantes
resistentes a alcohol «alilico tratando las esporas con
nitrosoguanidina o con ICR-170. Todos los mutantes resistentes a
alilico analizados <carecen de actividad ADH detectoble.
Proponemos que los mutantes resistentes a alilico se denominen
mutantes adh. Algunas de las mutaciones adh son recesivas; otras,
dominantes. No hemos encontrado complementacién entre ninguno de
los pares de mutaciones adh estudiadas. Proponemos denominar al
gen identificado como adhA.

La estirpe silvestre y C5 (carB10 (-)) acumulan pequedas
cantidades de etanol en el medio de cultivo; los mutantes adh ,
$292 y S371 no acumulan etanol. Una de las funciones de la enzima
ADH de P.blakesleeanus parece ser, por tanto, catalizar la
conversién de acetaldehido en etanol.

~-13-
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INTERES DEL TRABAJO

La faceta mds atractiva de Phycomyces es su capacidad de
responder a ciertos estimulos ambientales, como, entre otros, la
luz, la gravedod (geotropismo) y la presencia de objetos cercanos
(fugotropismo). Phycomyces es un buen sistema para estudiar, con un
enfoque reduccionista, los complejos problemas de la fisiologia
sensorial.

Otra faceta de Phycomyces que esta despertando gran interés es
la posibilidad de emplearlo para estudiar la base genética vy
molecular de la diferenciacidn celular en eucariontes. '

Los estudios bioquimicos de la fisiologia sensorial y del
desarrollo de Phycomyces se encuentran aln muy atrasados. A
diferencia de otros eucariontes, como la levadura del pan y la mosca
del vinagre, en Phycomyces no se ha trabajado sobre sistemas
bioquimicos susceptibles de un andlisis genético basado en
aoislamiento especifico de mutantes seleccionables.

En este trobajo hemos estudiado tal sisteéma: el de la
deshidrogenasa del alcohol (ADH) de Phycomycé@s. Esperamos contribuir
asi a desarrollar un enfoque que integre los datos genéticos,
bioquimicos, etolégicos y de la biologia del desarrollo de
Phycomyces.

Q tesis se publican resultados referentes a
las sig ineas fundamentcles de trabajo:

- aislamiento y <caracterizaciédn genética y bioquimica de
mutantes de Phycomyces carentes de actividad ADH;

- influencia de la luz sobre la actividad ADH en el tipo silvestre y
diversos mutantes de Phycomyces;

- relacién entre carotenogénesis y actividad ADH en Phycomyces.

-15~
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SISTEMATICA DE PHYCOMYCES

En 1823 Kunze establecié la especie Phycomyces nitens, creando
con ello el género Phycomyces. En 1925 Burgeff, basdndose en
diferencias morfolégicas y barreras de esterilidad entre distintas
estirpes de P.nitens, dividié la especie en dos: Phycomyces nitens
y Phycomyces blakesleeanus, que tiene las esporas mds pequefas vy
las cigosporas mds grandes que P.nitens.

Los hongos del género Phycomyces pertenecen a la clase de los
Cigomicetos, que se caracterizan por tener esporas vegetativas sin
flagelos como adaptacidén a la vida saprofitica terrestre vy
micelio carente de tabiques transversales. Este género pertenece al
orden Mucorales, ya gque sus esporas se forman en el interior
de esporangios y no en el extremo de las hifas. Por disponer sus
esporangios de columela, esté incluido en 1la familia de las
Mucordceas. El género se caracteriza por tener esporas
vegetativas multinucleadas que no se forman a partir de protosporas
mononucleadas y por el gran tamafio y vigor de los esporangiéforos.

CICLOS DE VIDA

Phycomyces presenta dos cielos de vida, uno asexual y otro sexual
{(figura 1).

Ciclo asexual.

El ciclo asexual comienza con la germinacién de una espora, que
contiene entre uno y seis ndcleos, para producir una masa de hifas
cilindricas no tabicadas  que, creciendo  por su - dpice vy
ramificdndose, producen wun micelio <cenocitico en el que los
nicleos se dividen por elongacién y constriccidn sin pérdida
de la membrana nuclear (Franke y Reau, 1973).

Sumergido en medio liquido, el micelio adquiere un aspecto
algodonoso y no experimenta ulteriores modificaciones morfolégicas,
multiplicdndose por fragmentacién.

En medio sélido,el micelio, rastrero y denso, crece radialmente

durante dos o tres dias para acabar experimentando el siguiente
proceso (Gruen, 1959};:

-17-



FIGURA 1.Ciclos de vidc de Phycomyces blakesleeanus.

Véase explicacién en el texto. Los signoes + y - encerrados en
los circulos indican el tipo sexual del micelio correspondiente.



I. Forogénesis. El micelio emite hifas «aéreas gigantes no
ramificadas llamadas macréforos. Los macréforos crecen
verticalmente hasta alcanzar una altura de uno a tres centfimetros.

II.Esporangiogénesis. Se detiene transitoriomente la " elongacién
de los macréforos y se forma en el extremo de cada uno de ellos un
esporangio esférico que crece radialmente. :

IIl.Esporogénesis. Sigue parada la elongacién de los macréforos
y se detiene el engrosamiento del esporangio, dentro del cual aparece
una pared transversal o columela que separa el citoplasma del
macréforo del citoplasma del esporangio; en el citoplasma del
esporangio se separan porciones multinucleadas que se rodean
de fuertes paredes, originando asi las esporas. Coda esporangio
contiene unas 10° esporas.

IV.Crecimiento vertical. El macréforo comienza de nuevo a crecer
verticalmente. La zona de crecimiento se localiza inmediatamente
debajo del esporangio. Durante algin tiempo, el esporangio y la

parte superior del macréforo giran alrededor de su eje con un
movimiento de rotacién que, visto desde arriba, va en sentido
contrario al de las agujas del reloj (etapa IVa); posteriormente, el

sentido de rotaciédn pasa a ser coincidente con el de las agujas del
reloj (etapa IVb).

En determinadas = circunstancias Phycomyces desarrolla unos
esporangiéforos enanos, llamados micréforos (Lépez-Diaz y
Cerdé~Olmedo, 1981), que se diferencian de los macréforos en que
tienen menos de un milimetro de altura y en otras caracteristicas
morfoldgicas y de su desarrollo (Thornton, 1972 y 1975).

La forogénesis resulta inhibida cuando los micelios de
Phycomyces se cultivan en ambiente cerrado (Galland y Russo, 197%9a),
inhibicién que se debe presumiblemente a la acumulacibén de CO
(Russo et al. 1981). Se han aislado mutantes supersensibles vy
superresistentes ol efecto de la atmdésfera cerrada sobre la
forogénesis; en estos mutantes se observan variaciones concordantes
del efecto del COp sobre la forogénesis (Russo et al. 1981).

Ciclo sexual

Phycomyces es un género heterotdlico; sus estirpes se
clasifican en dos .tipos sexuales, denominados (+) y (-),

morfolégicamente indistiguibles y de contribuciones genéticas
equivalentes al procesq sexual (Blakeslee, 1904).

~19-



El ciclo sexual se inicia cuando dos hifas vegetativas de sexo

opuesto crecen muy préximas. Cada parental desarrolla unas hifas
" cortas y ramificadas llamadas cigéforos, que crecen hacia los del
otro sexo, entran en contacto con ellos, se entrelazan, crecen juntos
en el aire,y engrosan su tamofio formando los llamados progametangios.
A continuacién, un septo transversal separa en cada progametangio
una célula, el gametangio, del resto del micelio; luego, la pared
entre los dos gametangios desaparece y se forma una sola célula, el
cigoto, cuyo citoplasma y sus cientos de nicleos provienen de ambos
micelios. El cigoto se convierte en cigospora engrosando de tamafio vy
recubriéndose de una pared rigida de color negro. Después de un
periodo de latencia de dos o tres meses, las cigosporas germinan
produciendo un germoesporangiéforo, en cuyo extremo apical se forma
un germosporangio que contiene unas 10% germosporas.

GENETICA DE PHYCOMYCES

Generclidcdes

El anélisis genético cldsico se basa en la clasificacién
por complementacién y recombinacién de colecciones de alelos
obtenidos por mutacién. Autores anteriores han desarrollado
métodos para realizar en Phycomyces los <cldsicos estudios de
mutacidn, complementacidn y recombinacibn; ademds en
Phycomyces se dispone de un tipo peculiar de andlisis genético
basado en la segregacién de los heterocariontes durante el ciclo
asexual (Heisenberg y Cerdd-Olmedo, 1968; Medina, 1977).

Segregacidn y complementacién de heteroccariontes
Ni los esporangiéforos ni las hifas de Phycomyces se funden
espontdneamente al entrar en contacto; no obstante, se dispone de

varios métodos para formar micelios heterocariontes:

-el método de Ootaki(1973) consiste en cortar los extremos de dos

esporangibéforos jévenes de genotipos distintos y poner en
contacto, en atmbésfera himeda, los extremos lesionados. Como
resultado de un proceso de regeneracidn, se forman

esporangibéforos y esporangios que frecuentemente contienen esporas
heterocaridticas; :

-el método de Cerdd-Olmedo (Roncero et al., 1983) consiste en

inducir mutaciones en micelios jdvenes para formar heterocariontes
intrasexuales; ‘
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-el método de Gauger y Eslava se basa en recoger cigosporas
inmaduras y hacerlas germinar prematuramente, lo que con frecuencia
origina heterocariontes intersexuales (Gauger et al., 1980).

lo posibilidad de formar artificialmente heterocariontes ha
permitido realizar diferentes estudios de complementacidén en
Phycomyces (ver revisiones por Cerd4-Olmedo, 1975 y 1977; Bergman
et al., 1969).

Un heterocarionte que contenga dos tipos de ndcleos puede
formar tres tipos de esporas: heterocaridticas y homocaribticas
de uno y otro tipo. En 1948, Heisenberg y Cerdd-Olmedo propusieron
el siguiente modelo sobre el comportamiento de los nicleos en el
ciclo asexual de Phycomyces:

-la proporcién nuclear es la misma en los diferentes sectores y en
las diferentes etapas de desarrollo de un micelio heterocarionte;

-los nlcleos que entran a formar porte de las esporas constituyen
una muestra aleatoria y prdcticamente infinita de la poblacidén de
nicleos de micelio;

-tras el proceso de formacién de las esporas los niécleos dejan de
dividirse hasto la germinacién;

-no hay correlaciédn entre los genotipos de los nicleos que entran
a formar parte de cada espora.

Este modelo permite predecir las proporciones de los tres tipos
de esporas que producird un micelio heterocarionte en funcién de
las frecuencias de las esporas con 1,2,...,6 nicleos y de la
proporciédn nuclear en el micelio original. Reciprocamente,
medidas las frecuencias de los tres tipos de esporas en la
descendencia asexual de un micelio, el modelo permite estimar la
proporcidn nuclear original en dicho micelio.

la validez del modelo ha sido demostrada experimentalmente por
sus propios autores y reexaminada por Medina (1977).

El estudio genético basado en la segregacidén de los
heterocariontes durante el ciclo asexual ha sido empleado con éxito
en diferentes problemas (véase revisiones por Cerdd-Olmedo, 1975
y 1977).
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Mutagénesis en Phycomyces

El agente mutagénico N-metil -N"-nitro-N-nitrosoguanidina (en
adelante nitrosoguanidina o NG) se ha utilizade rutinariamente para

obtener mutantes auxdétrofos de Phycomyces (Brunke et al., 1977;
Alvarez et al., 1980) y mutantes alterados en la carotenogénesis

(Meissner y Delbrick, 1968; Heisenberg y Cerdé-Olmedo, 1968) o en
el comportamiento (Bergman et al., 1973; Cerdd-Olmedo, 1977).

La nitrosoguanidina tiene la ventaja de que induce altas
frecuencias de mutacién (Adelberg et al., 1965; Cerdd-Olmedo et
al., 1968) aunque, precisamente por ello, las estirpes mutantes
aisladas llevan frecuentemente varias mutaciones diferentes, lo que
representa un grave inconveniente (Guerola et al., 1971; Bergman et
al., 1973).

También se han obtenido mutantes de Phycomyces con luz
ultravioleta, rayos X, metanosulfonato de etilo (EMS), el producto
ICR-170 y, mds recientemente, el compuesto 4-nitro-quinolina-1-
bxido (Revuelta, 1981).

Dada ‘la naturaleza multinucleada de las esporas de Phycomyces,
las esporas supervivientes a la mutagénesis son frecuentemente
heterocaridticas, lo que obliga o tratamientos especiales para
fijar en homocariosis las mutaciones deseadas. Si se trata de
mutaciones recesivas puede ser conveniente enriquecer en esporas
funcionalmente wuninucleadas o en homocariontes mutantes la
poblacibén de supervivientes a la mutagénesis (Reau, 1972; Pueyo vy
Cerdé-~Olmedo, 1981; Roncero, 1980; Brunke et al., 1977; Revuelta,
1981).

Recombinaciédn en Phycomyces

Ya Burgeff en 1928 se ocupd de realizar cruces sexuales
en Phycomyces; no obstante, el estudio de la genética sexual de
Phycomyces fue prdcticamente abandonado debido @ las serias
dificultades técnicas que presenta. Recientemente, las mejoras
técnicas  introducidas, en especial el empleo de estirpes
isogénicas, ha permitido determinar condiciones experimentales que
producen resultados repetitivos y que permiten, por consiguiente, el
andlisis genético por recombinacidn en Phycomyces {Cerdd-~
Olmedo, 1975; Eslava et al., 1975a; Eslava et al., 1975b; Alvarez et
al., 1980).
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CAROTENOGENESIS EN PHYCOMYCES
Generalidades

Los pigmentos carotenoides estdn muy extendidos en la
naturaleza (Goodwin, 1976}.

las plantas y muchos hongos y bacterias pueden sintetizar
carotenocides “de novo”; los animales los obtienen de la dieta aunqgue-
pueden modificarlos quimicamente (Singh y Goma, 1975).

El micelio del tipo silvestre de Phycomyces es de color amarillo
por acumular B-caroteno. La cantidad de pigmento acumulado depende
de condiciones ambientales, como los nutrientes, la luz, etc. ({(ver
revisidén por Cerdé-Olmedo y Torres-Martinez, 1979).

El g-caroteno sirve en Phycomyces como precursor de los 4cidos
trispéricos, mensajeros quimicos en la reacciédn sexual (Sutter,
1975 y 1977); como precursor de la esporopolenina, un polimero de
caroteno que forma parte de la pared celular de la cigospora (Gooday
et al., 1973; Furch y Gooday, 1979); el pg-caroteno también cumple
una funcidn fotoprotectora (Presti y Delbrick, 1978).

Biosintesis del g-caroteno

Lo biosintesis del R-caroteno tiene lugar segin la ruta que
se expone en la figura 2 (Britton, 1976; Davies, 1979). La sintesis
de B-caroteno implica la formacidén de wun precursor de seis
carbonos, el mevalonato, y posteriores reacciones de condensacidn
de este precursor para formar el carotencide incoloro fitoeno; luego,
cuatro deshidrogenacicnes sucesivas producen el carotenoide rojo
licopeno y finalmente dos <ciclaciones sucesivas producen el
carotenoide amarillo B-caroteno.

la sintesis de g-carcteno esté sometida a represidén por
producto finagl; asi, cuando se 1inhibe quimicamente la sintesis
de B-caroteno a nivel de fitoeno por la adicibén de difenilamina
(DFA) (Olson y Knizley, 1962) o a nivel de licopeno mediante la
adicién de 2-{-4-clorofeniltio)~trietilamina (CFTA) (Coggins et
al., 1970), las cantidades de precursor que se acumulan son muy
superiores a la cantidad de B-carcteno acumulade en condiciones
normales.
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acetato (C2)

mevalonato (Cé)

isopentenil-P-P (C5)

geranil-P-P (C1O)

farnesil-P-P (C]S)

geranil geraniol-P-P (C2O)

escualeno
){/’ \\\\ fitoeno (C40)
otros triterpenocides esteroles l

fitoflueno -

g -caroteno

neurosporeno

licopeno

y

Y -caroteno

B -caroteno

FIGURA 2.Ruta biosintética del B-caroteno.

Esta figura representa la ruta de biosintesis aceptadg para
otros organismos; en el caso de P_.blakesleeanus\se sup?ggyfale es
similcr,\gzi;iiendo algunas pruebed de que la co;:;?gﬁéw“ e fitoeno
en B-caroten sanscurre~efedtivamente segin la figura.
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Alteraciones genéticas de la carotenogénesis

En Phycomyces se han aislddo distintos tipos de mutantes
afectados en la carotenogénesis. Detectar dichos mutantes es
sencillo por el color anormal de sus micelios (Cerd§~Olmedo vy
Torres-Martinez, 1979).

Atendiendo a su fenotipo, los mutantes afectados en la
carotenogénesis aislados hasta el momento se pueden clasificar en
siete grupos distintos.

Un primer grupo, de fenotipo S, estd formado por mutantes que
acumulan mucho méds g-caroteno que el tipo silvestre. Estos mutantes
no complementan entre ellos, estando mutados en el gen cch_\éi“ggrl.
\Qgg;giigquue el producto del gen carS estd implicado en Q
re Tnhibicidén de la carotenogénesis (Murillo y Cerdé-0Olmedo,

1976).

Un segundo grupo, de fenotipo B, estd formado por mutantes de
micelio blanco que acumulan grandes cantidades de fitoeno (Meissner y

Delbrick, 1968). Estos mutantes no complementan entre ellos,
estando afectodos en el gen carB (Ootaki et al., 1973), que .muy

‘Eiggififzigjﬁ,determino lo deshidrogenasa del fitoceno.
Un tercer grupo, de fenotipo R, estd formado por mutantes de
micelio rojo y que acumulan grandes cantidades de licopeno (Meissner

y Delbrudck, 1968)-\\E:iziziiijzzz;sfﬂéstos mutantes estdn afectados
en el gen que determind i del licopeno.

Un cuarto grupo, de fenotipo A, estd formado por mutantes de
micelio blanco que no acumulan cantidades importantes de ningdn
carotenocide sino trazas de B-caroteno (Meissner y Delbrick, 1948).

Un quinto grupo, de fenotipo AR, esté formado por mutantes de
micelio blanco que no acumulan cantidades importantes de ningdn
carotenoide sino pequefias cantidades de licopeno.

Los mutantes de fenotipoc A y R no complementan con los de su
mismo grupo fenotipico y si complementan a los del otro grupo

(Ootaki et al., 1973); los mutantes de fenotipo AR no complementan
entre si, ni a los de los grupos fenotipicos A y R (Ootcki et
al., 1973). Se ha propuesto que los mutantes de fenotipo R estdn

alterados en un gen llamado carR, los de fenotipo A en otro gen
distinto llamado carA y los de fenotipo AR serian dobles mutantes
carA carR (Ootaki et al., 1973); posteriormente, se ha sugerido que
los mutantes de los grupos fenotipicos A, R y AR estdn afectados
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todos ellos en un dnico gen bifuncional denominado gen carRA
(Torres-Martinez et al., 1980). El segmento R del gen carRA
determinaria la estructura de la ciclasa del Ticopeno; para el
segmento A de dicho gen se han ido proponiendo sucesivas funciones,
como que podria estar implicado en la retroinhibicién de la ruta
de modo que los mutantes en ese segmento requieran un nivel de
B-caroteno mucho menor del normal para desencadenar la respuesta de

retroinhibicién (Murillo, 1980) o que el producto de dicho segmento
fuera un transportador de sustratos entre las enzimas
carotenogénicas (Murillo et al., 1981). Hasta el momento ninguna de

estas hipdtesis ha sido verificada o refutada inequivocamente.

Un sexto grupo, de fenotipo C, esté formado por mutantes de
micelio amarillo pélido que acumulan mds B-caroteno que los de
fenotipo A pero menos que el tipo silvestre. Estos mutantes no
complementan entre si y complementan a todos los mutantes
anteriormente citados, estando afectados en el gen carC (Revuelta,
1981). Se ha propuesto que el producto del gen carC , en micelios
iluminados, ejerceria un efecto negativo sobre la inhibicién de
la carotenogénesis causada por el producto del gen carS.

Un séptimo grupo, de fenotipo I, esté formado por mutantes
que sintetizan cantidades normales de B -caroteno pero son insensibles
al efecto estimulador que  sobre la carotenogénesis tiene
normalmente el retinol (Eslava et al., 1974). Uno de estos mutantes,
el car-131, ha sido adscrito mediante " técnicas de - complementacidn
a un gen diferente de todos los anteriores, denominado carl (Roncero

y Cerdé-Olmedo, 1982).
Pleiotropia de las mutaciones car

Las mutaciones car son altamente pleiotrépicas, alterando,
ademds de la sintesis de <carotenoides, la forogénesis y el
ciclo sexual de Phycomyces.

Los mutantes car son hipersensibles al efecto inhibidor del
COo sobre la forogénesis, requiriendo de veinte a treinta veces
mds aire que el tipo silvestre para que tenga lugar la
forogénesis en ambiente cerrado; de hecho, la forogénesis resulta
inhibida en los mutantes car por concentraciones de COp que no
afectan al tipo silvestre (Russo et al., 1981).

Gutiérrez-Corona y Cerdé-0lmedo (comunicaciédn personal)
observaron que los mutantes car C2, C5, C9 y Cl115, al igual que el
tipo silvestre, producen en medio normal o la luz una cantidad normal
de macréforos y no producen micréforos; en la oscuridad, los

26~



mutantes citados producen menos macréforos que el tipo silvestre y
muchos mds micréforos que este. La difenilamina incrementé la |
produccién de micréforos por el tipo silvestre en la oscuridad
hasta niveles comparables al de los mutantes car citados. Los
resultados de Gutiérrez-Corona y Cerd4-Olmedo confirman que
existe una relacién entre la forogénesis y la carotenogénesis.

Muchos mutantes car son -incapaces de dar la reaccibén sexual
‘completa. En el caso de los mutantes que no fabrican g-caroteno dicho
efecto se debe presumiblemente a le  carencia de 4cidos
trispbéricos (Sutter, 1975 y 1977) y de las esporopoleninas, pero la
carencia de pB-caroteno no podria explicar la incapacidad sexual de
los mutantes que, estando afectados en la regulacién de la
carotenogénesis, sintetizan cantidades apreciables o mayores de lo
normal de g-caroteno.

FOTORRESPUESTAS DE PHYCOMYCES

La luz afecta a la conducta, el desarrollo y el metabolismo del
hongo Phycomyces (ver revisién, Cerdé-Olmedo, 1977 ).

Fototropismo y fotomecismo

Cuando el esporangiéforo estéd iluminado simétricamente los
cambios de la intensidad luminosa provocan variaciones de la
velocidad de crecimiento (fotomecismo)({Foster,1972; Foster y Lipson,
1973). El fotomecismo es transitorio aun si el estimulo es
permanente; el sistema parece disponer de una variable interna de
adaptacién, A, que es comparada continuamente con la intensidad
luminosa exterior, I, de modo que la velocidad de crecimiento depende
simulténeamente de A y de I. El nivel de adaptacidén se acerca
exponencialmente o la intensidad de la luz externa.

En respuesta a iluminaciones asimétricas se producen
variaciones de la direccién de crecimiento del esporangibforo
(fototropismo). Puesto que el esporangidéforo presenta también
geotropismo, cuando un esporangiéforo vertical silvestre se ilumina
asimétrica y horizontalmente con luz azul de wuna intensidad
superior a 4°10~7 Wm™, la interaccibén entre geotropismo vy
fototropismo conduce finalmente a que el esp%rongiéforo crezca en
una direccidén que forme un déngulo de 757 <con la vertical,
denominado d&ngulo de equilibrio fotogeotrédpico {(Medina y Cerdé-

_Olmedo, 1977a). Por debajo de esta intensidad el é&ngulo de
equilibrio fotogeotrdpico disminuye y se hace <cero para una
intensidad umbral de unos 10‘9 Nn’z (Bergman et al., 1973).
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Existen numerosas pruebas experimentales de que el fototropismo
se debe a una distribucién asimétrica de fotomecismos en la
seccién circular del esporangiéforo (Lipson y Block, 1976; Foster
y Lipson, 1973; Foster, 1972; Dennison y Bozof, 1973; Medina vy
Cerdd-0lmedo, 1977b).

Fotoforogénesis

la luz influye en la eleccién entre macro y microforogénesis
(Rudolph, 1958):

- la luz de entre 380 y 480 nm de longitud de onda inhibe la
microforogénesis 'y estimula la macroforogénesis (Thornton, 1975);

-~el umbral para esta fotorrespuesta es menor de 10-7 Wm'2, es
decir, menor que el umbral para la respuesta fototrdpica (Lépez-
Digz y Cerdé-Olmedo, 1980); »

- si el micelio se somete alternativamente a periodos de luz vy
oscuridad, los esporangiéforos aparecen preferentemente en los
sitios donde estaba el frente de crecimiento del micelio durante la
iluminacién (Bergman, 1972);

- si el micelio se mantiene en un recipiente cerrado en la oscuridad,
la acumulacién de CO2 inhibe la forogénesis (Russo, 1977). La luz
azul contrarresta dicha inhibicién.

Fotocarotenogénesis

La fotorrespuesta metabbdlica mds espectacular es la
induccién de la carotenogénesis que experimentan los micelios
silvestres al ser iluminados. Phycomyces acumula una cantidad

apreciable de B -caroteno en la oscuridad (60ug/g materia seca (ppm))
pero la iluminaciédn incrementa notablemente la cantidad de pigmento

acumulado (Bergman et al., 1973; Ldépez-Diaz y Cerdd-Olmedo,
1980). La intensidad luminosa umbral para la fotocarotenogénesis es
del orden de 1072 Wm™ de luz azul, unas 104 veces mayor que el
umbral  fototrépico (Lépez-Diaz y  Cerdé-Olmedo, 1980). Esta
fotorrespuesta no parece disponer de mecanismo de adaptacién,
siendo la cantidad de B-caroteno acumulado proporcional a la

intensidad luminosa (Lépez-Diaz y Cerdé-Olmedo, 1980).

En experimentos de exposicién de corta duracibdn (hasta 30
minutos),  Jayaram et al., (1979) demostraron que la
fotocarotenogénesis es bifdsica, exhibiendo un componente que se
satura a 20-40 jm‘2 y otro que se sdtura a 1000-2000 jm'2. El
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primer componente es insensible a cicloheximida y actinomicina D; el
segundo es sensible a ambas sustancias; asi, para la expresidén de
la primera fase de la respuesta no seria necesaria la sintesis de
proteina ni de  ARN, mientras que ambas sintesis serian
necesarias para la segunda fase.

La eficacia cudntica relativa a 445, 405 y 365 nm es la misma
para el componente de la fotocarotenogénesis que se satura a bajo
flujo que para el que se satura a alto flujo luminoso (Whitaker vy
Shropshire, 1981), lo que sugiere que el mismo fotorreceptor controla -
ambas fases de la respuesta.

Los mutantes carC tienen una fotocarotenogénesis defectuosa;

Revuelta (1981) ha propuesto que la luz ejerce un efecto positivo
sobre el gen carC, (Figura 3). Este modelo explica por qué los
dobles mutantes carA carS tienen una fotocarotenogénesis defectuosa
(Lépez-Diaz, 1979), ya que implica al producto del gen carS en

dicha fotorrespuesta. El modelo de Revuelto implica que los mutantes
carB y carR tienen wuna fotocarotenogénesis anormal por tener
alterada la retroinhibicién de la carotenogénesis. Este modelo
también implica que la fotocarotenogénesis es anormal en los
mutantes carA. De hecho, Revuelta ha demostrado que la mutacién
carC complementa las mutaciones carA y carS para la
fotocarotenogénesis.

Otras fotorrespuestas metabélicas

Se han descrito otras respuestas metabdlicas a la luz. De
estudios sobre las actividades relativas, en micelios cultivados en
luz y en oscuridad, de la asparraginasa, la glutomato-oxalacetato
transaminasa, . la léctico deshidrogenasa y otras enzimas
relacionadas con el metabolismo del piruvato, se desprende que en los
micelios cultivados a la oscuridad el piruvato es convertido
preferentemente en lactato y alanina y el oxalacetato produ-
cido preferentemente a partir de asparragina, mientras que a la luz
el piruvato se convierte preferentemente en oxalacetate por
carboxilacién  {Sandmann y Hilgenberg, 1979; Hilgenberg vy
Sandmann, 1977 ). El consumo de glucosa y de asparragina no varia de
la luz a la oscuridad; la concentracién de los productos implicados
en el ciclo de Krebs tampoco deberia variar, pero, como los
estudios de los autores citcdos parecen indicar, el piruvato
proveniente de la glicolisis se emplea preferentemente como precursor
de metabolitos implicados en el ciclo de Krebs en los micelios

iluminados y como sustancia a fermentar en los no iluminados (figura
4).
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luz g carC - carS

carB carRA

fitoeno wee—e———)- 1icopeno m——-G-caroteno

FIGURA 3.Modelo de regulacién de la carotenogénesis (segin
Revuelta, 1981).
Los signos + y - indican respectivamente un efecto positivo o

negativo del agente en el qgue se inicia lo flecha respecto de
aquellos en los que acaba la flecha.Por ejemplo, la luz ejerce wun
efecto positivo sobre el gen car(C, etc. Llas flechas finas indican
flujo de informacién, las flechas gruesas reaccidén metabdlica.
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lactato

A

0
glucosg =— - + : ~—ppiruvato » alanina
0
O ¢
aspcrrcginc-a——.»----———i»oxolccetcto

FIGURA 4.Metabolismo del piruvato en luz y oscuridad en Phycomyces.

Las reacciones sefialadas con C son mds activas a la oscuridad
que a la luz, lao sefaladoa con L mds activa a la luz que a la
oscuridad.
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El fotosistema mad

En Phycomyces se han aislado vy corccterlzcdo mutantes que
muestran fotorrespuestas anormales.

Los mutantes que tienen el fotomecismo y el fototropismo
alterado se denominan mutantes mad; la mera existencia de estos
mutantes constituye una buena prueba de que fototropismo vy
fotomecismo estén intimamente relacionados.

Un grupo de mutantes mad, que denominamos de clase 1, exhiben
geotropismo vy fugotropismo normales. Estos mutantes parecen estar
afectados en la recepcidédn y etapas iniciales de la transduccidn
del estimulo luminoso.

Llos restantes mutantes, mad, clase fenotipica 2, ‘tienen
alterados el fugotropismo y el geotropismo. Estos mutantes estarian
alterados en el mecanismo efector de mecismos y tropismos.

Los mutantes de la clase fenotipica 1 pueden ser subdivididos
en dos grupos segin que exhiban wuna fotocarotenogénesis vy
fotoforogénesis anormales o ambas respuestas normales.

Los mutantes de la clase 1 se comportan como lo haria el
silvestre a una intensidad m veces superior. El valor de m depende
del mutante de que se trate y suele estar comprendido entre 107 vy
10°. Nunca se ha aislado un mutante de clase 1 para el que m sea
1nf1nito, es decir, tal que no acabe por dar respuesta fototrdpica
a intensidades luminosas suficientemente altas.

Los mutantes de clase 2 probablemente son sensibles al mismo
rango de intensidades luminosas que el tipo silvestre pero dan
respuestas reducidas a todas ellas, dando la apariencia de que no
responde a ciertas intensidades luminosas a las que el silvestre
puede responder {Medina y Cerdd-Olmedo, 1977a y b).

Ootaki et al. (1974) clasificaron los mutantes mad en cinco
grupos de complementacién, designados madA a madE. Eslova et al.
(1976} confirmaron estos cinco genes, descubrieron wuno nuevo,
denominado madG, y determinaron por recombinacidén que ninguna
pareja de los seis genes mad exhibe ligamiento. Se ha encontrado otro
gen, el madF que complementa con los seis restantes (Fischer, datos
no publicados; Ootaki y Presti datos no publicados).
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ta clasificacién fenotipica concuerda con la genética en
el sentido de que los mutantes de los genes madA y madB pertenecen a
la clase 1 y exhiben fotocarotenogénesis y fotoforogénesis
anormales; los mutantes del gen madC pertenecen a la clase 1 y tienen
fotocarotenogénesis y fotoforogénesis normales y los mutantes de
los demds genes mad pertenecen a la clase 2. Estos resultados se
resumen en la figura 5 (pdgina 37).

Se ignora si las fotorrespuestas metabélicas (piruvato, etc.)
estdn mediadas por el sistema mad.

Fotocarotenogénesis en los mutantes mad

Jayaram et al. (1979)  han estudiado detalladamente . la
fotocarotenogénesis en mutantes madA y madB, demostrando que ambos
tipos de mutantes exhiben una respuesta anormal a flujos bajos de
iluminacién.

Estudiande la fotocarotenogénesis bajo alto flujo de
iluminacién en mutantes mad Jayaram et al. (1980) encontraron una
respuesta normal en un mutante de cada uno de los genes madC, madE,
madF y madG; la estirpe C144 (madB) dio una respuesta muy anormal vy
la estirpe C21 (madA) ligeramente anormal; un doble mutante madA
madB y un triple mutante madA madB madC dieron respuestas comparables
y ambas totalmente anormales, confirmando que el gen madC no estd
implicado en la fotocarotenogénesis y mostrando que los efectos de
los genes madA y madB sobre la fotocarotenogénesis se. refuerzan
reciprocamente.

En dicho estudio también pudo demostrarse que, en claro
contraste con lo que sucede en el fototropismo, las intensidades
luminosas umbrales para la fotocarotenogénesis son muy similares
para el tipo silvestre, para el mutante madA, para el mutante madB
y para el doble mutante madA madB; en la fotocarotenogénesis,el
rango de intensidades al que dichos_ mutantes responden es similar al
de la estirpe silvestre, pero la respuesta de los mutantes sube mds
lentamente con la intensidad luminosa y se satura mucho antes que en
el tipo silvestre.

Fotoforogénesis de los mutantes mad y car

Un corto pulso de luz azul libera la represién por CO2
de la macroforogénesis.

Galland y Russo (1979a) han estudiado la forogénesis de
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mutantes mad y del tipo silvestre en recipientes «cerrados:
sélo los mutantes madA_y madB exhibieron una fotoforogénesis
anormal, con umbrales 10 (madA) a 10° (madB) veces mds alto
que el de la estirpe silvestre. Los productos de los genes madA vy
madB estdn, por tanto, implicados en todas las fotorrespuestas
conocidas hasta el momento, tanto las que tienen lugar en el micelio

como en los esporangibforos.

Galland y Russo (1979a) demostraron que la intensidad luminosa
minima que revierte la inhibicién de la forogénesis provocada
por el cultivo en ambiente cerrado es mucho mayor en los mutantes C2
{(carA), C5 {carB), C9 {carR), C& {(carA carR), C171 (carA carR) y C173
(carB carR) que en el tipo silvestre. La estirpe B401, que acumula
mucho més Bg-caroteno que el tipo silvestre, exhibidé un umbral
normal. Estos resultados podrian interpretarse en el sentido de que
el pg-caroteno o un derivado suyo es el pigmento receptor en la
reversién de la inhibicién de la forogénesis causada por la
atmdsfera cerrada; no obstante, los mismos autores demostraron que
en realidad lo que ocurre es que los citados mutantes car son
supersensibles a la inhibicién por COo de la forogénesis. Se
ignora la causa de este fendmeno.

Naturaleza del fctorréceptor mad

Se sospecha, aunque no existe una prueba directa de ello, que
todas las fotorrespuestas citadas (fototropismo, fotomecismo,
fotocarotenogénesis, @ fotoforogénesis vy fotorreversidén de la
inhibicién de la forogénesis por COp ) comparten un mismo
fotorreceptor, ya que todas esas respuestas estdn simultdneamente
alteradas en los mutantes madA y madB.

Los espectros de accibén para el fototropismo y el fotomecismo
sugieren que el fotorreceptor es una flavina o un carotenoide. El
carotencide ha sido descartado porque los mutantes carentes
de B-caroteno presentan fotomecismo y fototropismo normales (Bergman
et al., 1973; Presti et al., 1977).

El coeficiente: de extincién molecular del fotorreceptor
coincide con el de la riboflavina (Lipson, 1975a y b). La
incorporacién, en lugar de riboflavina, de roseoflavina hace variar
el espectro de accidn para el fototropismo, coincidiendo con las
longitudes de onda, donde absorve la roseoflavina y no la riboflavina
{Otto et al., 1981). ’

Todas esas pruebas sugieren fuertemente que el fotorreceptor es
una flavoproteina. ’
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Una vez captado el impulso luminoso por el receptor
flavoproteico, tendria lugar un proceso de transduccién de la
sefial generada, transduccidén que en el caso de la fotocarogénesis
(Revuelta, 1981) y en el de la fotoforogénesis implicaria al 8-
caroteno o a un derivado suyo.

EFECTOS DEL RETINOL SOBRE PHYCOMYCES

El retinol ejerce notables efectos sobre el metabolismo y el
desarrollo de Phycomyces.

Retinol y carotenogénesis

Eslava et al. (1974) demostraron que el retinol incrementa la
cantidad de B8-caroteno acumulado por el tipo silvestre desde un nivel
basal de aproximadamente 60 ppm en agusencia de retinol hasta uncs
2000 ppm en su presencia. El retinol ejerce este efecto sin
convertirse directamente en B-caroteno. La estimulacidn por retinol
no tiene lugar en presencia de cicloheximida, un inhibidor de la
sintesis de proteinas.

El retinol estimula la carotenogédnesis de los mutantes carA,
cuyo nivel de B-caroteno pasa de 1 ppm o menos a entre 62 y 446 ppm
(Eslava et al., 1974).

En presencia de retinol los mutantes carB y carR siguen sin
acumular B-caroteno, pero las cantidades de precursores que acumulan
son mayores que en su ausencia. Asi, en medio con retinol los
mutantes carB y carR llegan a acumular entre 2400 y 6400 ppm de
fitoeno (1700 o 3300 ppm en su ausencia) y entre 3000 y 3500 ppm
de licopeno (1500-2500 ppm en su ausencia) respectivamente.

Los mutantes carS, que ya acumulan una cantidad anormalmente
alta de B-caroteno (entre 2500 y 4200 ppm) en ausencia de retinol,
acumulan aln mds B-caroteno (entre 4600 y 6500 ppm) en presencia

de retinol (Murillo y Cerdéd-Olmedo, 1976).

El efecto del retinol sobre la carotenogénesis de las estirpes
carB, carR y carS indica que la estimulacién por retinol

de la carotenogénesis no actla a través de la inhibicién por
producto final de dicha ruta.

Los mutantes carC responden normalmente al retinol (Revuelta,
1981). Murillo y Cerdéd-Olmedo (1978) han descrito que- la estirpe
S106 (car-102 carS42 (-)), que acumula grandes cantidades de
B-caroteno en ausencia de retinol debido a la mutacién carS, no
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acumula més g-caroteno en presencia de retinol, lo que los autores
atribuyeron @ que la mutacién car-102 haria a esta estirpe
insensible al efecto estimulador del retinol.

la estirpe S144 (carll31 (-))no tiene un nivel basal
anormalmente alto de g-caroteno y no responde al efecto estimulador
del retinol sobre la carotenogénesis (Roncero y Cerd4-Olmedo,
1982).

Retinol y forogénesis

Como dijimos antes, los mutantes car son supersensibles a la
inhibicién por atmésfera cerrada de la forogénesis. Galland vy
Russo (1979b) demostraron que la adicién de retinol suprime la
sensibilidad de los mutantes car a la inhibicidén de la
forogénesis sin afectar a la forogénesis del tipo silvestre.
Interpretaron este resultado postulando que el tipo silvestre de
Phycomyces sintetiza retinol a partir de B-caroteno y que el retinol
sintetizado controla la forogénesis; los mutantes car carecerian
de cantidades endbégenas suficientes de retinol y de ahi su
respuesta al retinol exdgeno.

En la figura 5 se representa un esquema formal que resume la
transduccién de las respuestas de Phycomyces a los agentes
fisicos y quimicos.

LA DESHIDROGENACION DE LOS ALCOHOLES
Las deshidrogenasas de los alcoholes

Las deshidrogenasas de los alcoholes (ADH; alcohol: NAD*
oxidorreductasa,E.C.1.1.1.1) primero descritas fueron unas enzimas
que catalizan la conversién de alcoholes primarios o secundarios
respectivamente en aldehidos y cetonas con simultdnea formacidn
de NADH a partir de NAD" y la liberacién de un protén al medio.
El esquema de la reaccidn es:

ADH

1-C-0H + NAD' — R]_gz=o + NADH + H'

vl
P i g St ¢

2 R2
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FIGURA 5.Esquema de la transduccidn sensorial en Phycomyces.
Los circulos representan entrada de estimulos, los
rectdngulos, genes implicados en la transduccidn de la

informacién, los rombos, respuesta a los estimulos y las flechas,
flujo de informacién.
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No se sabe si las transferencias del electrén y del &tomo de
hidrégeno al NAD* se realizan simultdneamente o no.

la reaccidn descrita es reversible;de hecho, en muchos
organismos la funcibén fisioldégica de la enzima ADH es catalizar
la sintesis de etanol a partir de acetaldehido, con el
consiguiente consumo de NADH. Estc reaccién es de gran importancia
fisiolégica para muchos organismos puesto que les permite
sintetizar ATP a partir de glucosa sin consumo neto de NAD™ en
condiciones anaerdbicas. En muchos organismos la fosforilacién a
nivel de sustrato es el Unico modo de producir ATP en ausencia de
oxigeno. El esquema de las reacciones es el siguiente:

glucosa
2 ATP
2 triosa-~P 2 etanol
2 NAD* 2 Co,
2 Pi
2 NADH+ 2 H*
2 1-3Di-P-glicerato ‘\\\\\ - 2 piruvato
4 ATP

Como se ve en el esquema, la conversién de piruvato en COp Y
etanol permite regenerar el NAD™ consumido en la formacién del” 1-
3-Di-P-glicerato.

Las deshidrogenasas del alcohcl son enzimas presentes— en una

amplia variedad de organismos, que incluyen todos los reinos
biolégicos. Dependiendo de su origen biolégico tienen diferentes
especificidades de sustratos alcohélicos; «asi algunas atacan

preferentemente a alcoholes de cadena corta y otras de cadena larga,
unas alcoholes primarios y otras secundarios, finalmente, algunas
deshidrogenasas atacan alcoholes con un niclec bencénico.

No todas las deshidrogenasas del alcohol utilizan NAD™ como
cofactor. De hecho existen tres closes de deshidrogenasas del
alcohol: las que wutilizan NADY (E.C.1.1.1.1); las que wutilizan
NADP* (E.C.1.1.1.2) y las que utilizan tanto NAD* como NADP*
(E.C.1.1.1.71).
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Se ignora si las deshidrogenasas que utilizan NAD™ cumplen una
funcién fisiolégica diferente de las que utilizan NADP*. Desde
luego las proporciones intracelulares NADY/NADH y NADP*/NADPH
pueden diferir mucho y los sistemas que controlan dichas proporciones
son independientes. Suele afirmarse que el NADPT interviene
preferentemente en reacciones anabdlicas y el NAD™ en reacciones
cotabdlicas.

La deshidrogenasa del alcohol de Phycomyces

Gleason (1971) publicéd un estudio sistemdtico de las
deshidrogenasas del alcohol de quince especies de Mucorales; en todos
los casos se trataba de enzimas dependientes de NAD". Hartz et al.
(1978) describieron la existencia de una actividad deshidrogenasa del
alcohol dependiente de NADPY en Phycomyces blakesleeanus. Aunque
este tipo de enzima se habia detectado anteriormente en hongos
Ascomicetos (Forrester y Gaucher, 1972; Gross y Zenk, 1969) su
presencia no se habia demostrado en Cigomicetos hasta el trabajo
pionero de Hartz y colaboradores. En dicho trabajo se describe como
los extractos de micelios de Phycomyces blakesleeanus exhiben un solo
electromorfo con actividad ADH y como el substrato éptimo es el
etanol (Tabla 1), que es el alcohol frente al cual la enzima muestra
una mayor velocidad mdxima y actividad relativa. '

Al germinar, las esporas de Phycomyces Lliberan al medio
piruvato, acetaldehido y etanol (Rudolph, 1960 y 1961); en este

trabajo presentamos pruebas a favor de que una de las funciones
fisiolégicas de la ADH dependiente de NADP* descrita por Hartz et
al. (1978) es llevar a cabo la fermentacién etandlica responsable
de dicha excrecién de etanol.

GENETICA DE LAS DESHIDROGENASAS DE LOS ALCOHOLES
Generalidades

En 1967, Megnet describib un método para aislar
selectivamente mutantes alterados en la sintesis del ADH en la
levadura Schizosaccharomyces pombe. Dicha técnica se basa en el
hecho de que la ADH cataliza la conversién del producto inofensivo
2-propen-1-0l (alcohol alilico) en la sustancia altamente téxica
2-propen-1-al {acroleina). Los individuos silvestres se suicidan en
presencia de alflico intoxicdndose con la acroleina que ellos
mismos sintetizan; los mutantes carentes de actividad ADH, o con un
nivel de dicha actividad mucho més bajo de lo nermal, pueden vivir
en presencia de alcohol alilico por no sintetizar acroleina y, en
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TABLA 1.Actividad de la deshidronenasa del alcohol
de P.blakesleeanus frente a diferentes sustratos.

Alcohol Actividad Km Velocidad
relativa aparente méxima

Metanol 0

Etanol 100 1.98x107° 164

1-Propanol ‘ 53 5.22x107¢ 86.8

1-Butanol 48 3.30x10~¢ 81.9

| -Pentenol 41 2.73x107° 65.5

1-Hexanol 33 2.51x107¢ 40.9

1-Heptanol 10 2.46x107% 16.3

2-Propen~1l-0l 66 - -

Esta tabla estd tomada de Hartz et al.,
1978. En la primerc columna se indica el sustrato;
en la segunda, la actividad relativa frente a ese
sustrato; en la tercera, la concentracién molar
de sustrato equivalente a la Km aparente de la
enzima y en la cuarta, la velocidad méxime
frente al sustrato en nmoles de NADPY reducido
por minuto.
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consecuencia, pueden ser fdcilmente aislados como mutantes
resistentes @ concentraciones de alcohol alilico que para el tipo
silvestre son letales.
Ry

En general, las sustancias en las que un grupo R2—C=O estd
conjugado con un doble o triple enlace son potentes agentes
alquilantes de proteinas. Cuando los correspondientes alcoholes se
incuban en presencia de la deshidrogenass del alcohol se convierten
en los aldehidos alquilantes pertinentes (Rando, 1972 y 1974).
Aunque la propia deshidrogenasa del alcohol acaba por ser inactivada
por alquilacién de su sitio activo, la mayor parte de moléculas
de aldehido escapan de su sitio de formacién y alquilan las
moléculas proteicas cercanas {(Alston et al., 1979; Rando, 1972), lo
que puede provocar la muerte celular. Asi, alcoholes como el 1-
penteno-3-ol y el 2-propenol (CHy=CH-CH,0H) son sustratos que inducen
el suicidio mediado por la ADH.

‘ la posibilidad de aislar especificamente mutantes alterados en
la estructura o la sintesis de una enzima constituye un desideratum
en los .estudios sobre la base genética del metabolismo y el
desarrollo de organismos eucariontes. No es pues de extrafiar gque la
técnica de Megnet haya sido aplicada a dos de los sistemas
eucariontes mds activamente estudiados: la levadura del pan y la
mosca del vinagre.

Estudios en la mosca del vinagre .
Grell et al. (1968) estudiaron el patrén electroforético de
bandas con actividad ADH (E.C.1.1.1.1) en rozas consanguineas de
Drosophila melanogaster. Detectaron dos tipos de homocigotos; ambos
exhibian tres electromorfos distintos con «actividad ADH, pero
diferian en la velocidad de migracién de las tres bandas.
Llamaron Fl1, F2 y F3 a las isoenzimas del homocigoto rdpido
(homocigoto FF) y S1, S2 y S3 o las del lento (homocigoto SS). Los
homocigotos FF y SS portan alelos diferentes de un mismo gen, el
locus Adh, que se sitla en la posicidn 50.1 del cromosoma II,
entre los genes el (alas "elbow"”) y el gen rd (quetas reducidas).

Grell y <colaboradores, cuyo trabcjo es anterior al de
Megnet,aislaron un mutante carente de actividad ADH irradiando con
rayos X machos homocigotos para el alelo ADH® y cruzdndolos con
hembras homocigotas el rd; entre varios miles de descendientes
analizados dos exhibieron alas anormales; analizados detalladamente
dichos individuos resultaron ser heterocigotos con un cromosoma II
normal y el otro, proveniente de su padre, portador de una delecidn
que incluia al gen el vy al gen Adh pero no al gen rd.
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El equipo de Grell aislé mds mutantes carentes de actividad

ADH inyectando metanosulfonato de etilo (EMS) a machos vy
cruzéndolos con moscas portadoras de la delecidédn citada parac a
continuacién estudiar, en cada descendiente de este <cruce, la
presencia o ausencia de actividad ADH. Se trata de un método
extremadamente laborioso puesto que es preciso analizar

“ bioquimicamente miles de individuos para detectar cada mutante
ADH™. '

Grell y colaboradores demostraron que los mutantes carentes de
actividad ADH son mds sensibles al etanol que las moscas
silvestres, lo que les permitid mejorar su sistema de aislar
mutantes ADH™: toda la descendencia de los machos tratados con el
agente mutagénico es puesta en presencia de etanol al 15% y si
mueren algunas moscas normalmente es porque el macho progenitor lleva
la mutacién deseada.

Aunque ya a partir de los trabajos de Grell y colaboradores se
dispuso de mutantes <carentes de actividad ADH en Drosophila
melanogaster, el estudio de la base genética de la sintesis de
dicha enzima mejoréd notablemente con la aplicacidn por Sofer vy
Hatkoff (1972) de la técnica de Megnet o Drosophila melanogaster.
Sofer y Hatkoff demostraron que concentraciones de l-penteno-3-ol que
matan a las moscas silvestres no afectan a los mutantes ADH™ de
Grell y colaboradores; luego, aislaron doce mutantes carentes de
actividad ADH entre catorce supervivientes al trotamiento con I-
penteno-3-0l de 10° moscas descendientes de otras mutdgenizadas con

EMS.

Los trabaojos citados hubieran fracasado si las moscas carentes
de actividad ADH no hubieran resultado ser viables y fértiles. La
mera existencia de los mutantes carentes de actividod ADH descritos
demuestra que dicha actividad enzimdtica, al menos en determinadas
circunstancias ambientales, no es indispensable para la vida. Ya
hemos sefialado que las moscas carentes de actividad ADH son
hipersensibles al efecto téxico del etanol; Vigue y Sofer (1976)
aprovecharon ese hecho para aislar revertientes dotados de actividad
ADH criando, en presencia de etanol, los descendientes del cruce
entre homocigotos ADH™ portadores de diferentes alelos del gen Adh;
Vigue y Sofer concluyeron que la seleccién con etanol debe servir
tanto para estudiar la recombinacidén intragénica en el locus Adh
como para aislar revertientes producidos por mutacién en dicho
locus. '

El disponer de métodos de seleccidn positiva y negativa para
el sistema de la ADH ha permitido analizar en profundidad tanto la
estructura del gen Adh como la regulacién de su expresién.
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durante el desarrollo de la mosca varia la expresidén del gen
Adh  (Ursprung et al., 1970): la actividad ADH se detecta en el
primer estadio larval, sube durante el desarrollo de la larva,
decrece en la pupa y vuelve a subir tras la eclosién, alcanzando el
médximo de actividad entre los <cinco y diez dias tras la
eclosién. Aunque es una proteina abundante, constituyendo el 1%
del total de las proteinas del adulto, no se encuentra en todos los
tejidos del individuo, faltando por ejemplo en los ovarios,
testiculos y gldndulas salivares. Los métodos genéticos de
seleccién de mutantes han permitido identificar tanto el gen
estructural como ciertos elementos genéticos reguladores de dicho
gen, de los que algunos actlan s8lo en “cis” y otros tanto en
“cis” como en "trans” (Thompson et al., 1977; McDonald y Ayala,
1978). Lo secuencia completa de aminodcidos del polipéptido que
dimeriza para fomar la ADH fue publicada por Thatcher (1980). En ese
afio Goldberg aisld el gen estructural de la ADH de Drosophila
melanogaster mediante el siguiente protocolo: aisld la poblacién
de moléculas de ARN del tipo silvestre, preparé ADNc marcado
radiactivamente a partir de dicha poblacidn con ayuda de la
polimerasa de ADN dependiente de ARN,y reanilld la poblacién de
ADNc asi lograda con fragmentos de ADN de Drosophila melanogaster
portados por el fago A . El ADNc proveniente de estirpes de
Drosophila melanogaster portadoras en homocigosis de la delecién
que incluye el gen Adh no reanillé con los clones del fago
portadores del gen de la ADH de la mosca, lo que permitid aislar
dichos clones. Goldberg obtuvo:ademéds una parte de la secuencia del
gen Adh describiendo la presencia de dos intrones en dicho gen.
Finalmente, Benyajoti et al. (1981) publicaron la secuencia completa
de nucledtidos del' gen Adh.

Estudios en la levadura del pan

la levadura del pan, Saccharomyces cerevisiae, posee tres
isoenzimas con actividad ADH; una de ellas, aunque codificada por un
gen nuclear, se encuentra en las mitocondrias; las otras, en el
citoplasma, siendo una constitutiva y la otra reprimible por glucosa.
La enzima citopldsmica constitutiva interviene en la fermentacién
etandlica, permitiendo regenerar el NAD*  consumido en la
glicolisis. La enzima citopldsmica reprimible por glucosa
interviene en el catabolismo respiratorio del etanol.

En 1968 Lutstorf y Megnet, mediante la técnica del alcohol
alilico, aislaron mutantes de levadura carentes de alguna de las
dos isoenzimas citopldsmicas y demostraron gue dichas isoenzimas
estén determinadas por genes distintos. En 1972 Cummings demostrd
que dichos genes no estdn ligados. Ciriacy (1975a) aisldé mutantes
de levadura carentes de actividad ADH constitutiva cultivando las
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células en presencia de glucosa y de alilico (1 mM) y demostrd,
por recombinacidn y complementacidén, que todos ellos estdn
afectados en el mismo gen, al que denominé adc. A partir de los
mutantes adc, aisld mutantes carentes de actividad ADH reprimible
por glucosa como supervivientes a alcohol alilico 10 mM cuando las
células se cultivan en glicerol como fuente de carbono; dichos
mutantes fueron denominados adr. A partir de los dobles mutantes adc
adr, Ciriacy aisld mutantes carentes de actividad ADH mitocondrial
como resistentes a alcohol alilico 50 mM.

El mismo Ciriacy (1975b) demostrd que el gen adr2 determina la
estructura de la ADH reprimible por glucosa mientras que el gen adri
regula la sintesis de dicha isocenzime y que ambos genes no estdn
ligados. A

Las estirpes adc-adm-adrl-ADR2Z <crecen mal en condiciones
aerdbicas con glucosa como fuente de carbono y no crecen en
anaerobiosis. Ciriacy (1976) aprovechd este fendémeno para aislar
mutantes con una regulacién alterada de la enzima reprimible por
glucosa como estirpes, con el genotipo indicado, que crezcan bien en
aerobiosis, con glucosa como dnica fuente de carbono. Aislé asi
mutantes en un tercer gen, el adr3, cuyo alelo mutante determina
sintesis constitutiva de la iscenzima normalmente reprimible por
glucosa, tanto sobre un fondo adrl como ADRI. El gen ADR3 actia
Gnicamente en “cis” respecto del ADR2, al cual estéd estrechamente
ligado. Como resumen de todos estos trabajos, Ciriacy concluyd que
el gen ADR1 determina la sintesis de un factor necesario para la
expresién del gen ADR2 y que el gen ADR3 seric el promotor del
gen ADR2. Ciriacy (1979) <confirmé dicha hipdtesis aislando
mutantes del gen ADRI que expresan constitutivamente el gen ADR2.

No todos los trabajos sobre las isoenzimas ADH de Saccharomyces
cerevisiae han sido realizados por Ciriacy. En 1975, Wills y Phelps
aislaron mutantes de Saccharomyces cerevisiae con la iscenzima
constitutiva alterada. Partiendo de estirpes “petites” que carecen de
ADH mitocondrial y buscando mutantes resistentes a alcohol alilico,
dichos autores aislaron estirpes con la isocenzima constitutiva capaz
de caotalizar la conversién de acetaldehido en etanol, pero que no
ataca al alcohol alilico. Wills (1976a y 1976b) aisld un nuevo
tipo de mutantes de levadura resistentes a alcohol alilico:
estirpes que no estdn alteradas aparentemente en ninguno de los
genes que controlan la isocenzima ADH pero que por tener alterads la
proporcidn NAD*/NADH resisten la accidn tdéxica de dicho
alcohol.
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Las secuencias de aminodcidos de las isoenzimas
citopldsmicas con actividad ADH fueron publicadas en 1979 por Wills
y Jérnvall; las secuencias difieren en quince posiciones de
doscientas ochenta vy <cuatro, mostrando, por tanto, wuna clara
homologia.

Utilizando el pldsmido YRp7, que lleva el alelo funcional del
gen TRP1 y es capaz de replicarse cutédnomamente en la levadura,
Williamson et al. (1980) construyeron una genoteca de Saccharomyces
portada por dicho pldsmido. Utilizando como aceptor una estirpe de
levadura auxétrofa para triptéfano y carente de la isoenzima ADH
constitutiva, aislaron plésmidos portadores del gen ADC, cuya
secuencia parcial de nucledtidos ha sido publicada por  dichos
autores.

Estudios en el maiz

El tercer organismo al que se ha aplicado con éxito la
técnica del alcohol alilico es el maiz, Zea mays. En el maiz
hay dos genes no ligados que determinan sendas isoenzimas con
actividad ADH (Freeling y Schwartz, 1973). En lo raiz primaria,
la actividad de ambas isoenzimas se ve notablemente incrementada por

la ausencia de oxigeno (Freeling, 1974); en cambio, el polen maduro
y el escutelo del embrién durmiente sélo expresan una de las dos
iscenzimas, la 1lamada ADH1. Freeling (1976) disend un

procedimiento de tincidn "“in vivo” de la actividad deshidrogenasa
del alcohol en granos de polen de maiz.

El alcohol alilico mata selectivamente los gametofitos dotados
de actividad ADH, no anulando la -viabilidad y fertilidad de los
eventuales granos de polen ADH™ presentes en la muestra [Schwartz y
Osterman, 1976; Cheng y Freeling, 1976). Se han aislado mutantes
carentes o subproductores de ADH] mutagenizando con rayos X, en la
planta, células maduras de polen, sometiendo el polen recolectado a
vapores de alcohol alilico y utilizando la muestra asi tratada
para fertilizar (Freeling y Cheng, 1978). Por este método se han
aislado mutantes portadores de pequefas deleciones que incluyen el
gen estructural de la enzima ADH! y mutantes reguladores que
controlan la expresién de dicho gen; no se han aislado aln
mutantes alterados en la secuencia de nucledtidos del gen
estructural.

Estudios en bacterias

Bajo condiciones anaerdébicas, la bacteria Escherichia coli

lleva a cabo la fermentacién etanblica (Dawes y Foster, 1956),
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convirtiendo el acetil-CoA en etanol. En el tipo silvestre, las dos
enzimas implicadas se sintetizan Onicamente en anaerobiosis; se han
aislado mutantes desreprimidos (adhC) en los cuales ambas enzimas se
producen durante el crecimiento aerobio (Clark y Cronan, 1980a
y b). El tipo silvestre puede crecer en presencia de alcohol
alilico siempre que haya oxigeno suficiente, pero es sensible a
dicho alcohol en ausencia de oxigeno. Los mutantes adhC son
sensibles al alcohol alilico tanto en presencia como en ausencia de
oxigeno. Lorowitz y Clark(1982) obtuvieron mutantes espontdneos
resistentes a alcohol alilico a partir de una estirpe adhC. Estos
mutantes carecen tanto de actividad deshidrogenasa del alcohol como
de deshidrogenasa del acetaldehido. Los mismos autores aislaron
mutantes  con resistencia termosensible al alcohol alilico
mutagenizando con EMS una estirpe silvestre. la  actividad
deshidrogenasa del alcohol de estos mutantes resultd ser
termosensible, asi como, en algunos de ellos, la actividad
deshidrogenasa del acetaldehido. Tanto los mutantes no
termosensibles como los termosensibles resistentes a alilico mapean
en el mismo sitio, definiendo el gen adhE, muy préximo al gen adhC.
En resumen, que el locus adh de E.coli contiene un sitio de control
"cis” dominante responsable de la represidén aerdbica de las dos
enzimas citadas, el llamado locus adhC, y el gen estructural de la
deshidrogenasa del alcohol, que de alguna manera también interviene

en la determinacién de la actividad deshidrogenasa del
acetoldehido.
Resumen

De todo lo dicho sobre la deshidrogenasa del alcohol se puede
concluir que:

- se pueden aislar mutantes afectados especificamente en la
sintesis o regulacién de la deshidrogenasa del alcohol utilizando

alcohol alilico;

- el empleo de dicha técnica ha sido muy eficaz en los cuatro
sistemas a los que se ha uplicado hasta ahora;

- puesto que Phycomyces posee actividad ADH, el método del alcohol
alilico deberia también ser eficaz aplicado a este organismo.
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ESTIRPES
Homocariontes

las estirpes silvestres del género Phycomyces wutilizadas en
esta tesis estdn en la tabla 2; los estirpes mutantes de
Phycomyces blakesleeanus que no han sido aisladas por nosotros en la
tabla 3; las obtenidas por nosotros en la tabla 4.

En todos los casos se ha empleado la nomenclatura genética
propuesta por Demerec et al. (1964). Las estirpes se designan con una
letra maylscula que indica el laboratorio donde fueron obtenidas,
seguida de un niémero de «aislamiento. Estas letras son A,
Departamento de Genética, Universidad de. Salamanca: B, Max Planck
Institute fir Molekulare Genetik, Berlin; C, California Institute
of Technology, Galifornia; H, University of Galifornia, Santa Cruz
(Galifornia); L, Department of Physics, Syracuse University, Syracuse
(New York); S, Departamento de Genética, Universidad de Sevilla.

los genotipos se indican mediconte tres letras min{sculas que
hacen referencia al tipo de mutacién, seguidas de wuna letra
maylscula que indica el gen y de un nimero que indica el alelo.
Las mutaciones car afectan a la sintesis de carotencides; mad, al
fototropismo; nic, a la sintesis de nicotinamida; "lys, a la
sintesis de lisina; dar, a la resistencia a 5-deazariboflavina;
adh, a la resistencia a alcohol alilico. El tipo sexual se indica
con el signo (+) o (=)

El origen de cada estirpe se indica dando la estirpe original vy
el mutdgeno utilizado para obtenerla (“NG"= N-metil-N'-nitro=N-
nitrosoguanidina; “UV"“= luz ultravioleta; "Esp”= espontdneo) o bien

las estirpes parentales separadas por el signo “x” para indicar
cruzamiento sexual.

TABLA 2.Estirpes silvestres de Phycomyces
utilizados en esta tesis.

Estirpe - Especie Se xo Aislada por
CBS149.24 nitens (+)

CBS188.27 blakesleeanus (¥) Blakeslee
NRRL1555 blokesleeanus (=)

Indoh1522 2 - H. Indoh
$271 2 Bandoni
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TABLA 3.Mutantes de Phycomyces blakesleeanus utilizados en
esta tesis aislados por otros autores.

Estirpe

A87
B34
2
C5
c9
C21
C68
Cc109
C149
171
L51
L72
5276
5283

5343

Genotipo

lysA401 (-)

nicAI01 (+)

carA5 (-)

carBl10 geo-10 (-)

carR21 (-)

madA7 (=)

madD59 (=)

madB101 ()

madD120 (-)

carA30 carR21 (-)

madA7 madB103 (=)

madA7 madB103 madCl19 (-)

carS42 (+)

carA5 carS42 nicAlQl (-)

carB10 dar-54 dar-55 geo-10 (-)

Origen

NRRL1555, UV
C269x5102
NRRL1555, NG
NRRL1555, NG
NRRL1555, NG
NRRL1555, NG
NRRL1555, NG
NRRL1555, NG
NRRL1555, NG

C?, NG

C303xC21

L2xL5]1
C242x(C115*5102)
C242x(C115*S102)

5265, Esp
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TABLA 4.Mutantes de Phycomyces blakesleeanus aislados por nosotros.

Estirpe

5291
5292
5293
S294
5295
S296
5297
S298
$S299
S300
S313
3314
S315
S316

S317

Genotipo

adh-1 lysA401 (-)

adh-2 carB10 dcr—54.dcr—55 geo-10 (-)

adh-3 lysA401 (-)

adh-4 1ys401 (:)

adh-5 carB10 dar-54 dar-55 geo-10 (-)

adh-6 carB10 dar-54 dar-55 geo-10 (=)

adh-7 nicAl01 (+)

adh-8 nicAl0l (+)

adh-9 nicAl0l (+)

cdh—iO carBl0 dar-54 dar-55 geo-10 (-)

adh-11 carBi0 dar-54 dar-55 geo-10 (-)

adh-12 qorB]O dar-54 dar-55 geo-10 (-)
~adh-13 lysA401 (-)

adh-14 nicAl01 (+)

carR21 (-)

adh-15

-50-

Origen

A87, ICR-170
$343, NG
A87, NG

A87, NG
S343, NG
S343, NG
B34, ICR-170
B36, NG
B34, NG
S343, NG
S343, NG
5343, NG
A87, NG

B34, ICR-170
C?, NG



cont. TABLA 4.

Estirpe Genotipo Origen

318 adh=16 carR21 (-) c9, NG

319 adh-17 carR21 (=) 9, NG

371 adh-33 (-) NRRL1555, NG
S381 adh-21 lysA401 (=) A87, ICR-170
5382 adh-22 lysA40] /(:) A87, ICR-170 -
$383 adh-23 1ysA401 (-) A87, ICR-170
5384 adh-24 lysA401 (=) A87, ICR-170
5385 adh-25 lysA401 (-) A87, NG
386 adh-26 lysA401 (-) A87, NG
5387 adh=27 nicAlOl (+) B36, ICR-170
s388 adh-28 nicAl0l (+) B34, ICR-170
s389 adh-29 nicAl01 (+) B3, ICR-170
$390 adh-30 nicAlOl (+) B36, NG
S391 adh-31 nicAl0l (+) B34, NG
$392 adh-32 nicAlO1 (+) B34, NG
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Heterocariontes

Los heterocariontes intrasexuales se obtuvieron por el método
microquirdrgico de QOotaki (1973). Los heterocariontes intersexuales
se obtuvieron mediante una modificacién del método de Cauger et
al. (1980), consistente en cultivar juntos dos micelios de distinto
sexos portadores de auxotrofias complementarias y transplantar la
cigosporas joévenes a medio minimo; los micelios que logran crecer
en medio minimo son obviamente heterocariontes protdtrofos.

En este trabajo sbdlo se han utilizado heterocariontes
obtenidos por nosotros; dichos heterocariontes figuran en la tabla 5,
en la que los genotipos de las estirpes en heterocariosis estdn
separados por un asterisco.

TABLA 5.Heterocariontes de Phycomyces blakesleeanus
utilizados en esta tesis.

Heterocarionte Genotipo

A87 *B34 lysA401 (:) * nicAl0] (:_)

AB7 *S297 lysA401 (:) * adh-7 nicAlQ] (:-_)
AB7%5298 lysA401 (-) * adh-8 nicAlOl (+)
AB7*5299 lysA401 (_—_) * adh-9 niéA]O] (j'_)
AB7*S316 lysA401 (-) * adh-14 nicAIQ1 (+)
A87*S387 lysAd01 (:) * adh-27 nicAilQ] (i)
A87*5388 lysA401 (:) * adh-28 nicAl0! (i)
A87*Sé89 lysA401 (:) * adh-~29 nicAlQ1 (_+_)
A87*35390 lysA401 (:) * adh-30 nicAl0] (:)
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cont.

TABLA 5.

Heterocarionte

A87*5391

AB7*5392

B36*5291

B36*5293

B36*5294

B36*S315

B36*S381

B36*5382

B36*S5383

B36*S384

B36*S385

B36*S386

C9*5292

C9*S295

C9*5296

C9*S300

C9*S313

C9*5314

Genotipo

lysA401
lysAd401
nicAlG1
nicAlQl
nicAlQ1l
nicAl01
nicAlO1
nicAlQ]
nicAl0]
nicAlQ]
nicAl01

nicAlQ1l

carR21 (=) *

carR21

carR2]1

carR21

carR21

carR21

*

"adh-1 lysA4Q1

adh-31 nicAl01 (+)

adh-32 nicAlO01 (+)

(-)

adh-3 lysA401 (-)

(-)

adh-4 lysA40]

adh-13 lysA401 (-)

adh-21 lysA401 (-)

adh-22 lysA401

adh-23 lysA401

adh-24 lysA401

adh-25 lysAd401

adh-26 lysA401 (-)

adh-2 carBl10 dar-54 dar-55 geo-10 {-)

adh -5 corB]O dar-54 dor-55 geo-10 (-)

adh-6 carBl0 dar-54 dar-55 geo-10 (-)

adh-10 carB10 dar-54 dar-55 geo-10

(-)

adh-11 carBl10 dar-54 dar-55 geo-10 (-)

adh-12 carB10 dar-54 dar-55 geo-10

(=)
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cont.

TABLA 5.

Heterocarionte

S291*5297
S291*5298
S291*5299
S291*S316
5291*5387
5291*5388
S291*5389
S291*S390
S$291*5391
S291*5392
5293*5298
S293*S316
5294*5298
S294*3S316
5257*5315
S5298*S8315
$5298*5381

S5298*5382

Genotipo

adh-1

lysA0l

adh-1

lysA401

adh-1

lysAd0]

adh-1

lysAd401

adh-~1

lysA401

adh-1

lysA401

adh-1

lysA40]

adh-1

lysA401

adh-1

lysAd0]

adh-1

lysA401

adh-3

lysAM01

adh-3

lysA401

adh-4

lysAd40]

adh-4

lysAd01

adh-7

nicAlQ1

adh-8

nicAlQ]

adh-8

nicAlQ]

nicAlQ1

adh-8
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adh-7 nicAlO1

adh-8 nicAl101

adh-9 nicAl01 (+)

adh-14 nicAl1Q1

adh-27 nicAl01 (+)

adh-28 nicAl0l (+)

adh=29 nicAlQ]

adh-30 nicAl0l (+)

adh-31 nicAl01 (+)

adh-32 nicAlQ1

adh-8 nicAl01 (+)
adh-14 nicAl0l (+)
adh-8 nicAl01 (+)

adh-14 nicAlQ]

adh-13 lysA01

adh-13 lysA401

adh-21 lysA401

adh-22 lysA401




cont.

TABLA 5.

Heterocarionte Genotipo

S298*3383
5298 %5384
S298*5385
S298*S386
S299*S315
S315*3316
S315*5387
S315*5388
S315*S389
S315*S390
S315*3391
S315*8392
S316*5381
S316*35382
S316+*S383
S316*5S384
S316*5385

S316*5386

adh-8 nicAlQ]

adh-8 nicAl01

adh-8 nicAl0]

adh-8 nicAl0]

adh-9 nicAl0]

adh-13 lysA401

adh-13 lysAd40]

adh-13 lysA401

adh-13 lysA40]

adh-13 lysA40]

adh-13 lysA401

adh-13 lysA401

adh-14 nicAlQ1

adh-14 nicAl0]

adh-14 nicAlQ1

adh~14 nicAlQ]

adh-14 nicAl0]

adh-14 nicAl10]1

(=) *
(=) *

adh-23 lysA401

adh-24 lysA401

adh-25 lysA401

adh-26 lysA401

adh-13 lysA40]

adh-14

nicAlQ}

adh-27

nicAlQ]

adh-28

nicAl0]

adh-29

nicAlQ1

adh-30

nicAl0Q]

adh-31

nicAlQ1

adh-32

nicAlOQ]l

adh-21

lysA40]

adh~22

lysA401

adh-23

lysAd0]

adh-24

lysA40]

adh-25

lysA40]

adh-26

lysA401
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METODOS DE CULTIVO
Medios de cultivo

Normalmente se utilizé el medio minimo Sutter IV (SIV)
(Sutter, 1975) que contiene glucosa, sales minerales y asparragina en
lugar de glutamina.

El medio SIV se suplementd, en algunos casos, con algunas de
las siguientes sustancias: extracto de levadura (0.1%); nicotinamida
(1 mg/l); lisina (200 mg/l); acetato de retinol emulsificado con
dimetilsulféxido (0.2%) y etanol (0.2%) o una concentracién final
de 200 mg/l o difenilamina disuelta en etamol (0.1%) a wuna
concentracién final de 75 uM. El extracto de levadura se adadibd
antes de autoclavar el medio; los demds productos se aRadieron
después de autoclavar el medio, siendo la lisina y la nicotinamida
esterilizadas por filtracidn.

Para el aislamiento de mutantes adh, el medio SIV se
suplementd con alcohol alilico (2-propen-1-o0l) a una

concentracién final de 50 mM. En algunos experimentos se empled
medio SIV suplementado con acroleina {(2-propen-l-al) a wuna
concentracidén final comprendida entre 1-100 pM.

Para lograr crecimiento c¢olonial se acidificé el medio a
pH=3.3 mediante una solucidn al 20% de ClH en agua.

- Los medios descritos son liquidos; cuando fue necesario se
empled medio sélido afadiendo agar (1.5%).

Condiciones de cultivo

El medio sélido se eché en cajas de pléstico transparente
de 8.5 cm de didmetro a razén de 25 ml de medio por caja. Las
cajas se mantuvieron bajo iluminacién continua en una cémara a

22°C.

El medio liquido se distribuyé en matraces de Erlenmeyer de
vidrio transparente de 250 ml tapados con algodédn, a razén de 100
ml de medio por matraz. lLos matraces se sometieron a una agitacidn
continua de 30 rpm en wun agitador orbital inclinado, bajo
iluminacién constante de 0.15 Wm~2 de luz blanca {equivalente a
0.05 W =2 de luz azul, medida <con un filtro 5-61, Corning
‘ Glossworks,oCorning, N.Y.) o en la oscuridad, en ambos casos en una
cdmara a 22 C.
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Los cultivos en medio liquido se iniciaron inoculando 50.000
esporas viables por mililitro, activadas por calor durante 15 minutos

a 48°C (Rudolph, 1960).

Los cultivos en medio sélido se iniciaron bien inoculdndo un
nimero adecuado de esporas viables previamente activadas como en el
caso anterior, bien trasplantando con unas pinzas estériles wun
trozo de un micelio preexistente.

MUTAGENESIS
Induccidn de mutaciones

las mutaciones se indujeron tratando con NG o ICR-170 esporas
activadas por calor.

En el oprimer caso, se afadidé 0.1 ml de wuna_ solucién
conteniendo 1 mg/ml de NG a una suspensidn de 107 esporas
activadas por calor en 1 ml de tampdn citrato-fosfato a pH=7.5
(Gomori, 1955). Las esporas se mantuvieron en contacto con el

mutdgeno durante 15 minutos, en oscuridad y agitacién continua. A
continuacién el mutdgeno se elimind lavando vy resuspendiendo
varias veces las esporas con agua estéril.

Para la mutagénesis con ICR-170 se siguié un protocolo
seme jante excepto que la concentracién final de mutdgeno en la
suspensidén de esporas fue de 20 ug/ml, que se empled tampén
fosfato pH=7.5 0.1 M y que el contacto entre las esporas y el
mutdgeno durd cuatro horas.

Aislamiento de mutantes resistentes a alcohol alilico

las esporas tratadas con uno u otro mutdgeno. se sembraron en
medio sélido sin alilico a razén de 10° esporas por caja y se
hicieron diluciones oportunas para determinar la supervivencia al
tratamiento mutagénico. Las esporas provenientes de los micelios
originados al germinar lus esporas mutagenizadas se recolectaron en
agua estéril, se lavaron varias veces y se sembraron en medio con
alcohol alilico a razén de 10° esporas por caja. Los micelios
que crecieron en el medio selectivo se transplantaron a medio de
nuevo selectivo para comprobar el fenotipo; las esporas provenientes
de los micelios resistentes se sembraron en medio selectivo y un
micelio proveniente de cada una de las cajas iniciales sembradas con
esporas mutagenizadas se aisld para experimentos posteriores
(Figura 6).
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FIGURA &é.Esquema del método de aislamiento de mutantes adh.
El método consta de las siguientes etapas: [, mutagénesis de
las esporas iniciales; [I, siembra de las esporas mutagenizadas en

medio no selectivo (cajas de reciclado); III, recoleccidén de las
esporas de las cajas de reciclado, las esporas de diferentes cajas
de reciclado no se mezclan; IV, inoculacién de las esporas

recicladas en medio selectivo; V, trasplante de un micelio de cada
una de las cajas de la colecciédn proveniente de una caja de
reciclado determinada o una <caja con medio selectivo; VI,
recoleccién de esporas provenientes de los micelios individuales
del paso anterior; VII, inoculacidn en medio selectivo de las
esporas aisladas en el paso anterior; VIII, trasplante de un Unico
micelio por caja de reciclado a .medio selectivo, este micelio se
conserva para estudios posteriores.
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LA DESHIDROGENASA DEL ALCOHOL
Medida espectrofotométrica de la actividad enzimética

Los micelios cultivados en medio liquido durante de 1 a 4
dias, en oscuridad o luz, se recogen sobre papel de filtro y se
lavan bien con agua destilada; a continuacidn se trituran por
maceracién a 4 C en un mortero con arena de mar lavada con
dcido y «calcinada; la pasta resultante se suspende en tampén
fosfato 0.1 M, pH=7.5, al cual se ha aRfadido 2-mercaptoetanol a una
concentracibén final de 1 mM. o suspensidn se centrifuga a
30000 g durante 15 minutos a 4 C y el sobrenadante se pasa a
través de wun papel de filtro, recogiéndose asi el llamado
"extracto crudo”. Dicho extracto crudo se emplea para medir la
actividad enzimdtica del modo que a continuacidn describimos.

La agctividad enzimética se midid a 259C, en un
espectrofotométro tipo Spectronic 2000, por el incremento de
absorbencia a 340 nm debida a la formacién de NADPH en la mezcla de
reaccién. La cubeta de control lleva 0.9 ml de tompén glicina-
pirofosfato 0.1 M, pH=8.3, 50 ul de una solucién de NADPT en agua
destilada para lograr una concentracién final en la cubeta de 2 mM,
50 W de agua y 50 ul de extracto crudo en su propio tampbdn. La
cubeta de reaccidén lleva lo mismo que la de control, excepto que no
lleva los 50 ul de agua y lleva 50 ul de etanol para lograr una
concentracién final de 0.8 M. En caso de que la actividad
enzimdtica presente en el extracto crudo sea tan alta que dificulte
lo medida, se realizan las diluciones pertinentes de dicho extracto
en tampén fosfato pH=7.5 0.1 M. La «actividad total méxima
admisible en el ensayo fue de 100 nmoles de NADP* reducido por
minuto (1 nmol de - NADP* reducido por minuto es una miliunidad de
enzima).

‘Lo concentracién de proteina se midid por el método de
Lowry et al. (1951). Lo actividaed especifica se da como el nimero
de miliunidades de enzima (miliU.E.) por miligramo de proteina
presente en el extracto crudo.

Purificacidn parcial de la deshidrogenasa del alcohol

Los extractos crudos descritos en el pardgrafo anterior
constituyen una mezcla compleja de biomoléculas y, por tanto, las
medidas de actividad enzimética en dichos extractos crudos pueden
sufrir una gran variabilidad incontrolable. Para mejorar la
regularidad de las medidas y para aumentar la actividad especifica
de las muestras, hemos puesto a punto un método de purificacidn
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parcial de la deshidrogenasa del alcohol.

Un volumen de extracto crudo preparado como se describid
" anteriormente se mezcla con entre 0.8 y 1.2 vollmenes de acetona vy
la mezcla se mantiene a 0 C durante treinta minutos para a
continuacidén centrifugarla a 5000 rpm durante veinte minutos. El
sobrenadante se descarta y el precipitado se resuspende en medio
volumen de tampdén fosfato 0.1 M pH=7.5 y se centrifuga a 5000 rpm
durante veinte minutos. Se recoge el sobrenadante y se utiliza para
medir la actividad enzimdtica segln el protocolo descrito en el
apartado anterior.

la tabla 6 da los resultados de mezclar un extracto crudo
inicial proveniente de la estirpe C5, que exhibid una actividad de
215 miliU.E. y wuna concentracién de proteina de 2.12 mg/ml, lo
gue da una actividad especifica de 101 miliU.E. por miligramo de
proteina, de mezclar, decimos, dicho extracto con los vollmenes
de acetona que se indican.

TABLA é.Actividad ADH tras purificacidn parcial
con acetona.

Acetona Actividad Concentracidn Actividad
enzimdtica de proteina especifica
% % %

0.8 15 7 . 0.09 4.2 167 165
0.9 125 58 0.12 5.7 1042 1032
1.0 145 67 0.17 8.0 853 845
1.1 148 69 0.20 9.4 740 733
1.2 152 71 0.22 10.4 691 484

En la primera columna se da la proporcién de volimenes de
acetona respecto a volumen de extracto empleado en la purificacidn;
en la segunda la actividad enzimdtica en miliU.E. y el % que dicha
actividad representa frente a la del extracto crudo; en la tercera
columna se da la concentracién de protefina en mg/ml y el % que
representa respecto a la inicial; en la cuarta columna se da la
actividad enzimitica especifica en miliU.E. por miligramo de
proteina y su % respecto o la actividad especifica del extracto
crudo.
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Como puede observarse, el incremento de actividad especifica
es mdximo cuando se emplea 0.9 volimenes de acetona por cada
volumen de extracto crudo; no obstante, puesto que el rendimiento de
la purificacién decrece rdpidamente si se emplean volimenes
inferiores de acetona, hemos preferido utilizar el mismo volumen de
acetona que de extracto crudo como método normal de trabajo. Con
dicho método se logra aumentar al menos ocho veces lao actividad
especifica de la muestra de ensayo y se hacen mds repetibles las
determinaciones de actividad.

Las actividades especificas en el extracto crudo y en el
precipitado con acetons son proporcionales, como puede observarse en
las figuras 7 y 8, donde representamos las actividodes especificas
de cultivos en luz y oscuridad de las estirpes C109 y Cl149 antes y
después de la purificacidn parcial con acetona.

Actividad enzimdtica en presencia de etanol o dimetilsulféxido

En algunos experimentos se afadié al medio de cultive etanol
(para solubilizar difenilamina) o etanol y DMSO (para solubilizar
acetato de retinol); en consecuencia hemos creido necesario comprobar
que dichos solventes no ejercen por si mismos efectos importantes
sobre la actividad especifica de la ADH. '

En la tabla 7 se da la actividad especifica de la ADH en
medios sin etanol ni DMSO, con uno u otro de dichos productos o con
ambos, a una concentracién del 0.2% de cada producto en todos los
casos. Como puede apreciarse en dicha taobla, el etanol y el DMSO
producen un ligero incremento de la actividad especifica de la ADH.
No obstante, dicho incremento es despreciable frente a las
variaciones de actividad ADH que describiremos en Resultados.

TABLA 7.Actividad especifica ADH en la estirpe
NRRL1555 cultivada con etanol o DMSO. |

Actividad ADH

Control DMSO Etanol Etanol +DMSO
30 35 80
60 90 110
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FIGURA 7.Actividad ADH antes y después de la purificacidn parcial
con dcetona en la estirpe CI09.

En el eje vertical se da la actividad ADH en miliU.E. por mg de
proteina; a la izquierda la del extracto purificado con acetona y g
la derecha la del extracto crudo. En el eje horizontal el tiempo en
dias. Los simbolos llenos indican cultives en oscuridad; los
vacios, en luz. Los <¢irculos se refieren a los extractos
purificados con acetona; los tridnguleos, a los extractos crudos.
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FIGURA 8.Actividad ADH antes y después de la purificacidn parcial
con acetona en la estirpe Cl149.
Esta figura se interpreta como la figura 7.
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Métodos electroforéticos

Para identificar los electromorfos con actividad ADH se partiéd
de micelios cultivados durante 62 horas, de los cuales se obtuvieron
extractos purificodos parcialmente con acetona, puesto que en ensayos
previos con extractos crudos se detectaron variaciones incontrolables
de la movilidad electroforética de la ADH, debidas probablemente a
la presencia de fragmentos de membranas o moléculas lipidicas en
el extracto; en los heterocariontes estudiados para detectar
complementacidén y durante la comprobacién del fenotipo ADH™ se
emplearon extractos crudos.

la electroforesis se realizé, segln modificecién  del
método de Hartz et al. (1978), en placa vertical conteniendo un
gradiente del &6 al 16% de poliacrilamida, precedido de un gel
espaciador al 4%. El gel se prepard mezclando ClH-histiding,

0.029 M, concentracién final; TEMED 0.03% (v/v) concentracién
final y glicerol 20% (v/v) concentracién final y ajustando la
mezcla a pH=? con NaOH 1 M. Se wutilizé persulfato aménico para
acelerar la polimerizacién de la -~ acrilamida. El tampén del

electrodo contiene d4cido bérico a una concentracién final de
0.03 M ajustado a pH=? con 1 M de NaOH. Las dimensiones del gel son
0.15 cm de grosor, 13.5 cm desde el borde izquierdo al derecho y 10.5
cm desde el extremo de origen al extremo final del gel. La intensidad
de corriente en la placa fue de 20 mA. Se utilizé azul de
bromofenol para reconocer el frente de migracién. Los posibles
electromorfos con actividad ADH se tifieron por inmersién del gel en
una solucién con 50 ml de tampén glicina-pirofosfato 0.1 M
pH=8.3, vy, disuveltos en agua, los siguientes productos; 2 ml de
nitrobluetetrazolium (NBT) a 54 mg/ml, 0.5 ml de metasulfato de
fenazina (PMS) a 3 mg/ml, 0.6 ml de Tween-80 al 10% (Worsfold et al.,
1977), NADP* a una concentracidn final de 1 mM y 2 ml de etanol.

Lo tincién de proteinas se llevd a cabo por inmersidn
del gel en una solucién de d4dcido perclérico en agua a una
concentracién de 35 g/l a la que se le afade azul de Coomassie G250
hasta una concentracién final de 0.2 g/l; esta solucidn se
mantiene en agitacidén durante una hora y se pasa primero a través
de un papel de filtro y después a través de un filtro Millipore
nimero de catdlogo HAWP29325, segén una modificacién del
método de Reisner et al.(1975).

Concentracidén de glucosa en el medio de cultivo
La glucosa remanente en el medio de cultivo, despues de crecer
en &l durante 1, 2, 3 6 4 dias la estirpe correspondiente, se

midié enzimdticamente con un analizador de glucosa marca Yellow
Springs Instrument, modelo 27.
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REGULACION POR LUZ DE LA DESHIDROGENASA DEL ALCOHOL
Generalidades

. Como ya sefialamos en la introduccién, autores precedentes han
demostrado que el metabolismo de Phycomyces varia de la luz a la
oscuridad. Concretamente, el metabolismo del piruvato hacia lactato
es mds intenso en micelios cultivados en oscuridad que en luz.
Puesto que la ADH puede intervenir en la conversién de piruvato en
etanol, nosotros hemos investigado si también esta ruta
metabélica depende de las condiciones de iluminacién. Para ello
hemos medido la actividod especifica de la ADH en micelios
cultivados en la oscuridad o bajo iluminacién constante de 0.15
Wm™" de luz blanca durante 1, 2, 3 4 4 dias.

En estos experimentos se estudid simultdneamente la
cinética de consumo de glucosa en la luz y en la oscuridad.

Fotorrepresién de la ADH en el tipo silvestre

Los resultados referentes a la estirpe NRRL1I555 estén en la
figura 9. Los valores del nivel de ADH de los micelios cultivados a
la oscuridad son claramente mayores que los correspondientes valores
de los micelios cultivados a la luz. Nosotros hemos denominado a esta
nueva fotorrespuesta de Phycomyces como “fotorrepresién de la ADH”,
sin que esta denominacidén prejuzgue el mecanismo molecular por el
que llega a establecerse la diferencia entre los valores a lc luz y a
la oscuridad. !

En la figura 9 también se observa que, tanto a la luz como a
la oscuridad, la actividad especifica ADH decrece desde el segundo
al cuarto dia; otros datos no presentados aqui demuestran que la
actividad ADH se anula, tanto a la luz como a la oscuridad, a partir

—del quinto dia de cultivo.

La dependencia del nivel de ADH con el tiempo de cultivo es
diferente en la luz que en la oscuridad: los micelios cultivados sin
luz presentan un méximo de la actividad especifica entre el
primer y tercer dia, méximo ausente en los cultivos iluminados.
Puesto que en las esporas sélo se detectan trazas de actividad ADH
(datos no publicados), sospechamos que en los micelios iluminados se
alcanza un méximo de actividad entre las cero y veinticuatro horas
de cultivo. Es posible que el retraso en alcanzar el mdximo de los
cultivos en la oscuridad respecto a los de la luz esté relacionado
con el hecho de que en la oscuridad hay mucha més actividad ADH que
en la luz.
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FIGURA 9.Fotorrepresidn de la ADH en la estirpe NRRL1555.

En el eje vertical izquierdo, la actividad ADH en miliU.E. por
mg de proteina. En el eje vertical derecho el % de la
concentracidén de glucosa inicial que queda en el medioc de cultivo.
En el eje horizontal el tiempo en dias. Los simbolos llenos se
refieren a los cultivos en la oscuridad; los vacios, a los cultivos
iluminados. Los cuadrados se refieren a la concentracién de glucosa
en el medio; los circulos a la actividad ADH.
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No concedemos gran importancia a la forma exacta del perfil
temporal de la actividad ADH en luz y en oscuridad; la
determinacién de la forma exacta del perfil temporal de Ila
actividad ADH exigiria medir dicha actividad @ intervalos
temporales mucho mds cortos a los empleados en este trabajo (cada
dos horas por ejemplo).

Lo cinética de consumo de glucosc es la misma a la luz que a
la oscuridad.

Fotorrepresidén de la ADH en la estirpe C149

La estirpe Cl149 (madD120) exhibe un fenotipo anormal para varias
fotorrespuestas diferentes. Fue aislada por Bergman et al. (1973)
sembrando esporas activadas por calor en medio normal y afadiendo,
tras 48 horas de crecimiento NG a la caja de cultivo; las esporas
provenientes de los micelios que crecieron en la caja se trataron con
una dosis de rayos X que permitidé una supervivencia de alrededor
del 10%. Se tratd, por tanto, de un fuerte procedimiento
mutagénico y no seria sorprendente que Cl49 fuera portador de
varias mutaciones diferentes.

En pruebas fototrépicas la estirpe C149 fue lo Unica entre
las 25 estirpes mutantes analizadas por Bergman et al. (1973) que no
respondié en absoluto a la luz en todo el rango de intensidades
luminosas probados; en consecuencia, carece de sentido hablar para el
fototropismo de esta estirpe de intensidad luminosa umbral.

Sin embargo la estirpe Ci49 no es completamente insensible
a la luz, puesto que exhibe una fotocarotenogénesis y una
fotoforogénesis que Bergman y colaboradores juzgaron normales.

Como la estirpe Cl149 exhibe un geotropismo y un fugotropismo
mucho mds lentos que los del tipo silvestre , fue incluida por
Bergman y colaboradores en la clase fenotipica 2, con otros
mutdntes presumiblemente afectados en el mecanismo efector de los
tropismos.

Segin Ootaki et al. (1974), la estirpe Cl49 estd mutada en
el gen madD; todos los mutantes hasta ahora analizados en ese gen
estén incluidos en la clase fenotipica 2.

Jayaram et al. (1980) observaron que la fotocarotenogénesis de
la estizfe C149, en condiciones de alto flujo luminoso, (200-
3000 jm™“) es anormal, ya que, aunque el flujo al que se satura la

respuesta es el mismo para la estirpe silvestre que para la estirpe
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C149, la respuesta méxima de la estirpe C149, alcanzada a dicho
flujo saturante, es sélo el 75% de la respuesta méxima del tipo
silvestre. Los datos iniciales de Bergman et al. (1973) fueron que la
concentracidn de B-caroteno del tipo silvestre pasé de 48 ppm en
la oscuridad a 571 ppm en la luz, incrementdndose en 523 ppm y que,
por su parte, la concentracién de pg-caroteno de la estirpe C149
pasé de 70 ppm en la oscuridad a 461 ppm en la luz,
incrementdndose en 391 ppm, lo que representa un 75% del incremento
de la estirpe silvestre; en este sentido los resultados de Bergman y
colaboradores y de Jayaram y colaboradores no son contradictorios.

En los resultados de Bergman et al. se indica Unicamente si la
estirpe bajo estudio exhibidé o no <control por luz de la
forogénesis, (de ahi que consideraran normal a la estirpe Cl149).
Cuando  Lépez-Diaz y Cerd4-Olmedo (1981) analizaron detalla-
damente la inhibicién por luz de la microforogénesis, encontraron
que la estirpe C149 produce en la oscuridad un 15% del nimero de
micréforos producidos por la estirpe silvestre y que Cl49 no
produce micréforos a ninguna de las intensidades luminosas
estudiadas; asi, por ejemplo, a wuna intensidad JO”] Wm™<,
inferior al wumbral fototrépico silvestre, la estirpe silvestre
produjo  un 40% del nimero de micréforos producidos a la
oscuridad, mientras que la estirpe Cl49 no produjo ningdn
micréforo. De estos resultados puede concluirse que la
microforogénesis de la estirpe Cl149 es totalmente anormal.
Desgraciadamente, no se publicaron datos sobre la macroforogénesis
de esta estirpe. '

Galland y Russo (197%9a) estudiaron la fotoforogénesis en
mutantes alterados para el fototropismo y descubrieron que en la
estirpe silvestre el nlmero de macréforos producidos por el
micelio aumenta mondtgonamente con la intensidad luminosa en el

rango de 0 a 6 Wm™ {1 minuto de irradiacidn con luz azul)
mientras que en la estirpe Cl149 el niémero de macréforos aumenta
con la intensidad luminosa en el rango de 0 a 6x107% Wm™% vy

disminuye al aumentar la intensidad luminosa por encima de dicha
intensidad critica. En resumen que la estirpe Cl149 exhibe wuna
fotoforogénesis, una fotocarotenogénesis y un fototropismo
anormales.

Cohen (1974) publicé que tras la captacién de un estimulo
luminoso tiene lugar un decrecimiento transitorio del nivel de AMPc
en los esporangiéforos del tipo silvestre; la concentracién baja
hasta el 40% de su valor inicial, recuperando dicho valor inicial a
los dos minutos tras la estimulacién.
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Cohen y Atkinson (1978) publicaron que la fosfodiesterasa del
AMPc  (E.C.3.1.4.17) de Phycomyces se activa con la luz azul,
especialmente en presencia de GTP, postulando que dicha enzima
interviene en la transduccién de la sefal luminosa. Segin Cohen
(1978) la estirpe C149 es anormal en dos sentidos:

~ no presenta decrecimiento transitorio de AMPc tras recibir una
estimulacién por luz y;

- posee una fosfodiesterasa anormal, cuya actividad depende del pH de
una forma distinta que la del tipo silvestre, permaneciendo activa a
valores de pH superiores a 7.8, a los que la actividad de la del tipo
silvestre decrece notablemente.

Los resultados de Cohen han sido criticados desde dos puntos de
vista. Leutwiler y Brandt (1982) han comunicado que no observaron
variaciones en las concentraciones de AMPc en los esporangiéforos
de Phycomyces tras la iluminacién. Nétese que la fosfodiesterasa
de la estirpe C149 puede ser anormal sin que ello implique que la
variacién de AMPc tras el estimulo luminoso descrita por Cohen
sea real. Reddy (1980) realizéd un estudio sistemdtico de la
fosfodiesterasa de AMPc en el tipo silvestre y una coleccién de
mutantes mad de Phycomyces, observando que la actividad de dicha

enzima es anormalmente baja en la estirpe C21 (madA7); posteriormente
Galland y - Reddy (1982) demostraron por experimentos de

recombinacién gque la  mutecién que confiere la  actividad
fosfodiesterasa anormal a la estirpe C21 va en un gen distinto, el
pde, del gen madA; también encontraron que la mutacién pde por
s{ sola no altera el fototropismo, aunque no probaron si altera o
no otras fotorrespuestas.

Estos resultados sugieren que también en el caso de la estirpe
C149 hay dos mutaciones distintas, una en el gen madD y otra en otro
gen, quizds el pde, responsable de la fosfodiesterasa.

Los resultados referentes a la actividad especifica ADH en la
estirpe C149 estdn en la figura 10.

la cinética de consumo de glucosa es la misma en la luz que en
la oscuridad y similar o la del tipo silvestre.

Lo actividad ADH de los micelios iluminados es, durante el
primer y segundo  dia de cultivo mucho mayor que los
correspondientes valores de la estirpe silvestre. Ademds, el perfil
temporal de la actividad ADH de la estirpe Cl149 en la luz es
claramente diferente al de la estirpe silvestre; mientras que en la

-70-



10001 -100

5004 50

100+

| | | )

1 2 3 b

FIGURA 10.Fotorrepresidén de la ADH en la estirpe C149.
La interpretacién es idéntica a la de la figura 9.

71-



estirpe Cl149 el mdximo de actividad se alcanza al segundo dia de
cultivo en la estirpe silvestre suponemos que se alcanza antes del
primer dia de cultivo.

Esta diferencia entre el comportamiento a la luz de la estirpe
Cl149 y de la estirpe silvestre puede tener cualquiera de los dos
siguientes origenes:

- que la estirpe Ci49 tenga una fotorrepresién de la actividad ADH
anormal, dg modo que se comporte a la luz como el silvestre a la
oscuridad;

- que la actividad ADH de la estirpe C149 sea mucho més alta que la
del tipo silvestre; en este caso el retraso en alcanzar el méximo a
la luz se deberia, al igual que hemos postulado para la estirpe
silvestre, al propio hecho de que la actividad es mucho mds alta.

Lo actividad ADH de la estirpe Cl149 a la oscuridad sugiere que
la segunda alternativa es la correcta. En efecto, por una parte, en
la oscuridad, los valores de la estirpe C149 son mayores que los
correspondientes de la estirpe silvestre y, por otra parte, al tercer
dia de cultivo el valor de la actividad ADH de la estirpe Cl149 en
la oscuridad es mucho mayor que en la luz; este segundo hecho seria
inexplicable si la estirpe C149 no respondiera a la luz.

En resumen, postulamos que la estirpe C149 tiene tanto a la luz
como a la oscuridad unmae actividad ADH superior a la del tipo
silvestre en esas condiciones, y que la mutacién madD no influye en
la fotorrepresidén de la ADH; para confirmarlo hemos estudiado la
actividad ADH en otra estirpe madD constando los resultados en el
pardgrafo siguiente. -

Ignoramos si esta alteracién de la actividad ADH en la estirpe
C149 estd relacionada o no con la alteracién de su actividad
fosfodiesterasa.

Fotorrepresidén de la ADH en la estirpe C68

Los resultados referentes a la fotorrepresién de la actividad
ADH en la estirpe (68 estdn en la figura 11. Se observa que la
cinética de consumo de glucosa es igual a la luz que a la oscuridad
y similar a la del tipo silvestre.

Los valores de la actividaed ADH de los micelios cultivados a lo‘

oscuridad son, en todos los casos, mayores que los pertinentes
valores a la luz, por lo que concluimos que la fotorrepresién de la
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FIGURA 11.Fotorrepresidn de la ADH en la estirpe C48.
Lo interpretdcidn es idéntica a la de la figura 9.
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actividad ADH es normal en la estirpe Cé8. En consecuencia parece
légico descartar que la anomalic observada en la estirpe Cl149 se
deba a la mutacién madD.

Se ignora si las alteraciones de la fotoforogénesis vy
fotocarotenogénesis de la estirpe Cl149 estén causadas por su
mutacién madD; si no fuera asi podrian mantenerse los esquemas
habituales sobre la transduccién sensorial en Phycomyces, en los
cuales la salida hacia fotocarotenogénesis y fotoforogénesis es
previa a la intervencidn del producto del gen madD. En este caso,
la hipdétesis mds sencilla seria suponer que la estirpe (149
lleva una segunda mutacién que altera simultdneamente varias
respuestas distintas del fototropismo, clterado por la mutacién
madD. Se ignora si esta hipotética segunda mutacién es la misma o
no que la que origina la alteracidén de la fosfodiesterasa de Cl149.

Fotorrepresidén de la ADH en la estirpe C109

Segin Bergman et al. (1973) la estirpe Cl109 pertenece
a la clase fenotipica 1, presentando fotocarogénesis y
fotoforogénesis anormales y un umbral fototrépico mucho mayor que
el del tipo silvestre, aungue inferior a la intensidad luminosa
empleada en este trabajo.

A la intensidad empleada por nosotros, la estirpe Cl109 presenta
una fotocarotenogénesis reducida (Lépez-Diaz y Cerdd-Olmedo,
1980) y no se cura de la inhibicién de la fotoforogénesis
producida por el cultivo en atmésfera cerrada (Golland y Russo,
1979%9a). '

Los resultados referentes o la fotorrepresién de la actividad
ADH en la estirpe C109 estén en la figura 12.

La cinética de consumo de glucosa es la misma en luz que en
oscuridad y similar a la del tipo silvestre.

Los valores de la actividad ADH de los micelios cultivados a la
luz son menores que los correspondientes o la oscuridad, lo que
sugiere que el gen madB no estd implicado en esta fotorrespuesta.

No obstante, no cabe descartar taxativamente que el gen madB no
esté implicado en la fotorrepresién de la .actividad ADH puesto
que pudiera ocurrir que estemos trabajando a una intensidad luminosa
mucho mayor que el umbral de esta fotorrespuesta.
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FIGURA 12.Fotorrepresidn de la ADH en la estirpe CI09.
Lla interpretacién es idéntica a la de la figura 9.
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Puede observarse que los perfiles temporales de la actividad ADH
en los micelios cultivados a la luz y a la oscuridad no son
idénticos a los del tipo silvestre; asi, la caida de actividad
entre el primer y segundo dic a la luz es mds pronunciada que la
del tipo silvestre y el pico de actividad entre el primer y tercer
dia de cultivo a la oscuridad menos pronunciado que el del tipo
silvestre. Creemos, por las razones expuestas en pardgrafos
anteriores, que las diferencias de los detalles de los perfiles
temporales de las diversas estirpes mutantes y del tipo silvestre no
indican que las mutaciones bajo estudio intervenga en la
fotorrepresién de la ADH. '

Fotorrepresién de la ADH en la estirpe C21

Lo estirpe C21 presenta fugotropismo normal pero fototropismo y
fotoforogénesis anormales, siendo su umbral fototrépico menor que
la intensidad de luz utilizada en este trabojo (Bergman et al., 1973;
Cotaki et al., 1974). A 0.05 Wn’z de luz azul 1lao estirpe C21

presenta una fotocarotenogénesis (Lépez-Diaz y Cerdé-Olmedo,
1980; Jayaram et al., 1980), una fotomacroforogénesis y una
reversién por luz de la inhibicién de la macroforogénesis por
atmésfera cerrada reducidas (Galland y Russo, 197%9a) pero wun
fototropismo (Lipson y Terasaka, 1981) y una inhibicidén por luz de
la macroforogénesis normales {(Lépez-Diaz y Cerdé-0lmedo,
1980).

Los resultados referentes a la fotorrepresién de la ADH de la
estirpe (21 estdn en la figura 13. La cinética de consumo de
glucosa es la misma en luz que en oscuridad y similar a la del tipo
silvestre.

Los valores de la actividad ADH de los micelios cultivados a la
oscuridad son mayores que los correspondientes valores a la luz.

Estos resultados permiten afirmar que o bien el gen madA no
estd implicado en la fotorrepresién de la ADH, o bien 0.05 Wm~
es una intensidad de luz azul muy superior a la intensidad umbral de
dicha fotorrespuesta y ya saturante. Puesto que para el fototropismo
y la fotomicroforogénesis la segunda alternativa es la correcta,
los resultados expuestos en este pardgrafo no permiten resolver el
dilema.

Respecto a la ausencia de un pico prominente de actividad entre

el primer y tercer dia de cultivo a la oscuridad, valen los
comentarios hechos para la estirpe C109.
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FIGURA 13.Fotorrepresién de la ACH en la estirpe C21.
La interpretacién es idéntica a la de la figura 9.
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Como ya dijimos, la estirpe C21 lleva la mutacién pde-1 que
determina una octivided fosfodiesterasa anormalmente baja; dicha
mutacién no parece ejercer alteraciones importantes en la
fotorrepresién de la ADH.

Fotorrepresidn de la ADH en la estirpe L72

Los genes madA y madB intervienen en todas las fotorrespuestas
de Phycomyces conocidas hasta este trabajo.

Lipson et al. (1980) construyeron las 21 combinaciones posibles
de dobles mutantes madX madY, (donde X e Y designan dos letras
distintas desde la A a la ), v el triple mutante madA madB madC,

estirpe L72.

Lipson y Terasaka (1981) estudiaron el fototropismo en los
dobles mutantes madX madY y en L72, observando que esta estirpe no da
respuesta fototrépica alguna _a intensidades de luz  azul
comprendidas entre 0.001 y 1.6 Wm=2.

Jayaram et al.{1980) estudiaron la fotocarotenogénesis de la
estirpe L72, observando una respuesta mucho menor que la del tipo
silvestre a una intensidad de luz azul de 0.06 Wm™=.

Los resultados referentes a la fotorrepresién de lo actividad
ADH en la estirpe L72 sometida a_una intensidad de 0.15 Wn=2 de luz
blanca (equivalente a 0.05 Wm™% de luz azul) estén en la figura
14, :

Los valores de la actividad ADH de los micelios cultivados a la
luz son claramente menores que los correspondientes valores de los
micelios cultivados a la oscuridad.

Puesto que estamos trabajando a una intensidad luminosa a
la que la estiﬁpe L722 no presenta fototropismo y presenta una
fotocarotenogénesis extremadamente reducida, interpretamos nuestros
resultados en el sentido de que el sistema mad no esta implicado en
la fotorrepresién de la ADH. T

De confirmarse lo anterior, la fotorrepresién de la ADH
seria la primera fotorrespuesta conocida de Phycomyces en la que no
intervendria el sistema mad.

la cinética de consumo de glucosa en la estirpe L72 es la
misma a la luz que a la oscuridad. lLa forma de la dependencia del
consumo de glucosa con el tiempo de cultivo es similar a la de la
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Figura 14.Fotorrepresidn de la ADH en la estirpe L72.
la interpretacién es idéntica a lc de la figura 9.
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estirpe silvestre; sin embargo, la estirpe L72 consume la glucosa .
mds rédpidamente de lo normal; asi mientras que la estirpe
silvestre habia consumido al segundo dia de cultivo el 40% y al
tercer dia de cultive el 57% de la glucosa inicial, lao estirpe L72
consumidé durante los dos primeros dias el 50% y durante los tres
primeros dias el 77% de la glucosa inicial. Ignoramos el posible
significado fisiolédgico de esta aceleracién metabdlica de la
estirpe L72; en cualquier caso, cuando se comparan los resultados
referentes al consumo de glucosa con los referentes a la actividad
especifica ADH, se ve que ambos pardmetros fisiolégicos no
estdn correlacionados. ‘

Fotorrepresién de la ADH en la estirpe L51

la estirpe L51, portadora de las mutaciones madA7 y madB103,
(Lipson et al., 1980) exhibe wuna fotocarotenogénesis y un
fototropismo extremadamente reducidos a altas intensidades luminosas
(Jaoyaram et al., 1980; Lipson y Terasaka, 1981).

Los resultados referentes a la fotorrepresién de la ADH para
esta estirpe estan en la figura 15.

Lo cinética de consumo de glucosc es la misma en luz que en
oscuridad y similar a la del tipo silvestre.

Los valores de la actividad ADH de los micelios cultivados a la
luz son menores que los correspondientes a la oscuridad.

Este resultado confirma que los genes madA y madB no estdn
implicados en la fotorrepresién de la ADH.

Puesto que el comportamiento global de la estirpe L51 es muy
similar al de la estirpe L72, confirma también que el gen madC no
juega ningin papel en la fotorrepresién de la ADH.

La estirpe L51 proviene del cruzamiento de la estirpe C303 con
la C21 cuya mutacién madA7 conserva; la estirpe L72 proviene del
cruzamiento de la L5171 con la L2 y también lleva la mutacién
madA7; tanto en C21 y L51 como en L72, la actividad ADH al
segundo dia de cultivo en la luz es ligeramente superior que al

primer dia de cultivo; ignoramos el alcance de esta observacién.

Nuestros resultados sobre la influencia de la luz en la
actividad ADH concuerdan con los obtenidos por Sandmann y Hilgenberg
(1979) 'y Hilgenberg y Sandmann (1977) sobre variaciones del
metabolismo del piruvato con las condiciones de iluminacidn. Dichos
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Figura 15.Fotorrepresién de la ADH en lo estirpe LS5I.
La interpretacidn es idéntica ¢ la de la figura 9.
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autores han mostrado que en la oscuridad las reacciones que
convierten piruvato en lactato y alanina son mds activas que en la
luz; nuestros resultados indican que en la oscuridad la conversidn
de piruvato en etanol es asimismo mds activa que en la luz.

Efecto directo de la luz sobre la ADH

Para comprobar si hay o no una inactivacién directa de la ADH
por la luz hemos estudiado la actividad total de la ADH en extractos
crudos y parcialmente purificados con acetona de micelios de la
estirpe L72 tras dos dias de cultivo en la oscuridad. Dos extractos
de cada tipo se mantuvieron a la oscuridad y otros dos se iluminaron
con luz blanca de una intensidad de 0.6 Nn”z, determindndose la
actividad total ADH a diferentes tiempos tras la obtencién del
extracto. Los resultados, obtenidos con una intensidad luminosa
cuatro veces mayor que la empleada en los experimentos “in vivo”,
figuran en la tabla 8. Llos resultados indican que no hay una
inactivacién directa de la ADH por la luz, al menos durante las
primeras horas de tratamiento. Estos resultados no permiten descartar
que, en periodos mds largos, la luz no inactive directamente la
ADH; en cualquier caso, el perfil temporal de la ADH en la oscuridad
es, obviamente, independiente de cualquier posible efecto directo de
la luz sobre la enzima, luego la caida que se observa a partir del
segundo dia de cultivo es fisiolégica.

TABLA 8. Influencia directa de la luz sobre la actividad ADH

tiempo , Actividad ADH
A B

0 ] 1
0.5 ]
] 1
1.5 1.07
2.5 1 0.97
3.5 1.09
4.5 0.98
5.5 0.97
6.5 0.97

En la primerc columna se da el tiempo de exposicidn
del extracto a la luz en horas. En la columna A se da
el cociente entre lo actividad total ADH al tiempo
correspondiente y al tiempo 0 para los estractos crudos vy
en la columna B lo mismo para los extractos purificados
parcialmente con acetona.
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CAROTENOGENESIS Y ADH

Como dijimos en la introduccién, algunas mutaciones car
ejercen un efecto pleiotrbépico sobre diversas fotorrespuestas de
Phycomyces, como la fotocarotenogénesis (Revuelta, 1981) y la

fotoforogénesis en ambientes cerrados (Galland y Russo, 197%a).

Nosotros hemos investigado si la fotorregulacién de la
actividad ADH es o no normal en los mutantes car.

Actividad ADH de las estirpes C5, C9, C2 y C171

Los resultodos referentes a las estirpes C5, C9, C2 y Cl171 se
dan en las figuras 17, 18, 19 y 20 respectivamente. Para facilitar la
comparacibén, en la figura 16 estéd la actividad ADH de la estirpe
silvestre representada a la misma escala que la de las figuras 17 a
22.

En todos los casos la cinética de consumo de glucosa es normal
en lao luz v en la oscuridad.

Los valores de la actividad ADH de los micelios cultivados en la
oscuridad son mucho mayores que los correspondientes valores de los
micelios iluminados de la misma estirpe.

Concluimos que las mutaciones carB, carR y carA no alteran la
fotorrepresién de la ADH.

En los cuatro casos, tanto a la luz como a la oscuridad, los
valores de la actividad ADH de las estirpes mutantes son mayores que
los correspondientes valores de la estirpe silvestre.

Concluimos que las mutaciones carB, carR y carA ejercen un
efecto pleiotrépico sobre la actividad ADH, consistente en
incrementar dicha actividad por encima de los valores normales.

La magnitud del incremento de la actividad ADH es menor en la
estirpe C? que en las otras tres. El incremento en el doble mutante
carA carR es similar ol de la estirpe carA, como si la mutacidn
carR no ejerciera un efecto estimulador adicional sobre la actividad
ADH en presencia de la mutacidn carA.

En los cuatro casos, el perfil temporal de la actividad ADH de
los micelios iluminados exhibe un méximo entre el segundo y tercer
dia. Este hecho concuerda perfectamente con la hipbtesis de que
el momento en que se alcanza el méximo de actividad depende del
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FIGURA 16.Perfil temporal de lo actividad ADH en la estirpe NRRL1555.

Se trata de los mismos datos que en la figura 9 representados en
nueva escala. En esta figura no estdn los datos sobre consumo de
glucosa.
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FIGURA 17.Perfil temporal de la actividad ADH en la estirpe C5.
Esta figura se interpreta de modo idéntico que la figura 9.
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FIGURA 18.Perfil temporal de la actividad ADH en la estirpe C9.
Esta figura se interpreta de modo idéntico que la figura 9.
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FIGURA 19_Perfil tempo'rcl de lo actividad ADH en la estirpe C2.
Esta figura se interpreta de modo idéntico que la figura 9.

~87-



4000
30004
-100
20004
-50
1000+
0 0

i T 3 N i

1 2 3 4L

FIGURA 20.Perfil temporal de la actividad ADH en la estirpe CI71.
Esta figura se interpreta de modo idéntico que la figura 9.
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valor medio de dicha actividad, alcanzdndose més tarde si la
actividad global es mayor de lo normal.

Actividad ADH de las estirpes S276 y 5283

Los resultados referentes o las estirpes 5276 y 5283 se dan en
las figuras 21 y 22 respectivamente.

La estirpe S276 exhibe un comportamiento normal en lo que «a
consumo de glucosa, fotorrepresién de la ADH, valores globales en
luz y oscuridad de la actividad ADH y perfil temporal a la luz de
dicha actividad se refiere.

Concluimos que la mutacién carS por si misma no ejerce
efecto alguno sobre la actividad ADH ni sobre su fotorregulacién.

La estirpe 5283 exhibe wun consumo de glucosa y una
fotorrepresién de la ADH normales, pero sus valores de actividad
ADH estdn incrementados por encima de lo normal, tanto en luz como
en oscuridad y su perfil temporal de actividad ADH a la luz es
diferente del perfil temporal del tipo silvestre y similar al de las
estirpes car descritas en el pardgrafo anterior. En resumen, que la
estirpe S283 exhibe las mismas anomalias que las demds estirpes
carA, carB y carR. Atribuimos estas alteraciones al efecto de la
mutacidn carA.

Comparando detalladamente los resultados de las estirpes C2,
5276 y S283 se nota que el comportamiento del doble mutante carA
carS es intermedio, tanto a la luz como a la oscuridad, entre los
comportamientos de los mutantes sencillos carA y carS. Este

fenémeno es andlogo al efecto que sobre la acumulacién de 8-
caroteno exhiben las estirpes carA, carS y carA carS.

La fotorrepresién de la ADH ocurre por un mecanismo distinto
al de la fotocarotenogénesis, como prueban los siguientes hechos:

- los genes madA y madB intervienen en la fotocarotenogénesis pero
no en la fotorrepresién de la ADH;

- los dobles mutantes carA carS y, presumiblemente, también los
mutantes car sencillos +tienen wunc fotocarotenogénesis alterada
mientras que su fotorrepresién de la ADH es normal.

Nuestros resultados concuerdan perfectamente con los obtenidos
por el grupo de Russo respecto a la inhibiciédn de la forogénesis
en ambiente cerrado, en el sentido de que en ambos casos la respuesta
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FIGURA 21.Perfil temporal de la actividad ADH en la estirpe 276.
Esta figura se interpreta de modo idéntico que la figura 9.
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FIGURA 22.Perfil temporal de la actividad ADH en la estirpe 5283.
Esta figura se interpreta de modo idéntico que la figura 9.
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es anormal en las estirpes C5, C?, C2 y Cl171 y normal en la estirpe
superproductora de B-caroteno analizada. El grupo de Russo no ha
publicado datos sobre la forogénesis de dobles mutantes carA car$,
por lo que no cabe establecer comparaciones con los resultados
obtenidos por nosotros con la estirpe S5283.

‘No obstante, los genes madA y madB intervienen en la reversién
por luz de la inhibicién de la forogénesis por ambientes
cerrados, lo que separa también este sistema del sistema de la

fotorrepresién de la ADH.
Difenilamina y actividad ADH

La difenilamina (DFA) bloquea en Phycomyces blakesleeanus la
deshidrogenacién del fitoeno, provocando consecuentemente una
dréstica disminuoién de las concentraciones de carotenoides
coloreados acumulados por las distintas estirpes. Puesto que la
modificacién del fenotipo silvestre producida por la mutacién
carB es similar a la producida por la DFA y puesto que la
mutacidén carB ejerce un efecto pleiotrépico sobre la actividad
ADH, hemos investigado si la DFA ejerce algin efecto sobre la ADH.
Para ello hemos medido la actividad especifica ADH en micelios
cultivados durante 62 horas bajo iluminaciédn constante en medio
liquido suplementado o no con DFA. Los resultados de este
experimento se muestran en la tabla 9.

-

La DFA provoca una fuerte estimulacién de la actividad ADH en
todas las estirpes estudiadas. La magnitud ‘de la estimulacién es
del orden de 900 miliunidades o superior, salvo en la estirpe S276
que reacciona mds débilmente a la DFA.

Hay que recalcar que la estirpe C5 taombién es sensible al
efecto estimulador de la DFA por lo que cabe excluir gque dicho efecto
estimulador se debe Unicamente a la inhibicién de la sintesis
de B-caroteno a nivel de fitoeno.

Hemos estudiado mds detenidamente el efecto de la DFA sobre la
activided especifica ADH en la estirpe silvestre cultivada de uno a
cuatro dias bajo iluminacién -constante o en oscuridad. Los
resultados de estos experimentos estén en la figura 23. La
adicién de DFA al medio de cultivo provoca un fuerte aumento de la
actividad especifica ADH tanto en luz como en oscuridad, sin
interferir con la respuesta de fotorrepresidn.

El perfil temporal de la actividad especifica ADH cambia tras
la adicién de DFA, alcanzdndose ahora, tanto en luz como en
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TABLA 9 .Efecto de la difenilamina o el
retinol sobre la actividad ADH.

Estirpe Control DFA Retinol
NRRL1555 106 932 1919
co 936 2318 3550
C2 661 1584 1274
C171 1122 1956 1542
5283 464 2940 869
S276 358 837 698
C5 ~ 2301 3208 3441

En la primera columna se indica la
estirpe utilizada en el experimento; en
todos los casos las estirpes se cultivaron
a la luz. Los nlmeros indican la
actividad especifica en miliU.E. por mg
de proteina de los extractos purificados
parcialmente con acetona.

oscuridad, el valor méximo ya al primer dia de cultivo, lo que
indica que el efecto de la DFA no es idéntico al de las mutaciones
car.

La forma de la dependencia de la actividad ADH con el tiempo de
cultivo indica que el incremento observado en el experimento puntual,
realizado a los dos dias y medio de cultivo, debe ser mucho menor
para todas las estirpes que el que observariamos al primer dia de
cultivo. Puesto que pequefias diferencias en la tasa de caida de la
actividad ADH con el tiempo de cultivo en presencia de DFA puede
introducir variaciones notables en el incremento observable en
experimentos puntuales, conviene interpretar los datos de la tabla 9
como una prueba cualitativa de si hay o no hay activaciédn por DFA.

+93-



2000+

~100

1000-

T Y i —
1 2 3 L
FIGURA 23.Perfil temporal de la actividad ADH en la estirpe NRRL1555

en presencia de difenilamina.
Esta figura se interpreta como la figura 9.
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En presencia de DFA la cinética de consumo de glucosa es la
misma en luz que en oscuridad. Sin embargo, la DFA provoca un retraso
en el consumo de glucosa, al menos durante los tres primeros dias
de cultivo.

Retinol y actividad ADH

Lla adicién de retinol al medio de cultivo provoca wuna
estimulacién de la carotenogénesis en P.blakesleeanus. Hemos
estudiado el posible efecto del retinol sobre la actividad ADH en el
tipo silvestre y en los mutantes car. Los resultados de estos
experimentos se exponen en la tercera columna de la tabla 9.

El retinol estimula la activided especifica ADH en todas las
estirpes estudiadas, aunque la magnitud de la respuesta al retinol es

diferente de unas estirpes a otras, siendo menor en las estirpes
Cl71, S276 y S283 gque en las demas.

Datos preliminares no expuestos aqui indican que el retinol
también estimula la actividad ADH de 1los micelios cultivados en
oscuridad.

Dado que la estimulacidn provocada por el retinol sobre la
actividad especifica ADH de la estirpe 5276 observada en los
experimentos puntuales no es muy importante, hemos estudiado mds
detenidamente la respuesta de dicha estirpe al retinol en micelios
cultivados de wuno a cuatro dias bajo iluminaciédn constante. Los
resultados se exponen en la figura 24. Como puede observarse en dicha
figura el retinol provoca claramente un aumento de la actividad
especifica ADH en la estirpe $276.

El efecto del retinol sobre la actividad ADH es similar a su
efecto sobre la carotenogénesis; el retinol estimula ambos procesos
metabélicos en la estirpe silvestre y los mutantes carA, carB,
carR y carS.

Resumen

En conjunto, nuestros resultados prueban que existe una estrecha
relacién entre regulacién de la carotenogénesis y regulacidn
de la actividad ADH, puesto que tanto las alteraciones genéticas
como las quimicas de la carotenogénesis introducen alteraciones
en el nivel de la actividad ADH, con la Gnica excepcién de la

mutacién carS que afecta a la carotenogénesis sin afectar a la
ADH.
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FIGURA 24.Influencia del retinol en la actividad ADH en la estirpe

S276.

El significado de los ejes es el mismo que en la figura 9. Los
simbolos vacios se refieren a cultives sin retinol; los que
contienen una cruz, a cultivos con retincl. Los cuadrados se refieren
a la concentraciédn de glucosa en el medio, los circulos, a la

actividad especifica ADH.
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Dotos preliminares indican que el nivel de actividad ADH es
normal en los heterocariontes intersexuales cultivados en medio
liquido, aunque, en nuestras condiciones tampoco observamos
incremento en la sintesis’ de carotenoides en dichos heteroca-
riontes. Nuestros datos son:

Estirpe ADH g8 ~caroteno
A87 43 82
B34 254 97

A87 *B36 119 72

Se obtuvieron tras 62 horas de cultivo a la luz en medio
liquido; la actividad ADH se expresa en miliunidades por mg de
proteina en el extracto purificado y la concentracién de caroteno
en ppm. ‘

ESTUDIOS ELECTROFQORETICOS CON LA ADH
Electromorfos con actividad ADH

Los estudios realizados en los apartados anteriores no aclaran
si las variaciones de la actividad especifica ADH observadas al
alterarse la carotenogénesis o al variar las condiciones de
iluminacién implican a una o varias isoenzimas de la ADH.

Para traotar de aclarar cudntas enzimas distintas, capaces
todas ellas de catalizar la deshidrogenacién de los alcoholes,
intervienen en nuestros experimentos, hemos realizado determinaciones
del patrén de electromorfos con actividad ADH en los extractos de
Phycomyces.

En la figura 25 se ve la distribucidén de bandas proteicas con
actividad ADH tras la electroforesis de extractos de micelios de las
estirpes NRRL1555, CBS188.27, CBS149.24, S271 e Indoh1522. Las cinco
estirpes pertenecen al género Phycomyces, siendo las dos primeras
de la especie P.blakesleeanus, la tercera de la especie P.nitens,
ignordndose la especie a la que pertenecen las dos Gltimas.

Como se ve en la figura 25, la especie P.blakesleeanus posee un
solo electromorfo <con actividad ADH, mientras que la especie
P.nitens posee tres electromorfos con actividad ADH, siendo la
movilidad del mds rdpido de ellos inferior a la movilidad del
electromorfo (nico de P.blakesleeanus. Las estirpes UBC24 y MI,
ambas P.blaokesleeanus también exhiben wun electromorfo (nico de
movilidad normal.
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FIGURA 25.Distribucién de electromorfos en diferentes estirpes del
género Phycomyces.

Resultado de *efir para actividad enzimdtica ADH un gel de
electroforesis cargado con extractos purificados parcialmente con
acetona de las estirpes que se indican junto al origén de
migracidén. lLos micelios se cultivaron a la luz en todos los casos.
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Que sepamos, se trata de la primera diferencia bioguimica
observada entre las dos especies citadas. Ignoramos el nimero de
genes que intervienen en la determinacién de los tres electromorfos
de la especie P.nitens; en el caso de la especie P.blakesleeanus lo
mds sencillo es suponer que un (nico gen estructural determina la
Onica banda de actividad ADH observada.

Las estirpes S271 e Indohl1522 podrian pertenecer, segin los
resultados del andlisis electroforético, a la especie P.nitens
pero no a la especie P.blakesleeanus. Las dimensiones de sus esporas
apoyan la idea de que 5271 es una estirpe de la especie P.nitens (F.
Rivero, comunicacién personal).

Es interesante notar que las isoenzimas ADH de P.nitens
utilizan, al igual que la enzima de P.blakesleeanus, NADP™ como
cofactor. Ademds, las tres isoenzimas de P.nitens responden de
modo similar que la enzima de P.blakesleeanus a la purificacién

parcial con acetona.

En la figura 26 se da la distribucidn de electromorfos con
actividad ADH en extractos de micelios de la estirpe NRRLISSS
cultivados a la oscuridad y a la luz con DFA, con retinol y sin DFA
ni retinol. Se ve que la adicién de DFA o retinol no provoca la
aparicidén de nuevas bandas con actividad ADH. La intensidad de la
banda correspondiente al micelio cultivado a la luz en medio normal
es menor que la intensidad de las otras tres bandas, a pesar de que
los cuatros extractos contienen la misma concentracidén total de
proteina. Concluimos que la estimulacién provocada por la
adicién de retinol o DFA no se debe o la aparicidn de
nuevos electromorfos sino al incremento de actividad del Jdnico
electromorfo existente. Andlogamente, concluimos que la
fotorrepresidn se ejerce sobre dicho electromorfo.

En la figura 27 se observa la distribucién de electromorfos
con actividad ADH correspondiente a las estirpes NRRLISS55, C5 y C9
cultivados a la luz en medio normal. Se observa que los mutaontes
car de la figura no poseen nuevas bandas de actividad ADH, siendo la
intensidad del electromorfo Unico mayor en la estirpe C5 que en la
C9 y mayor en ésta que en la estirpe silvestre. Puesto que la
concentracién total de proteina es lo misma en los tres casos,
concluimos que la estimulacién de la ADH provocada por las
mutaciones car tiene lugar a trovés del (Unico electromorfo
existente.
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FIGURA 26.Intensidad de tincién del electromorfo con actividad ADH
en la estirpe NRRL1555 bajo diferentes condiciones de cultivo.

Resultado de tefir para actividad ADH un gel de electroforesis
cargado con extractos parcialmente purificados con acetona de la
estirpe silvestre cultivada en las condiciones que se indican junto
al origen de migracién.

C5 NRRL c9
1555

FIGURA 27.Intensidad de tincién del electromorfo con actividad ADH
en las estirpes (9, NRRL1555 y (5.

Resultado de tedir para actividad ADH un gel cargado con
extractos purificodos parcialmente con acetona de las estirpes que se
indican junto al origen de migracién. En los tres casos los
micelios se cultivaron a la luz y el gel se cargd con soluciones
que contenian la mismo cantidad de proteina total.
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Bandas proteicas con actividad ADH

Una vez aclarado que en las diferencias de actividad entre las
distintas estirpes o condiciones de cultivo interviene una sola
enzima, nos propusimos averiguar si dichas diferencias estdn
originadas o no por diferencias en la concentracién de enzima
activa. Para ello hemos realizado experimentos de electroforesis en
placa vertical de poliacrilamida. Tras la migrocién de las
proteinas, dividimos el gel en dos partes, tifiendo una parte para
actividad ADH y la otra parte, donde habian corrido extractos de
los mismos micelios que en la primera, con reactivos especificos de
proteinas. Por este método hemos logrado identificar una banda de
proteina de igual movilidad que la enzima ADH.

En la figura 28 se ven los patrones de bandas proteicas
correspondientes a extractos parcialmente purificados de micelios de
la estirpe silvestre cultivados a la luz en presencia de DFA, a la
luz en presencia de retinol, a la oscuridad y a la luz en medio
normal. La bandoc de proteina de mayor movilidad es la que tiene la
misma movilidad que la enzima ADH. A pesar de que los cuatros
extractos contienen la misma concentracidn total de proteina hay
diferencia en la intensidad de dicha banda proteica entre los
diferentes tratamientos. Ademés, se observa que la banda
correspondiente al cultivo iluminado se tife menos intensamente que
la banda de los otros tres cultivos; es decir, que hay una buena
correlacibén entre intensidad de tincidn para proteina y
actividad especifica  ADH. Este resultaodo  sugiere que las
diferencias de actividad entre condiciones de cultivo se deben
a diferencias de concentraciédn de enzima activa ADH.

En lao figura 29 se ven los patrones de bandas proteicas de las
estirpes NRRL1555, C5 y C?. Se observa que la banda proteica asociacda
a lo actividad ADH se tifie més intensamente en los dos mutantes
car que en el tipo silvestre, por lo que concluimos que también las
diferencias de actividad especifica ADH entre los diferentes
genotipos analizados se deben a diferencia en la concentracién de
enzima activa ADH.

las variaciones de concentracién de enzima activa ADH pueden
deberse a variaciones a nivel de transcripcidn, de troduccién, de
maduracidn de precursores inactivos en activos o en la tasa de
degradacién de la enzima activa. Ignoramos cudl o cudles de
estos mecanismos interviene en la regulacibén de la actividad ADH en
Phycomyces y si los mecanismos implicados en la fotorrepresién
son los mismos que los implicados en lo regulacién por
carotenogénesis.
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FIGURA 28.Distribucién de bandas proteicas tras la electroforesis
de extractos de la estirpe NRRL1555 bajo diferentes condiciones de
cultivo.

Resultado de tedir con colorantes especificos de proteina un
gel cargodo con extractos purificados con acetona del tipo silvestre
cultivado bajo las condiciones que se indican junto al origen de
migracién. En los cuatro casos la concentracidén  total de
proteina con que se cargd el gel fue la misma. Lo banda proteica
cuya movilidad corresponde a la enzima ADH se indica en la figura.

167 NRRL  C5
1555

A
FIGURA 29.Distribucién de bandas proteicas tras la electroforesis
de extractos de las estirpes C?, NRRLI555 y C5.

Resultado de tefir con colorantes especificos de proteina un
gel cargado con extractos purificados con acetona de las estirpes que
se indican junto al origen de migracién. En los tres casos la
concentracidén total de proteina con que se cargd el gel fue la
misma. Lla banda proteica cuya movilidad corresponde a la actividad
ADH se indica en la figura.
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Ferl et al. (1980) demostraron que la regulacién por
anagerobiosis de las dos isocenzimas ADH del maiz tiene lugar a nivel
de transcripcibén. Asimismo, la <cantidad de deshidrogenasa del
alcohol reprimible por glucosa en la levadura estéd regulada via
lo cantidad de ARNm funcional presente en la célula (Denis et al.,
1981). En condiciones apropiadas los microplasmodios de Physarum
polycephalum se enquistan para dar microesclerocios; durante el
enquistamiento se sintetizan wunos 26 ARNn y wunas 20 proteinas
especificas de la transicién plasmodio-esclerocio (Putzer et al.,
1983). La luz azul inhibe el enquistamiento y la sintesis de los
mensajeros y proteinas especificos de dicho proceso. Muy
probablemente la luz actlo inhibiendo la transcripcidén en este
sistema (Putzer et al., 1983).

En  Phycomyces hay pruebas de que la luz regula la
transcripcién de los mensajeros implicodos en la carotenogénesis
(Jayaram et al., 1979). '

Seria factible, y muy interesante, determinar si la cantidad
de ARNn de la ADH de Phycomyces estéd regulada por la luz vy
varia durante el desarrollo de este hongo.

GENETICA DE LA ADH DE PHYCOMYCES

Hemos aislado mutantes carentes de actividad ADH de Phycomyces
‘como estirpes resistentes a concentraciones de alcohol alilico que
matan al tipo silvestre. Previamente hemos realizado una serie de
estudios sobre la resistencia de las estirpes dotadas de cct1v1dod
ADH al olcohol alilico y ¢ la acroleina.

Resistencia al alcohol alilico y acroleina

En la figura 30 se da la supervivencia de las esporas de la
estirpe C2 a diversas concentraciones de alilico en medio sélido.
Las concentraciones de alilico del orden de 2 mM ya ejercen un
efecto tdéxico, llegando a ser la supervivencia inferior al 10% para
una concentracidn de 7.5 mM.

Conviene sefialar que la dosis letal de alcohol alilico depende
del nimero de esporas que se inoculan en la caja de Petri. Asi,
cuando se inoculd cada caja con 10° esporas de la estirpe 85343,
en vez de las cien esporas de la estirpe (2 emplecdas en el
experimento anterior, la dosis letal de alcohol «alilico fue de

30 mM (tabla 10).
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FIGURA 30.Supervivencia de las esporas de la estirpe C2 al alcoho
alilico. :

En el eje vertical el % de supervivencia al tratamiento; en el
eje horizontal la concentracién milimolar de alcohol alilico en
el medio de cultivo. La recta de regresidén de la supervivencia
sobre la concentracién de alilico en el rango de 0.8 a 7.2 mM es:
Y = 111.84 - 13.25 X.
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TABLA 10.Resistencia de las esporas de la
estirpe 5343 al alcohol alilico.

Tratamiento Crecimiento

T T

SN
O O,
t

la primera columna da la concentracidn
milimolar de alcohol alilico en el
medio; la segunda columna, lo resistencia
al tratamiento, indicando un signo + que
hubo crecimiento micelial en lao caja y un

signo - que no lo hubo. En todos los
casos se sembraron 10° esporas viables
por caja.

Si en vez de determinar la resistencia de las esporas, se mide
la resistencic de micelios jévenes trasplantdndolos de cajas sin
alilico a cajas con dicho alcohol, la dosis letal resulta ser del
mismo orden que inoculando 10° esporas por .caja (tabla 11).

En resumen, de estos experimentos se concluye que una
concentracién de 50 mM de alilico en medio sélido inhibe
totalmente la capacidad de crecimiento de las esporas y los micelios
de las estirpes de Phycomyces dotadas de actividad ADH.

Experimentos similares o los descritos se realizaron para
determinar la resistencia a acroleina. Lo figura 31 muestra los
resultados referentes a la inoculacién con cien esporas por caja;
en la tabla 12 los referentes a la inoculacibén con 10¥ esporas
por caja y en la tabla 13 los referentes ol trasplante de micelios
jévenes. la toxicidad ce la acroleina para Phycomyces es mds de
cien veces superior a la del alcohol alilico.
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TABLA 11.Resistencia de los micelios de
las estirpes C5 y C? al alcohol alilico

Tratamiento C5 co

0 + +

20 + +

40 - -

60 - -
En la primera columna figura la
concentracidn milimolar de alcohol

alilico en el medio de cultivo; en la
segunda y tercera columna la presencia o
ausencia de crecimiento de la estirpe
correspondiente. En  aombos  casos los
micelios sometidos al tratamiento
provenian del trasplante de micelios
anteriores cultivados en ausencia de
.alilico.

Mutantes resistentes a alcohol alilico

Los resultedos del parégrafo anterior nos permiten suponer que
el sistema alilico-acroleina debe servir para aislar mutantes
carentes de actividad ADH en Phycomyces.

Los detalles del protocolo de aislamiento de los mutantes
resistentes a alilico figuran en Mteriales y Métodos. Puesto que
los diferentes micelios resistentes a alilico que provengan de una
misma caja de reciclado pueden compartir la misma mutacidn
original, para los estudios posteriores retuvimos solo un micelio
mutante por caja de reciclado.
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FIGURA 31.Supervivencia de las esporas de la estirpe Q2 a la

acroleing. ,
En el eje vertical el % de supervivencia al tratamiento;

en el eje horizontal la concentracidn micromolar de acroleina en
el medio de cultivo. La ecuaciédn de la recta de regre-
sién de la supervivencia sobre la concentracidn de acroleina

es: Y = 98.81 - 8.73 X.
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Los resultaodos de las mutagénesis con NG de las estirpes 5343,
C2, NRRL1555 y C9 se dan respectivamente en las taoblas 14, 15, 16 y
17. Llas supervivencias a las mutagénesis fueron del 5%, del 8.7%,
del 4.1% y del 15.2% respectivamente. Como se observa en las tablas
citadas, la frecuencia media de mutantes por cada 104 esporas de
reciclado fue de 1.5 en lao estirpe S343, 1.2 en la estirpe C2, 1.7 en
la estirpe silvestre y 0.8 en la estirpe (9. El que esta $ltima
tasa de mutacidn sea anormalmente baja puede estar relacionado con
el hecho de que la supervivencia al tratamiento con NG de la estirpe
C? fue anormalmente alta.

TABLA 12.Resistencia de las esporcs
de la estirpe C2 a la acroleina

Tratamiento Crecimiento

0.1

1
10
20
40
60
80
100
120 -
140 -

+ o+ o+ o+ o+ o+ +

[

En la primera columna figura la
concentracibén micromolar de acro-
leina en el medio de cultive; en
la segunda columna si hubo o no
crecimiento micelial en la caja. En
todos los casos se sembraron 10

esporas viables por caja.
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TABLA 13.Resistencia de los micelios de
las estirpes C5 y C9 o la acroleina

Tratamiento 5 9
20 + +
40 + +
60 + +
80 + +
100 + +
120 + +
140 - -
200 - -

En la primera columna figura la
concentracidn micromolar de acro-
leina en el medio de cultivo; en la
segunda y tercera columna la presencia
o ausencia de crecimiento de lo estirpe
correspondiente. En ambos casos los
micelios sometidos al tratamiento
provenian del trasplante de micelios
anteriores cultivados en ausencia de
alilico.

Una vez demostrado que es posible obtener mutantes resistentes a
alcohol alilico mutagenizando con NG, se aislo una coleccidén de
cinco mutantes de ese fenotipo a partir de la estirpe A87 (lysA40l
(:)) y otros cinco a partir de B34 (nicAlOl (+)). Estos mutantes se
emplecron ‘en los estudios de complementacidn que se describirdn
posteriormente.

También hemos obtenido mutantes resistentes a alcohol

alilico mutagenizando esporas de las estirpes A87 y B36 con ICR-
170. El protocolo se detalla en Materiales y Métodos. '
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TABLA 14.Aislamiento de mutantes resistentes a alilico
en la estirpe S5S343

A B c D
1 4.0 77 1.9
2 4.0 103 2.6
3 1.2 14 1.2
4 1.0 14 1.4
5 0.9 19 2.1
6 0.9 27 3.0
7 1.0 9 0.9
8 1.0 15 1.5
? 0.8 11 1.4
10 0.9 8 0.9
11 0.4 4 1.0
12 1.0 7 0.7
13 0.5 2 0.4
14 0.4 2 0.5
15 0.4 19 4.8
16 0.6 5 0.8
17 0.3 4 1.3
18 0.4 3 0.7
19 0.4 5 1.3
20 0.2 3 1.5

En la columna A se indica el nimero de orden de la
caja de reciclado; en la B el ndmero (x1072) total
de esporas viables sembradas en medio selectivo
proveniente de la cajo de reciclado pertinente; en la
columna C el nimero total de mutantes aislados a
partir de dicha caja de reciclado y en la columna D el
cociente (x10~!) entre los nimeros que figuran en las
columnas Cy B. En todos los casos las esporas fueron
tratadas con NG segun se indica en Materiales vy
Métodos. Las esporas provenientes de cada caja de
reciclado se distribuyeron entre diez cajas con medio
selectivo.
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TABLA 15.Aislamiento de mutantes resistentes a alilico
en la estirpe C2

A B C D
1 0.25 5 2
2 0.30 3 1
3 0.27 2 0.7
4 0.32 3 0.9

Esta tabla se interpreta de modo idéntico a lo tabla
14, excepto que las esporas provenientes de cada caja de
reciclado se distribuyeron en cinco cajas de medio
selectivo.

TABLA 16.Aislaomiento de mutantes resistentes a alilico
en la estirpe NRRL1555 ’

A B C D
1 0.38 ] 0.3
2 0.25 8 3.2
3 0.32 3 0.9
4 0.32 8 2.5

Esta tabla se interpreta de modo idéntico a lao tabla
14, excepto que las esporas provenientes de cada caja de
reciclado se distribuyeron en cinco cajas de medio
selectivo.
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TABLA 17 .Aislamiento de mutantes resistentes a alilico
en la estirpe C9

A B C D
1 0.7 10 1.4
2 1.0 3 0.3
3 1.0 4 0.4
4 1.0 2 0.2
5 1.0 15 1.5

Esta tabla se interpreta de modo idéntico a la tabla
14, excepto que las esporas provenientes de cada caja de
reciclado se distribuyeron en cinco cajas de medio
selectivo.

En el caso de la estirpe A87 se realizaron dos experimentos de
mutagénesis, siendo la supervivencia al trotamiento del 6% y del 8%
respectivamente y la frecuencia media de mutantes entre las
esporas recicladas de 10~% en ambos casos. Se emplearon diez placas
de reciclado en cada experimento de mutagénesis. Cinco de estos
mutantes se retuvieron para experimentos posteriores.

Resultados similares se obtuvieron mutagenizando con ICR-170 la
estirpe B36. Lo coleccién de mutantes resistentes a alilico se
amplidé con otros cinco mutantes provenientes de B36 obtenidos por
este método.

Hemos estudiado més detenidomente la resistencia al alcohol
alilico de algunas de estas estirpes. Los resultados figuran en las
tablas 18 y 19. Los mutantes analizados resisten concentraciones de
hasta 100 mM de alcohol alilico, concentracién més de dos veces
mayor que la dosis letal para el tipo silvestre.
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TABLA 18.Resistencia a alcohol alilico de las esporas
de las estirpes $295, S296 y S300

Tratamiento Crecimiento
5295 5296 5300
25 + + +
50 + + +
75 + + ) +
100 + + . +
200 - - -

Esta tabla se interpreta como la tabla 10.

Los mutantes 5292, S295, S300 y S313 carecen de actividad ADH
determinable por métodos espectrofotométricos, siendo los
dnicos mutantes analizados por esta técnica.

No se detecté banda de actividad ADH en ninguno de los

mutantes ensayados por electroforesis, todos los de la tabla 4
(pdgina 50) excepto S317, S318 y S319. -

En resumen, hemos aislado, mutagenizando con NG e ICR-170, una
amplia coleccibdn de cepas de Phycomyces blaokesleeanus resistentes a
concentraciones de alcohol alilico letales para el tipo silvestre.
Puesto que los mutantes anclizados carecen de actividad enzimdtica
ADH proponemos denominarlos adh. Si en el futuro se aislan mutantes
resistentes al alilico dotados de actividad ADH proponemos que
dichos mutantes se denominen aly.

En ninguno de los mutantes adh obtenidos se ha observado
alteracidén alguna de la carotenogénesis; en cada uno de ellos el
color’ del micelio es el que caobria esperar segin el genotipo
car del parental dotado de actividad ADH.
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TABLA 19.Resistencia a alilico de los micelios
de las estirpes S313, S317, S318 y S319

Tratomiento Crecimiento

S313 317 S318 3319

20 + + + +

40 + + + +

60 + + + +

80 + + + +

100 + - - -

120 - - - -

140 - - - R
Esta tabla se interpreta como la tabla 11.

Se estudié la posible excrecién de etanol al medio de
cultivo por los mutantes adh con ayuda del cromatégrafo de gases
Perkins-Elmer modelo F-11, con integrador automético M-2, propiedad
de la empresa cervecera Cruzcampo S.A. Al tercer dia de cultivo en
la oscuridad en medio liquido, las estirpes NRRLI555 y C5 acumulan
respectivamente un 0.024% y un 0.033% (v/v) de etanol en el medio;
las estirpes $292 y 35371 no acumularon etanol en el medio.

Los resultados anteriores sugieren que la pérdida de la

deshidrogenasa del alcohol va acompafiada de la pérdida de la
capacidad de producir etanol.
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Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por autores
precedentes en organismos tan diversos como Schizosaccharomyces
pombe, Saccharomyces cerevisiae, Zea mays y Drosophila melanogaster
(ver bibliografia en la introduccién). Hay que afadir Phycomyces
blakesleeanus a la lista de organismos en los que se pueden obtener
mutantes carentes de actividad ADH cultivando en presencia de alcohol
alilico.

la mera existencia de los mutantes carentes de actividad ADH
demuestra que la funcidn que cumple dicha enzima no es
imprescindible para la vida y reproduccidn asexual de Phycomyces.

No se sabe cudl es dicha funcidn; la ausencia de excrecidn
de etanol en los mutantes carentes de actividad ADH indica que una de
sus funciones es la conversidén de acetaldehido en etanol. En este
sentido, nuestros resultados concuerdan con los de Hilgenberg vy
Sandmann (1977), puesto que el incremento de la actividad ADH en la
oscuridad habria que interpretarlo como otro mecanismo que fcvorece
la fermentacién del piruvato en ausencia de luz.

Recesividad de las mutaciones adh

El que los mutontes resistentes a alilico exhiban el mismo
fenotipo no implica que estén mutados en el mismo gen. Para tratar
de averiguar el nimero minimo de genes que determinan la
sensibilidad al alcohol alilico en Phycomyces, hemos realizado
pruebas de complementacidn. Puesto que, como es bien sabido, los
resultados de las pruebas de complementacién son de dudosa
interpretacidén en el caso de que alguna de las mutaciones bajo
estudio sea dominante sobre su alelo silvestre, hemos realizado
previamente una serie de pruebas para determinar el grado de
recesividad de las mutaciones adh aisladas.

Para ello procedimos o obtener micelios heterocariontes segin
la técnica de Ootaki (1973) entre la estirpe C9 y cada una de las
estirpes S292, S295, 5296, S300, S313 y S$314. La estirpe C? lleva una
mutacién carR, que determina en homocariosis micelio de color rojo
y cado una de las estirpes adh citadas lleva una mutacidn carB, que
determina en homocariosis micelio de color blanco y complementa a la
carR de C9; pudimos identificar los heterocariontes por el color
amarillo o naranja de sus micelios.

En lo que sigue designamos por la letra X cada una de las
estirpes adh empleadas en este estudio. Esporas provenientes de un
micelio heterocarionte C9*X dado se inocularon {100 esporas por caja)
en medio sélido a wun pH=3.3 sin alcohol alilico. Entre los
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pequefios micelios resultantes se escogieron 50 de diferentes colores
y se transplantaron a cajas de Petri con medio sélido conteniendo
una concentracién de 50 mM de alcohol alilico. Si definimos una
mutacién adh como recesiva cuando en la prueba descrita ningln
micelio coloreado, descendiente del heterocarionte inicial C9*X,
crece en la placa selectiva, resulta que sdlo las estirpes 5292 y
S296 llevan mutaciones totalmente recesivas; en el caso de las otras
cuatro estirpes algunos micelios amarillos o naranjas descendientes
del heterocarionte pertinente lograron crecer en presencia de
alilico.

Para estudiar mds detalladamente la recesividad de las
mutaciones adh realizamos el siguiente experimento: para cada una de
las varias estirpes adh, portadoras todas ellas de una mutacidén que
determina ouxotrofid——ﬁcro lisina o nicotinamida, se obtuvo un
heterocarionte intersexual con la estirpe A87 & B34, portadora de
la mutacién ~aquxdtrofa complementaria; dicho heterocarionte puede
ser aislado fécilmente porque éste resulta protdtrofo;
después, para cada heterocarionte A87*X o B36*X se obtuvieron 50
descendientes capaces de <crecer en medio minimo sin alcohol
alilico. En la  tabla 20 figura el nimero de micelios
trasplantados que crecieron en el medio selectivo. Nétese que todos
los micelios que se sometieron a trasplante son necesariamente
heterocariontes puesto que son protdtrofos; el nidmero de la tabla
multiplicado por dos nos daria, por tanto, el porcentaje de
micelios heterocariontes resistentes al alilico en la descendencia
de cada heterocarionte A87*X o B36*X inicial. Puede observarse que
algunas estirpes, como la 5291, S294, S315, S385 y S384, llevan
mutaciones adh claramente recesivas, mientras que otras como la S$298,
S299, S380, S382, S384 y S387 llevan mutaciones adh claramente
dominantes sobre el alelo silvestre. Estos resultados confirman que
una buena proporcidn de los mutantes aodh se comportan como
dominantes en pruebas de heterocariosis. T

Si la ADH de Phycomyces fuera una enzima monomérica, cabria
esperar que las mutaciones en su gen estructural fueran recesivas; si
fuera un homopolimero de monémeros inactivos cabric esperar que
algunas de las mutaciones fueran recesivas (las que determinaran un
mondémero sin capacidad de polimerizar o si polimerizara no
interferiric en la actividad de los otros mondmercs) y otros
exhibirian alguna dominancia (las que determinan un mondmero
capaz de polimerizar con mondmeros normales para dar un polimero
inactivo).

Lo ADH de Drosophila melanogaster es un dimero (Schwartz et
al., 1975).Schwartz y Sofer, 1976 realizaron un estudio detallado de
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TABLA 20.Recesividad de varias mutaciones adh

A B C D
5297 22 5291 0
5298 44 S293 20
5299 45 5294 0
S316 32 3315 8
S387 43 5381 16 -
5388 19 5382 42
5389 30 S383 15
S390 39 5384 43
S391 36 5385 3
5392 35 5386 4
Media = 34.5 Media = 15.4
Varianza = 71.8 = Varianza = 231.6

En 1la columna A se indica la estirpe que forma junto con la A87
el heterocarionte de partida; en la B el nimero de micelios que
lograron crecer al ser trasplantados a medio con alilico de entre
50 descendientes del heterocarionte inicial que crecieron en medio
minimo; en las columnas C y D lo mismo cuando la estirpe con
actividad ADH que entré en heterocariosis fue la B36.
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16 alelos que en homocigosis determinan ausencia de actividad ADH y
encontraron que algunos de dichos alelos determina un polimero
inactivo que puede entrar a formar parte del dimero, alterando su
movilidad electroforética aunque sin  anular su actividad
enzimdtica. Para averiguar si algo semejante estd ocurriendo en
los mutantes adh dominantes en Phycomyces serila preciso recurrir a
técnicas inmunoldgicas.

Es curioso que la frecuencia media de heterocariontes
resistentes a alcohol alilico en la descendenciac del heterocarionte
AB7*X es del 69%, mientras que en los descendientes de los
heterocariontes B36*X es del 30.8%. Los genotipos de ambos tipos de

heterocariontes serian respectivamente lys”™ nic”® adh* *
lyst™  nic™ adh” (A87*X) 'y lyst nic™  adht ~* lys- nic”
adh™ (B36*X); -la mayor frecuencia de heterocariontes resistentes

cuando los alelos nic™ y adh™ van en posicibn “cis” respecto
a cuando van en “trans” posiblemente se explicaria si la mutacién
lys™ fuera menos recesiva que la nic™, puesto que en ese caso en
ambos tipos de heterocariontes la proporcidén de nicleos estaria
desplazada a favor de los ndcleos lys®™, que arrastrarian con
ellos a los alelos adh™ en el caso de A87*X y a los alelos 9§b+
en el de B36*X. Se sabe que la mutacién nicAl0l es extremadamente
recesiva (Medina, 1977).

Complementacidn entre mutantes adh

A continuacibén exponemos el método por el que intentamos
determinar por complementacidén entre las estirpes 5291 y S315 por
un lado y por el otro las estirpes 5297, 5298, S299, S316, S387,
S388, S389, S390, S391 y S392; o entre las estirpes 5298 y S316 de
una parte y de la otra las estirpes 5291, 85293, S294, S315, S381,
S382, 5383, 5384, S385 y S386. Cada una de las estirpes 5297, $298,

... y S392 lleva la mutacidn nicAlOl que determina en homocariosis

auxotrofia para nicotinamida; cada una de las estirpes S291, 5293,
... y S386 lleva la mutacidn lysA401 que determina en homocariosis

auxotrofia para lisina. Se obtuvieron heterocariontes intersexuales
aislados por su prototrofia, entre las estirpes 5291 y S315 de un
lado y cada una de las estirpes nic del otro y entre las estirpes
$298 y S316 por una parte y cada una de las estirpes lys de la otra.
Unas 2x10° esporas provenientes de cada uno de los heterocariontes
intersexuales se sembraron en medio minimo liquido conteniendo
una concentracién de 75 uM de DFA; a continuacidén se analizd la
presencia o ausencia de banda de actividad ADH tras la electroforesis
de los extractos crudos de los micelios que crecieron en medio
minimo. Dichos micelios deben ser obviamente heterocariontes;
ademds, la presencia de DFA facilita la deteccién de la banda de
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actividad ADH en caso de que estuviera presente. En ningin
heterocarionte se detectd actividead ADH, es decir que no hemos
encontrado pruebas de la existencia de mds de un gen en la
determinacién de la resistencia a alilico. Proponemos denominar
al gen mutado en la estirpe 5291 como gen adhA.

Las estirpes S315 y S388, con mutaciones adh fuertemente
recesivas frente al alelo silvestre, estdn mutados en el gen adhA.
Dada la dominancia de sus respectivas mutaciones adh, no puede
aofirmarse taxativamente si las demds estirpes llevan mutaciones en
el gen adhA o en otro gen distinto.
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