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Introduccién

Los carotencides son, sin duda, los pigmen-
tos més extendidos de la naturaleza. Se presen-
tan en todos los organismos fotosintéticos y dan
su color caracteristico a muchas bacterias y hon-
gos no fotosintéticost. Esta distribucion tan am-
plia podria justificarse por alguna ventaja evo-
lutiva de carécter general, quizas relacionada
con la defensa contra los dafos provocados por
la radiacién luminosa.

l.a proteccion contra los efectos nocivos de
{a luz no se debe a la absorcidn propia de los
carotenaides, aungue ne pueda descartarse un
cierto efecto de pantalla. Los dates mas contras-
tados indican que el efecto protector se debe
a la desactivacion por los carotenoides del oxi-
geno singlete y otros radicales que se originan
cuando el oxigeno molecular, u otros compues-
tos fotoactivables, absorben un cuanto de ra-
diacién. Dichos radicales reaccionan activamen-
te con acidos nucleicos, proteinas vy lipidos, vy
resultan muy tdxicos para la céiula. En plantas
superiores, la ausencia de carotenoides resul-
ta incluso letal por la incapacidad de inactivar
el oxigeno singlete y ciertos derivados fotooxi-
dados de la ciorofila.

Otras funciones naturales de |os carotencides
en bacterias, hongos y plantas, se relacionan
con el desarrallo, la repraduccién o la disper-
sién de estos organismos. Los animales son in-
capaces de sintetizar carotenoides y deben in-
cluirlos en su dieta, como fuerte de vitamina
A. El hombre hace uso artificial de ellos, por
ejemplo como colorantes en alimentacién, y en
cosmética. Recientemente se ha establecido
que ciertos carotenos actuan coma anticance-
rigenos?4,

Biosintesis de los carotenoides

Los carotencides son tetraterpenos (Ca0) que
se producen a través de la ruta clasica de los
isoprenocides, de la que depende también |z sin-
tesis de los esteroles, las quinonas y otros
terpenoides®.
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El primer precursor Cap de l0s carotenocides
es el fitoeno, gue tienen un maximo de ahsor-
cion de luz ultravioleta alrededor de los 285 nm.
El fitoeno sufre cuatro desaturaciones sucesivas
que generan nuevos enlaces dobles conjugados
y desplazan el maximo de absorcién a la zona
visible del espectro. El producto final de estas
reacciones, catalizadas probablemente por una
misma erzima, es el licopeno, cuyo méximo de
absorcion se sitia en 475 nm {fig. 1).

Una molécula lineal, como el licopeno, cons-
tituye la estructura béasica de los carotenoides
finales de algunas bacterias. Es el caso de Rho-
dobacter, en el que aparecen ademas modifi-
caciones por adicién de un grupo metoxilo a un
extremc de la molécula y la presencia de gru-
pos hidroxiio o carbonilo, también en los extre-
mos. En algunas mixobacterias, sujeto de nues-
tro estudio, la estructura béasica es la del
gammacaroteno, gue resulta de ia ciciacion de
un extremo de la molécula lineal {en otras bac-
terias, hongos y plantas, aparecen carotenoides
con un anillo en cada extremao de la molécula).
En Myxococcus, €l género mejor conocido de
las mixobacterias, los carotenos estan glucosi-
lados y esterificados, y pueden contener un gru-
po carbonilo en el extremo ciclado de ia molé-
cula tfig. 1).

Geneética de la carotenogénesis
en Myxoccocus xanthus

En M. xanthus, la produccion de carotenoi-
des depende estrictamente de iluminacién con
luz azul y ocurre preferentemente en fase de
crecimiento estacionaria. Las colonias silvestres,
de color amarillo en la obscuridad (debido a un
pigmento no carotencide) se tornan de caolor rojo
en la luz por la acumulacién de los carotenoi-
des. Este cambio de coloracién facilita el aisle-
miento de mutantes en la respuesta a ia luz.
Ademas, disponemos de sofisticadas técnicas
de manipulacion genética in vive e in vitro en
M. xanthus, debido sobre todo al interés que
despierta su conducta social, excepcional en-
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Fig. 1. Ruta provauic de biosintests del gamma-carcteno, conshtuyente basico del palmitato de mixcbacton (A)
v del estearato de mixobactina (B), carotenoides mayoritarios del género Myxococcus.

tre los procariotast. M. xanthus resulta asi un en su gran mayoria, se incluyen en dos clases
organismo muy conveniente para entender la fenotipicas. La primera estd formada por mu-
base genética y molecular de la respuesta a Ia tantes que producen colonias rojas tanto en pre-
luz azul, y para el estudio y manipulacion de los sencia como en ausencia de luz y que, por tan-
genes carotenogénicas. to, acumulan carotenoides con independencia

Nuestro grupo de investigacién en Murcia ha del estimulo externo (fenotipo constitutivo o
aislado y estudiado numerosos mutantes de M. Car®). La ofra clase de mutantes producen co-
xanthus afectados en la carotenogenesis que, lenias cuyo color no se modifica por la ilumina-
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fig. 2. Aislamiento de una estirpe con Tnb junto a un gen car. El fago Pl:: Tnb, que nyecta su ADN pero no
se repraduce en M. xanthus, se utiliza para gerwaf una coleccicn de inserciones independientes de TnA, Esta
coleccion se emplea para transferir el caracter Km"®, con ayuda de un fago transductor, a un mutante car (Car*
en este caso). La mayoria de fas colonias Km® mantienen of fenotipo Car", pero unas pocas mostraran fenotivo
silvestre, si las células originarias recibiercn ef alelo normal del gen car mutadoe, por cotransduccion con una
insercion de Tn5 iigada a dicho gen. Ahora es posible, por transducciori de Km", obtener una estirpe que lleva
ns junto al aielc car mutante, transferir dicha mutacion a otras estirpes, ¢ reconocer si otras mutaciones car
se encuentran o no en el mismo locus.

cién y que, por tanto, son incapaces de sinteti- genera una colonia TcR y sensible a Km, s2
zar carotenoides 0 alguno de sus precursores produce con una frecuencia mayor en dos or-
coloreados (fenotipo Car ). denes de magnitud que Ia del «saltor de Tnb-
En M. xanthus, la cartografia genética puede 132 que, en todo caso, generaria una colonia
realizarse mediante fagos transductores espe- Km? TeR,
cificos. La frecuencia de transduccidn de un Tnb lac contiene, muy cerca de un extremo,
marcador concreto, del orden de 104 en el el gen lacZ de E. coli sin su promator. Aungue
mejor de los casos, no permite, sin embargo, con una frecuencia menor gue Tn5, Tnb lac se
el andlisis de mutaciones no seleccionables, inserta también en el cromosoma de M. xant-
como es el caso de las mutaciones car. hus. Silo hace junto a un promotor, y en la di-
Esta dificultad puede soslayarse con la presen- reccidn correcta, la expresion del gen lacZ v,
cia de un marcador seleccionable junto al fo- por tanto, la produccion de betagalactosidasa,
cus mutado. El transposon Tnb es muy Util para queda cenectada a dicha promotor. La como-
este propdsitc, ya que se inserta aleatoriamen- didad con gue se detecta y analiza dicha enzi-
te en el cromosoma de M. xanthus y confiere ma facilita en gran medida los estudios sobre
resistencia al antibidtico kanamicina. En la figura la actividad promotora y su control por genes
2 se ilustra el método empleado para aislar es- reguladares, ¢ la busqueda de nuevas mutacio-
tirpes con Tn5 junto a une mutacion car nes gue afecten al sistema.
determinada. Estas estirpes sirven tanto para Los transposones habilitan un método simple
localizar diferentes mutaciones car como para de clonacion de genes situados junto a una in-
obtener dobles mutantes en los que analizar in- sercion concreta. Bl método se basa en un plas-
teracciones genicas. mido vector que se replica en E. coli pero ne
Qtros transposones derivados de Tnb, de gran en M. xanthus (fig. 3). El vector lleva una region
utilidad en nuestro analisis, son Tr5-132y TnH gue permite su empaquetamiento en el fago P1,
lac. Tnb-132 posee las secuencias IS30 de los para su transferencia a M. xanthus, y un seg-
extremos de Tnb, pero lleva un gen de resisten- mento de Tn5 con el gen KmR y parte de la
cia a tetraciclina (Tc?) en lugar del gen Kmf, IS50L. Ello facilita la integracion del piasmido
Tnb-132 puede utilizarse en lugar de Tnb en el en el ADN celular, por recombinacion homolo-
protocolo de la figura 2. Por otro lado, sise in- ga con una de las 1SB0 de un transposon del
troduce en una estirpe que ya es portadora de huésped (TcF). Si emplsamos ahora enzimas
Tn5, el mecanismo de recombinacion del hués- de restriccidn de corte Cnico en €l vector, ab-
ped actla sobre las zonas homdlogas de am- tendremaos nuevos plasmidos que contienen una
bos transposones vy produce la substitucién in u otra de las regiones adyacentes a la insercién
situ de Tnb por Tnb-132. Esta substitucion, que TcR, Estos plasmidos permiten el conocimien-
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Fig. 3. Clonaaion e situ en M. xantitus. £ plasmido pREGAZY lleva parte de Tnd y puede empaqueiarse en ef
fago Pl para su transferencia a M. xanthus, donde no se replica. Transferido a una estirpe con Tn5-132 (Tc™)
junto a un gen car {recuadro blanca), se integra por recombinacion homaloga y genera colonias Km™ Tc". Ajs-
lamiento ADN de estas colonias v tratdndolo con una enzima de corte Unico en pREG429, puede aislarse un
plasmido quimérico que contiene el gen car. En la figura, si la integracién inicial de pREG429 se produce en
la ofra secuencia 1S50, el plasmido quimeérico contendria el ADN de M. xanthus situado al otro fado de la inser-
cion de Tnb-132.

El regulén car

to de la organizacion y estructura de los genes

de M. xanthus y facilitan ademds su mutagénesis En la figura 4 se resumen nuestros estudios
dirigida, la construccién de merodiploides, ¢ la de localizacién, interaccion y expresion de los
introduccién in vivo, en lugares predetermina- genes car {7,8,9, resultados no publicados). Un
dos, de nuevas sondas de transcripcién, primerocus, que incluye los genes carQ, carR
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lan el orden en gue actuan 10s elementos de la cascada regulatoria, iriciada por la luz a traves probablemente
de la protoporfirina IX, segun el espectro de accion correspondiente. La localizacicn de la proteina carR en la
membrana se ha inferido de la secuencia nucieotidica def gen (D.A. Hodgscn, comunicacian personal). Los ge-
nes carD y carE se han identificado recientemente. Desccnocemos sila luz regula también la expresion de cark.
La posicion de carD en la cascada regulatoria se basa en datos iniciales (véase texto).

y carS, actia como mediador de {a respuesta
a la fuz. El gen carR se define por mutaciones
que provocan fenatipe Car®, habiéndose com-
probado que dichas mutaciones hacen consti-
tutiva la expresion de, al menos, otros dos /oci
independientes. Estos, gue determinan enzimas
carotenogénicas, se expresan normalmente sélo
en presencia de luz. Se trata del gen carC y de
la region carA-B, que contiene varios genes. Las
mutacicnes en carQ {fenctipo Car-) anuian la ex-
presién inducida por luz de carC vy de |a regién
carA-B y son epistaticas sobre las mutaciones
carR (fig. ). Una delecién que cubre car@ vy
carR tiene los mismos efectos que una muta-
cion carQ.

Asi pues, puede establecerse un modelo sen-
cillo de accién génica en esta region, como si-
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gue: el producto del gen carR, ausente o inac-
tivo en la luz, reprime en la obscuridad la ex-
presion {o la actividad) de carQ, mientras que
el producto de éste seria necesario (activador)
para la expresion de los genas biosintéticos. E
Dr. David A. Hodgons (Universidad de Warwick,
Reino Unido) ha clonado y caracterizado la re-
gion carQ-carS. Sus estudios demuestran que
lz expresion de 'a regidn, fotoinducible en el tipo
silvestre, se hace constitutiva en los mutantes
carR. Demuestran, ademas que tas mutaciones
Car® se producen, en efecto, por falta de fun-
cién de carR y han permitido identificar el gen
carS. Se trata de una secuencia abierta de lec-
tura (ORF) cuya alteracién produce también fe-
notipo Car . Por tanto, parece que la activa-
cién de carB y carC depende tento de car@
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especifica a lo largo del tiempo de la estirpe silvestre (A) v de Gn mutante carR v un doble mutante car@ cark
(B), todos ellos con una sonda transcripcional lacZ en carB. Las flechas indican el momento en que el culfivo,
en obscuridad, se dividio en dos, uno fluminado con luz azul (simbolos blancos) y otro no (simbolos negros).
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como de carS, aunqgue la presencia probable
de un ARNm Unico para la regiéon carQ-carS, y
el acoplamiento traduccional entre sus tres ge-
nes (no publicado) complica la interpretacion de
los efectos mutacionales.

El gen carC (identificado por una insercion del
transposén que causa fenotipo Car ) determi-
na la enzima deshidrogenasa de fitoeno, pre-
cursor acumulado por el mutante en presencia
de luz o de mutaciones carR. La introduccion
de una sonda transcripcional ha permitido com-
probar que la expresion de carC es inducible
por luz, sobre todo en fase de crecimiento es-
tacionaria. Ello explica el efecto citado de este
utimo factor sobre la carotenogénesis.

La region carA-B se identifico por una mu-
tacion Car® (carAl)y varias mutaciones ligadas
Car , incluyendo dos inserciones de Tn5 lac.
La regién completa comprende alrededor de
8 kb. Ef analisis de las inserciones Tnb lac, y
de otras sondas lacZ introducidas entre carAy
carB, tras clonacion de esta regién, demuestra
gue la expresion de carA-B requiere también la
presencia de luz. La transcripcion, que se pro-
duce a lo largo de unas 6 kb, en direccién
carB-—carA, se estimula por la luz en cualquier
fase de crecimiento.

Ciertos datos indican la presencia de dos o
mas promotores «fotoinducibles» entre carB y
carA, que se hacen constitutives en presencia
de mutaciones carR o de la mutacién carAl.
Esta mutacién epistatica sobre una mutacién
carQ, se comporta como «cis-dominante» en
merodiploides. Ello revela la presencia de un
elemento regulador inusual, por su accion a dis-
tancia y su situacion «aguas abajo» de la uni-
dad transcripcional.

Varias inserciones de Tnb distribuidas a lo lar-
go de carA-B causan fenotipo Car | sin provo-
car acumulacioén de caroteno alguno. Es proba-
ble que esta regidn incluya varios genes para
enzimas tempranas de la ruta, 1o cual explica-
ria que dichas inserciones supriman la produc-
cion de fitoeno del mutante carC. Otras dos in-
serciones, muy ligadas entre sl y cercanas a
carA, causan la acumulacion de licopeno, en
condiciones normales de iluminacién o en pre-
sencia de mutaciones carR. Han afectado, pues,
al gen de la ciclasa del licopeno, al que hemos
llamado carl.

Otros genes identificados recientemente en
nuestro laboratorio, y aln poco estudiados, son
carDy carE. El gen carD puede ser clave en la
cascada regulatoria. Se ha identificado por una
mutacion Car  (insercién de Tnb) que es epis-
tatica sobre las mutaciones carR pero no afec-
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ta el fenotipo Car® que se produce al colocar
la region carQ-S bajo un promotor constitutivo.
Respecto a carE, ya que su alteracion provoca
la acumulacion de gammacaroteno en estado
libre, debe estar implicado en la formacion del
glucoéster de dicho caroteno. Hay que sefalar
la escasa informacion disponible hoy dia sobre
este tipo de modificacién de los carotenoides.
Con los métodos ya citados, esperamos acla-
rar el papel regulador de carD y determinar si
carE es parte tambien del regulon car.

Perspectivas futuras

La secuenciacion de los alelos car normales
y mutantes, ya realizada para carQ-S y muy
avanzada en carA-B y carC, y la aplicacion de
otras técnicas moleculares, deben permitir con-
clusiones mas precisas sobre {a estructura vy
modo de accion de los elementos reguladores
«cis» y «trans» y de las enzimas carotenogé-
nicas.

Desde un punto de vista aplicado, se ha pues-
to en marcha en nuestro laboratorio la busque-
da de mutaciones en carC y carl que provo-
quen resistencia a herbicidas que actuan por
inhibicion de las enzimas correspondientes.
Como pasos previos, hemos demostrado que al-
gunos herbicidas inhiben la carotenogénesis de
M. xanthus, sin afectar, como en las plantas,
a la viabilidad celular; y contamos ya con va-
rios mutantes resistentes a inhibidores de la des-
hidrogenasa del fitoeno. La clonacion y carac-
terizacion de los genes mutantes no resultara
dificil en M. xanthus, convertido asi en posible
fuente de genes de resistencia a herbicidas para
su introduccién y expresion, con los vectores
adecuados, en plantas de interés. Los distintos
genes car aislados de M. xanthus pue-
den emplearse ademas como sondas para iden-
tificar y asilar genes homalogos de otros orga-
nismos de mas dificil manipulacion, incluyen-
do las propias plantas superiores.
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A. VILLASANTE: Al referirse al fendmeno de indu-
cibilidad por la luz, ha mencionado diversos
mutantes obtenidos por integracion de! tras-
posén. Al final observaron que no eran otros
genes que los de la ruta de los carotenos, lo
cual indicaria que quiza existen elementos co-
munes en los promotores de estos genes.
¢ Disponen de informacién sobre la secuencia
de promotores de los distintos genes?

F. MURILLD: Quisiera aclarar que un requisito
previo en la busqueda de estos mutantes es
gue fueran colonias con mavyor actividad be-
tagalactosidasa en la luz que en la obscuridad.
En medio X gal, incluso cuando estén expre-
sando los niveles basales de betagalactosida-
sa, las bacterias adquieren una tonalidad ver-
dosa gue impide identificar cambios en la
carctenogénesis. Cuando se provocaba me-
diante la insercidn correspondiente sintesis de
betagalactosidasa fotoinducible, y estas colo-
nias se colocaban en medic normal, sin el
substrato, podian observarse variaciones de
carotenogénesis. Lo que quiera decir es que
este sistema permitfa, en principio, marcar
cualquier gen cuya expresidn fuera depen-
diente de 1uz, y no se observd ninguna locali-
zacion adicional.

A. ViLiasanTe: Esta claro, pero mi interés se
centra en si la secuencia de 10s prometores
de estos genes podria proporcionar una cla-
ve sobre las propiedades especiales de estos
genes.

F. MURILLO: Hay gque tener en cuenta que [a re-
gion es extraordinariamente grande, del orden
de 8 kb, y estamos secuenciando unas 6 kb.
Por tanto, no hemos empezado todavia a bus-

car dénde estan los promotores, aungue con-
fiamos en que existen caracteristicas comu-
nes entre los distintos promotores. Por otro
lado, estamaos utilizando algunc de estos ge-
nes que hemos clonade, come sondas para
identificar los genes de la carotenogénesis en
el Phycomyces y los resultados son hasta el
momento esperanzadores.

A. JUAREZ: jHan identificado por casualidad al-
guna cepa de Myxococcus xanthus en la cual
la produccion de carotenos venga codificada
por genes de origen plasmidico o es siempre
cromosémico?

F. MURILLO: Aparentemente es siempre cromo-
sdémico, aungue esto no se puede asegurar.
Lo unice gue sabemos es gue Myxococcus no
tiene plasmidos normales, de forma que apa-
rentemente tiene sdlo un Unico cromosoma.
Sin embargo, hay resultados recientes que in-
dican que, al igual que ocurre con Streptomy-
ces podria tener plasmidos de gran tamano
que en las preparaciones normales de ADN
se comportan como ADN cromosémico. Des-
conocemos si los genes de la carotenogéne-
sis estan localizados en alguno de estos me-
gaplasmidos.

A. JUAREZ: Segdn mi informacién en principio
no es posible transferir por conjugacién esta
propiedad mutante negativo.

F. MURILLC: Efectivamente, entre otras razones
porque con Myxococcus no se pueden hacer
conjugaciones.

A. JUAREZ: Quisiera preguntar ademds qué ta-
manio tiene el fragmento de ADN que cantie-
ne todo este bloque de genes.

F. MuriLLO: El blogue de genes esta contenido
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en un fragmento de unas 8 kb, con la excep-
cion del gen de la deshidrogenasa que no esta
incluido en esta agrupacion. O sea, que lo que
habria que hacer es conjugar este fragmento
de 8 kb con otro fragmento que sabemos que
corresponde solo al gen de la deshidrogenasa.

A. JUAREZ: ;Hay algtin grupo que haya logradoe
esto?

F. MuriLLO: Parece ser que si. Un grupo afir-
ma haber colocado todo el conjunte de genes
en un trasposon, lo cual permite despiazarlo
de un lugar a otro. Sin embargo, en estos ar-
ticulos no se indica qué es lo que realmente
hace que la £. coli adquiera la coloracidn ama-
rilla.

L. Enuuanes: Hoy dia se estan utitizando mucho
los transposones para inducir mutaciones en
determinadas bacterias que luego se utilizan
como sistemas de expresion dirigidos como
la Salmonella typhimurium. Naturalmente an-
tes de administrar a un individuo Salmonefla
thyphimurium, hay que tomar ciertas precau-
ciones, pero yo me pregunto, ;cual es la fre-
cuencia de la reversién de las mutacianes,
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cuando un gen es interrumpido por efecto de
un transposon?

F. MuriLLO: Son muy estables, aungue esto de-
pende hasta cierto punto del sistema que se
estd utilizando. Par ejemplo, en el caso del
Tn-5 se sabe que inicialmente después de la
entrada del transpason, se pone en marcha
su sisterna de expresion que hace gue apa-
rezca la transposasa, la enzima gue va a in-
tervenir en el mecanismo de transposicion,
pero a su vez, inmediatamente también, un
represor de la expresion de la transposasa. Por
tanto, va que inicialmente le frecuencia de sal-
to es relativamente alta, es muy probable ge
se produzca un salto, que en el caso de £. coli
puede ser del orden de 103 pero una vez in-
serto el fransposdn en un sitio, la expresion
del represor de la transposasa hace que la in-
sercion sea extraordinariamente estable.

£. CERDA: Hay una alternativa incluso mejor y

que consiste en utilizar para saltar un Tn-b de-
fectuoso deficiente para la transposasa e in-
corporar la transposasa a través de un plas-
mido que posteriormente se elimina.





