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SUMMARY

MUTAGENIC EFFECT OF ULTRAVIOLET RADIATION AND ALKYLATING
AGENTS ON DIFFERENT Penicillium SPECIES.

The effects of different mutagenic agents (UV, DES and EMS)
on the induction of genetic damage in P. chrysogenum, P.urticae
and P. expansum are compared. Stable morphological, auxotrophic
and drug-resistance modifications will be considered.

Survival curves in relation to the dosage of the mutagenic
agents are homogeneous for the three species, except for EMS;
that is probably due to different mutagen penetration into the
spore. Slopes for DES and UV are similar, but the UV repair pro-
cess is more effective.

The frequencies of different kinds of mutants, spore pigmen-
tations, auxotrophies, and drug-resistances, have been calculated
for a general survival of 0.5-1%. The results show significative
differences; UV is more effective in inducing colour spore changes
while DES produces more nutritional mutants. A different response
has been obtained for P. urticae, which shows the highest frequen

cies for both kinds of mutants when treated with UV light.
’ The frequency of auxotrophic mutants has been increased by
enrichment techniques. Also specific dyes have been used for vi-
sual selection of these mutants.

Drug-resistent strains have been obtained only when treated
whith UV radiation. Alkylating agents have been ineffective.

All these comparisons demonstrate that UV light and chemical
mutagenic agents are useful to obtain genetic markers and that
their suitability depends on the properties of the starting mate-
rial and the type of selected mutant.
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RESUMEN

Se estudian los efectos que diferentes agentes mutagénicos
(radiacidén UV, DES y EMS) poseen en la induccidén de lesiones gené
ticas traducibles en modificaciones fenotipicas estables de tipo
morfoldgico, auxotréfico o resistente, en P. chrysogenum, P. ur-
ticae y P. expansum.

Las relaciones dosis-respuesta presentan un resultado homogé
neo para los tratamientos considerados, excepto en el caso del
EMS y debido posiblemente a diferencias en la penetracién del mu-
tageno en la espora. Las curvas para DES y la radiacidén muestran
caracteristicas muy similares, siendo los fendmenos reparadores
mas efectivos en el caso de la Luz Ultravioleta.

Bajo una supervivencia general del 0,5-1%, se han calculado
las frecuencias de los diferentes tipos de mutantes, presenténdo-
se diferencias altamente significativas; la radiacién UV se ha
mostrado mas eficaz en la induccidn de variaciones morfoldgicas,
mientras que el DES lo ha sido en la de mutantes nutricionales.
Los resultados para P. urticae son diferentes, presentando bajo
el efecto de la radiacion las méaximas frecuencias para ambos ti-
pos de marcadores.

En las tres especies estudiadas, ha sido posible aumentar 1la
frecuencia de mutantes auxotréficos mediante la utilizacién de
procedimientos de enriquecimiento. Asimismo, se ha realizado una
seleccidn visual de este tipo de marcadores por medio de coloran-
tes especificos.

La obtencidn de cepas resistentes sdlo ha sido posible me-
diante la utilizacidén de la radiacidén UV, resultando los trata-
mientos quimicos ineficaces.

Toda esta serie de intercomparaciones muestra que tanto los
mutégenos alquilantes como la radiacidén, resultan eficaces en la
obtencidén de marcadores genéticos, y que su idoneidad dependera
de las propiedades del material sobre el que actian y del tipo de
mutantes seleccionados.

INTRODUCCION

Las diferencias genéticas existentes entre los organismos,
ain entre los mas prdximos filogenéticamente, hacen predecible
que muy raramente vayan a responder de un mismo modo a un cierto
tratamiento mutagénico (HOLLAENDER & EMMONS, 1946) o a un determi
nado programa de seleccién (PONTECORVO, 1952), lo cual trae consi
go el desarrollo de una genética experimental para un organismo
determinado del cual se precisa un amplio espectro de mutantes, o
un método bien probado de obtenerlos. El objetivo, consiste pues
en conseguir éstos por la via més practica posible, y considerar
los mecanismos implicados sd6lo en la medida necesaria para la
eleccidén del procedimiento experimental iddneo.

Es un hecho empirico que el uso de diferentes mutagenos da
como resultado el aislamiento de distintos espectros de mutantes
(HOFFMANN, 1980); es por ello que la eleccidén de un uUnico agente
no resulta deseable en la busqueda de un tipo particular de modi-
ficacién, y lo normal es el uso de varios tratamientos mutagéni-
cos en escala limitada, en lugar de la utilizacién masiva de uno
solo de ellos (BONHOEFFER & SCHALLER, 1965).
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Los hongos, a causa de su diversidad y caracteristicas esen-
cialmente versatiles, proporcionan una importante herramienta de
trabajo en el estudio de los efectos mutacionales, tanto de las
radiaciones como de los agentes quimicos, pero los estudios en es
tos organismos se han reducido a Neurospora crassa, Schizosaccha-
romyces pombe, Aspergillus spp. y pocos géneros mas (PONTECORVO
et al., 1953).

En el presente trabajo, al pretenderse obtener un amplio es-
pectro de marcadores genéticos, que han de ser utilizados en expe
riencias de fusién somatica y transformacidn genética, se realiza
un amplio estudio del efecto de diversos agentes mutagénicos so-
bre diferentes especies del género Penicillium.

MATERIAL Y METODOS

Organismos. Se han utilizado tres especies del género Penicillium
aisladas a partir de excipientes farmacéuticos, y que fueron cedi
das por la Dra. Maria Angeles Calvo, del Departamento de Microbio
logia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona:

chrysogenum, P. expansum y P. urticae. Los clones se han mante
n1do por una parte en tierra estéril, Yy por otra en agar extracto
de malta, a fin de obtener un cultlvo de donde se han tomado cada
vez las esporas a utilizar; asi se evita al maximo la variabili-
dad genética y se mantienen las caracteristicas de la cepa origi-
nal.

Métodos de cultivo. Para el cultivo en medio completo (MC), se em
pledé la siguiente composicién: Extracto de Malta 2%, Glucosa 2%,
Peptona Micolégica 0,1%; y como medio minimo (MM) el descrito por
PONTECORVO et al., 1953, y compuesto por NaNO3 6 g, KCl1l 0,52 g,
MgS50,4.7H20 0,52 g, KH2P04 1,52 g, FeSO4 0,01 g, ZnS04 O, 01 g, Glu
cosa 10 g en un litro de agua destilada. Para los medlos sbélidos,
se afiadia Agar al 1,5%. El pH se ajust6é siempre a 5,7, y poste-
riormente se esterilizaba en el autoclave, a 115°C durante 30 mi-
nutos. Para las determinaciones de posibles auxotrofias, se afa-
dieron asépticamente los diferentes requerimientos a las concen-
traciones adecuadas, al MM ya estéril. En todos los casos las pla
cas se incubaron a 28°C durante 4-5 dias en oscuridad para permi-
tir asi el crecimiento de las cepas.

Obtencidén de suspensiones puras de esporas. Como base material pa
ra el tratamiento mutagénico, se eligieron los conidios del hongo,
ya que constituyen un material mucho mas uniforme que el micelio,
y de esta forma se hace posible una facil cuantificacién de los
efectos letales de cada tratamiento. Asi, se afiadian 10 ml de
agua destilada estéril a un tubo que contenia el cultivo inclina-
do de cuatro dias en MC, obteniéndose por ligero raspado de su su
perficie una suspensién de esporas, la cual se filtraba por un
filtro de vidrio poroso Jena, con un diametro de poro de 100-160
pm, y se lavaban dos veces las esporas por centrifugacidn (300 x
X g, 5 minutos).

Tratamientos mutagénicos. En cada caso se realizaron las corres-
pondientes curvas de supervivencia, con la finalidad de determi-
nar las dosis de tratamiento 6ptimo. Para la 1rrad1a01on con Luz
Ultravioleta (UV), se pusieron 10 ml, de una suspensién de 106 es-
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poras por mililitro en una placa estéril de vidrio de 9 cm de did
metro, y se sometieron a una irradiacidon de 4 J x mm-2 x s”+. Ca-
da cierto tiempo se tomaron muestras, que se sembraban en MC. Res
pecto al tratamiento con Etilmetanosulfonato (EMS) é Dietilsulfa—
to (DES), la suspensidn de esporas se realizd esta vez en tampdn
de fosfato potéasico 0,2 M y pH 7,0, colocéandose 1 ml de esta solu
cién en un erlenmeyer de 25 ml con 8,7 ml del tampén y 0,3 ml del
mutageno. Este erlenmeyer se mantenia en un agitador reciproco
ajustado a 15 mm de radio de giro, 120 rpm y temperatura de 20°C.
Cada cierto tiempo se tomaron muestras, gue se sembraron en pla-
cas de MC. Las dilucicnes en el caso del EMS se realizaron en tam
pén fosfato potéasico adicionado de tiosulfato sbédico al 2%, a fin
de inactivar el mutageno (FREESE, 1971).

Aislamiento de mutantes. Para cada especie seeligieron las dosis
mutagénicas que daban una supervivencia del 0,5-1% del total de
las esporas tratadas (ALIKHANYAN, 1971). Respecto a los mutantes
morfoldgicos, éstos se aislaron directamente de las placas mutage
nizadas por seleccidn visual, escogiendo preferentemente las colo
nias que presentaban una coloracién -amarillenta, ocre & albina,
en contraposicién a las cepas salvajes, que son verdes. Posterior
mente estas colonias eran sembradas tanto en MM como en MC varios
pases, con el fin de determinar su estabilidad. Para los mutantes
resistentes a sustancias quimicas, Cristal Violeta, Verde de Mala
quita, Nistatina, Clotrimazol y Benlate, el procedimiento a se-
guir era el mismo, pero sembrando esta vez en placas de MC con el
inhibidor correspondiente en cada caso, y poniendo alrededor de
105 esporas por placa, ya que la frecuencia de obtencidén de estos
mutantes es muy baja. En cuanto a los auxdétrofos, el procedimien-
to inicial consistid en repicar una a una las colonias obtenidas
después del tratamiento, en tubos con MM y MC. También se probé
el procedimiento utilizado por LEDERBERG & LEDERBERG, 1952, con-
sistente en repicar las colonias crecidas en dos placas, una con
MM y otra con MC, por medio de un disco de terciopelo estéril, y
también una modificacién del mismo descrita por MACKINTOSH & PRIT
CHARD, 1963, en la cual se afiadia a los medios de cultivo deoxico
lato sbédico, a fin de evitar la expansidén de las colonias. Sin eﬁ
bargo, ambos tratamientos fueron rechazados por presentar numero-
sos problemas. Tanto en un caso comc en otro, las colonias creci-
das en MC y no en MM eran resembradas para comprobar su fenotipo,
y por Ultimo se pasaba a determinar el tipo de auxotrofia. El pro
cedimiento utilizado es el descrito por DAVIS et al., 1980, con-
sistente en sembrar cada cepa en una serie de placas de MM adicio
nadas de los diversos requerimientos nutricionales. De esta mane-
ra, un mutante auxotréfico sélo creceria en las placas que tenian
el requerimiento para el cual se condiciona dicha auxotrofia.
Otra posibilidad para el aislamiento de mutantes auxotréficos se
basdé en una modificacidén del método utilizado por HORN & WILKIE,
1966, y por MIDDELHOVEN et al., 1976, consistente en afladir al me
dio 10 pg/ml de Floxina B (Rojo de Magdala), u otros colorantes
guimicamente relacionados, tal como la Eosina B y la Eosina Y,
aislando las colonias que presentaban una pigmentacidén rosada por
la acumulacién del colorante en el micelio. Las colonias asi se-
leccionadas eran sembradas en MM y MC para su confirmacién.
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Enriguecimiento de mutantes auxotrdéficos. Se ensayaron dos méto-
dos para aumentar la proporcidn de auxotrofias sobre el total de
colonias probadas. En el primero de ellos, el enriquecimiento por
filtracién, consistidé en afiadir parte de la suspensién de esporas
mutagenizadas a un erlenmeyer con MM, y mantenerlo durante, 36 ho-
ras en agitacién a 28°C; de esta manera, las esporas prototrofas
germinaban formando micelio, y las auxdtrofas no, pudiéndolas asi
separar por filtracidén a través de vidrio poroso Jena (diametro
de poro 16-40 um). El segundo método consistié en poner también
las esporas en un erlenmeyer con MM, y afiadirle esta vez Clotrima
zol a una concentracién final de 20 ug/ml; asi, las esporas proto
trofas germinaban, siendo seleccionadas negativamente, mientras
que las auxotrofas, no germinadas, sobrevivian al tratamiento.

RESULTADOS

Curvas de supervivencia. La finalidad de estos tratamientos muta-
génicos, era obtener una coleccidén de cepas con marcadores genéti
cos bien definidos, conservando el resto de sus caracteristicas
fisiolbégicas y somadticas en perfecto estado (viabilidad, veloci-
dad de crecimiento, capacidad de esporulacién, forma tipica,etc).
Por ello, se realizaron una serie de curvas de supervivencia de
cada especie para los distintos tratamientos mutagénicos, con la
finalidad de observar, en cada caso, el dafio real causado, y esco
gerasi la dosis 6ptima del mutégeno. Esta serd la correspondiente
a una supervivencia del 0,5-1% (ALIKHANYAN, 1971), ya gue es en
este rango donde podremos obtener una cantidad suficiente de mu-
tantes que al mismo tiempo conserven su fondo genético lo mas lim
pio posible.

Efecto de la Luz Ultravioleta. La Luz UV, en las condiciones en
que ha sido utilizada, ha mostrado poseer un potente efecto muta-
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Figura 1. Efecto de la Luz UV sobre la supervivencia de las esporas
en las tres especies de Penicillium.
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génico, asi como un gran indice de mortalidad. Los resultados pue
den apreciarse en la figura 1, en la que se observa un comporta-
miento similar para las tres especies; después de un largo perio-
do inicial de escasa letalidad, la curva baja rapidamente hasta
alcanzarse en menos de un minuto (240 J x mm-2) una mortalidad
del 99%.

Este comportamientoc puede explicarse en base a un marcado
efecto de los procesos reparadores, los cuales son eficaces duran
te los primeros 30 segundos (120 J x mm—e), sobrepasando, a par-
tir de este momento, los dafos producidos a la capacidad de los
sistemas reparadores, lo que conduce a una fase de muerte exponen
cial (WITKIN, 1976). Ademas, este efecto reparador es maximo en
P. urticae, y minimo en P. expansum, para el que la supervivencia
es ya inferior a partir de los primeros instantes; P. chrysogenum
presenta un comportamiento intermedio entre ambos. Asi pues, ve-
mos que si bien existen algunas pequefias diferencias entre estas
tres especies, todas responden de manera muy similar a un mismo
patrén de reparacién y letalidad, lo que nos permitirad estudios
comparativos entre ellas.

Como base para la realizacidén de un primer tratamiento, se
escogid _la irradiacién de P. chrysogenum durante 45 segundos (180
J % mm‘z) y un minute (240 J x mm—zi, pensando en estudiar para
distintas dosis las frecuencias de mutantes obtenidos respecto
del total de supervivientes, a fin de elegir asi la que presenta-
ra una mayor eficacia. Tal y como se puede observar en la tabla 1,
los valores encontrados para marcadores morfoldgicos tras una
irradiacién de un minuto, son netamente superiores a las de 45 se
gundos; 4,5% frente a 2,5%. Asi pues, se determind que gara poste
riores experiencias se utilizarian dosis de 240 J x mm~< tanto pa
ra P. chrysogenum como para las restantes especies a tratar.

Tabla 1. Relaciones entre el nivel de supervivencia y la frecuencia de
mutantes morfolégicos en P. chrysogenum bajo la radiacién UV.

Dosis de mutagenizacién 180 J x mm—< 240 J x mm~<
Supervivencia 6,82% 0,55%
Colonias 1140 1203
Variantes morfoldgicos 4,6% (100%) 6,6% (100%)
Estables réplica 1 3,1% (68%) 5% (76%)
Estables réplica 2 2,5% (54%) 4,5% (68%)
Estables finales 2,5% (54%) 4,5% (68%)
A B A B

A: Supervivencia. B: Estabilidad de los mutantes aislados.

Efecto de los agentes alguilantes. El efecto de los agentes qui-
micos alquilantes ha sido estudiado a través del empleo del DES y
el EMS, y ambos han mostrado poseer junto con un débil caréacter

mutagénico y letal, comportamientos diferentes frente a las tres
especies estudiadas, posiblemente a causa de la poca permeabili-
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dad que presentan frente a algunas sustancias las esporas fangi-
cas.

La actuacién del EMS (figura 2) sobre P. chrysogenum presen-
ta caracteristicas similares a las de la radiacion UV, pero mini-
mizandose el periodo reparador inicial, y alcanzéndose una morta-
lidad del 99% s6lo al cabo de seis horas de tratamiento. Por otra
parte, tanto P. urticae como P. expansum se muestran altamente in
sensibles a este proceso, principalmente el Gltimo de ellos, en
el que practicamente no se observa ningin descenso en la pobla-
cibén viable después de siete horas de exposicidén al mutageno. Jun
to a esta escasa mortalidad, la observacién de las colonias obte—
nidas a partir de esporas tratadas, demuestra que el EMS induce
escasa o nula modificaciédn morfoldgica de las mismas. Ante estos
resultados, se ha descartado el uso del EMS de cara a posteriores
experiencias, pues el objeto del presente trabajo consistia en
comparar el efecto de distintos agentes mutagénicos sobre las
tres especies fingicas estudiadas, en condiciones similares de
tratamiento.
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Figura 2. Efecto del EMS sobre la Figura 3. Efecto del DES sobre la
supervivencia de las esporas en supervivencia de las esporas en
las tres especies de Penicillium las tres especies de Penicillium

El uso del DES (figura 3), presentd frente al EMS una serie
de aspectos positivos. En primer lugar, en anadlogas condiciones,
puede alcanzarse una mortalidad igual o mayor al 99% en un perio-
do de exposicidén de aproximadamente una hora, lo cual reduce con-
siderablemente la fase de mutagenizacidén. Por otra parte, los
tres hongos se comportan de un modo bastante similar frente al
tratamiento, siendo de destacar la fuerte disminucidén de los fend
menos reparadores iniciales.

En el proceso de mutagénesis con DES, han mostrado particu-
lar importancia dos caracteristicas relacionadas con las propieda
des de las esporas y del propio mutageno. En primer lugar, cuando
ambos se ponen en contacto, el .DES gue es una sustancia oleosa y
por ello altamente hidrofdbica, forma en el medio acuoso en el
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gue se va a realizar el tratamiento pequefias esferas o micelas
gue actlan como centros captadores de las esporas presentes en la
suspensidn, ya que también presentan alto grado de hidrofobicidad
Ello determina que el numero de esporas libres originalmente in-
troducido en la suspensién, se reduzca segin un parametro (grado
de hidrofobicidad) caracteristico para cada especie. En P. expan-
sum ésta es extrema, y no tanto en P. chrysogenum y P. urticae,
comportandose estos dos Gltimos de un modo similar entre si (figu
ra 3). Las lineas punteadas que aparecen en la misma, representan
el efecto real letal del mutageno, y la distancia que separa el
origen de dichas lineas con el 100% de supervivencia indica el
porcentaje de adsorcidén a las micelas del DES (40, 50 y 60% res-
pectivamente para P. chrysogenum, P. urticae y P. expansum). En
segundo lugar, e independientemente de este hecho, el resultado
para cada una de las especies,vendra dado en funcién de la propia
sensibilidad de éstas al mutéageno.

Consiguientemente, las condiciones que se escogieron para
los tratamientos mutagénicos posteriores fueron DES al 3% durante
45 minutos 6 una hora, eligiéndose_ una concentracidn tan elevada
a fin de conseguir una supervivencia media del 1%, reduciendo al
méximo el tiempo de exposicidén de las esporas al mutageno.

Obtencidn de marcadores genéticos. Una vez caracterizado el com-
portamiento de las especies estudiadas frente a cada mutégeno, ¥y
escogidas las dosis 6ptimas para cada tratamiento, se pasé a ele-
gir los tipos de marcadores genéticos iddneos para posteriores es
tudios. Asi, se pensdé en tres tipos de mutantes: morfolégicos, ag
x6trofos y resistentes a productos de accidén antifiingica. Los pri
meros, fueron elegidos por su facil caracterizacidn y manejo, y
de entre ellos se seleccionaron los que presentaban una pigmenta-
cibén de la colonia amarillenta, ocre & albina, facilmente distin-
guibles del color verde caracteristico de la cepa salvaje. Los mu
tantes auxotréficos, se eligieron por presentar unos marcadores o
claros, constantes y, sobre todo, facilmente seleccionables por
la presencia/ausencia del requerimiento especifico en el medio de
cultivo. Los mismos criterios rigieron en cuanto a los resisten-
tes a determinados productos de accién antifungica.

Mutantes morfoldgicos. La frecuencia y estabilidad de los mutan-
tes morfologicos, obtenidos bajo los distintos tratamientos muta-
génicos, se recopila en la tabla 2. El primer hecho destacable lo
constituye la enorme diferencia entre el nimero de mutantes obte-
nidos mediante el tratamiento con luz UV y DES para iguales nive-
les de supervivencia de ambos; la radiacidén UV ha resultado alta-
mente eficaz como medio de obtencidn de mutantes morfoldgicos de
las tres especies, y principalmente en P. chrysogenum, en el que
llegan a constituir hasta el 4,5% de los supervivientes cuando
irradiamos un minuto (240 J x mm~2). Otro hecho destacable lo
constituye la diferente estabilidad de estos marcadores, manifies
ta por el indice de reversién al carécter salvaje; mientras que
en P. chrysogenum y P. urticae aproximadamente el 70% de los mu-
tantes aislados permanecen estables, en P. expansum sélo lo eran
el 43%. Respecto al DES, en todos los casos se observa una mayor
eficacia que en el tratamiento con UV; concretamente, el P. chry-
sogenum es el que alcanza valores mas elevados, alrededor del
0,3% del total de supervivientes, presentando un porcentaje de re
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Tabla 2. Frecuencia y estabilidad de los mutantes morfoldgicos obte-
nidos bajo distintos tratamientos y procesos de seleccidn.

Especie P. chrysogenum | P. urticae P. expansum
Tratamiento v 1t DES 45'|UV 1' DES 1h uv 1' DES 45'
Colonias ensayadas 1203 3207|1936 15300| 5769 29540
Variantes | |
morfolégicos 6,6% 0,6%|0,5% 0,4%| 3,5% - |
Estables 12 réplica 5% 0,3%|0,4% 0,04%| 2,8% = |
Estables 22 réplica |4,5% 0,3%|0,3% 0,04%| 2,2% = |
Frecuencia real,es- | | [ |
tables 52 réplica |4,5% 0,3%|0,3% 0,04%| 1,5% €2,9 x 10—41
Frecuencia enriqueci |
miento filtracidén |2,4% - |0,4% - | ¢i0~3 =
Frecuencia enriqueci | | |
miento antibiético|0,7% - |o,5% - | <1073 = |

—: No obtenidos.

versién del 50%, mientras que P. urticae sbélo llega al 0,04%, si
bien es cierto que los aislados para esta especie no presentaron
reversidén. En cambio, no fue posible obtener mutantes morfolégi-
cos de P. expansum, con lo que, para este tratamiento, cabe decir
que la grecuencia de obtencidn de estos marcadores es menor de

3 x 107,

Otra caracteristica importante es que la posibilidad de recu
peracién de los mutantes morfoldgicos, salvo en el caso de P. ur-
ticae, viene enormemente influenciada por el nimero de colonias
crecidas en las placas (figura 4). Para P. chrysogenum y P. expar

sum, cuando este numero excede de cien, la posibilidad de obtener
mutantes morfoldgicos es excesivamente baja, siendo conveniente
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Figura 4. Efecto del nimero de colonias por placa en la frecuencia
de mutantes morfolégicos.
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no sobrepasar las 30 colonias por placa. Esto se explica porque
las esporas fungicas presentan una fuerte competitividad a la ho-
ra de germinar en el medio de cultivo; por lo tanto, tras un tra-
tamiento mutagénico, seran las esporas no dafiadas las que tendran
una mayor ventaja frente a los mutantes, siempre mas alterados,
disminuyendo la relacidén de éstos a los salvajes al aumentar la
proporcidén de colonias por placa. P. urticae presenta excepcional
mente una gran estabilidad en los mutantes obtenidos de los dife-
rentes tratamientos mutagénicos, los cuales se han caracterizado
por su alto grado de estabilidad (tabla 2), y ello es confirmado
en estos resultados, que hacen suponer que los variantes morfold-
gicos de esta especie compiten por el medio en igualdad de condi-
ciones respecto a las cepas no alteradas.

Auxotrofias. Los resultados obtenidos para los diferentes trata-
mientos y procedimientos de seleccidn vienen expresados en la ta-
bla 3. Puede comprobarse en ella, que el DES es mas eficaz en la
produccién de este tipo de mutantes que de morfolégicos, y que SQ

Tabla 3. Frecuencias de mutantes auxotréficos tras diferentes procedi-
mientos de aislamiento y enriquecimiento.

Especie P. chrysogenum P. urticae P. expansum
Tratamiento uv 1! DES 45'|UV 1' DES 1lh uv 1° DES 45"
Aislamiento directo |0,47% 0,82%| 1,4% 0,5% 10-3 0,2%
|Enriquecimiento por |

| filtracién | 1,8% 3,1%|0,95% 0,36%|4,7x10~3 1%
|Enriquecimiento por |

| antibidtico | 0,9% 1,6%| 1%  0,4%|5,9x1073 1,2%
|colorante |o,47% 0,79%| 1,2% 0,5% 10-3  0,16%
|variantes morfolégi- | |

| cos iniciales | a% - | 1% - | o0,11% -
|Variantes morfolégi- | | [

| cos iniciales tras | | | [
| enriquecimiento | 6,6% = . 2% - | ®w21% -

—: No obtenidos.

lo en el caso de P. urticae la radiacidn con Luz UV es més efecti
va que el DES para un mismo porcentaje de supervivencia.

En otro orden de cosas, es destacable el hecho de que para
las tres especies estudiadas, puede detectarse,de forma mas direc
ta,a los mutantes auxotréficos con ayuda de una serie de coloran-
tes adicionados a los medios de cultivo, tales como la Eosina B,
Eosina Y y Floxina B. En las tablas de resultados, sbélo se mues-
tran los que dieron frecuencias mayores, correspondiendoc un colo-
rante diferente para cada una de las especies (P. chrysogenum con
Floxina B, P. urticae con Eosina B, y P. expansum con Eosina Y).
Las colonias mutantes auxétrofas presentaban una coloracidén rosa-
da debido a la acumulacidén en las mismas del colorante, mientras
que las prototrofas mostraban pigmentacién normal, siendo pues fa
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cil su identificacidén y aislamiento. En ninguno de los casos, la
adicién del colorante afecta a la viabilidad de las esporas, tan-
to salvajes como las que presentan mutacién, pues los resultados
obtenidos mediante el aislamiento directo son numéricamente seme-
jantes a los anteriores, si bien es cierto.que si todas las colo-
nias auxétrofas presentaban coloracidén rojiza, no se cumplia la
relacién inversa. En principio, la Floxina B se utilizé para la
obtencién de mutantes auxotréficos y deficientes en respiracién
(HORN & WILKIE, 1966), o bien incapaces de utilizar diversas sus-
tancias nitrogenadas como Gnica fuente de nitrégeno (MIDDELHOVEN
et al., 1976) en levaduras, y esto explicaria la observacién ante
rior: parte de las colonias rojizas seran auxbétrofas, parte defi—
cientes en respiracién, parte incapaces de utilizar determinadas
sustancias como Gnica fuente de nitrégeno, etc.

Asi pues, el verdadero valor del método descrito radica por
una parte en su aplicacién a nivel de hongos filamentosos, por
otra en aumentar el espectro de colorantes Gtiles para este proce
dimiento, y finalmente por ser una técnica discriminatoria, aun-
que no de forma total, para el aislamiento de mutantes auxotré6fi-
cos, permltlendo redu01r asi considerablemente el esfuerzo que su
pone la obtencidén de este tipo de marcadores, al disminuir drasti
camente el nimero de colonias que ha de ser analizado, si bien se
desconocen por el momento las bases moleculares de su mecanismo
de acciédn.

Por otra parte, principalmente para P. chrysogenum y en me-
nor medida para P. expansum, resulta indicada la utilizacidén de
procedimientos de enriquecimiento, bien sea mediante filtracidn o
bien por el empleoc de antibiéticos. Sin embargo, en el caso de P.
urticae no resultan efectivos estos métodos, ya que, como se com-
prueba por otros datos ya expuestos, las colonias de este hongo
son extraordinariamente resistentes a las condiciones adversas
del medio, lo que permitird a los mutantes auxotrdéficos comportar
se de modo andlogo a las esporas no dafiadas.

Resulta muy interesante el hecho de que en las tres especies
pero principalmente en P. expansum, pueden recuperarse algunas au
xotrofias procedentes del primer aislamiento de variantes morfolo
gicos, tratandose sin duda de mutaciones independientes, ya que
la frecuencia de comutacidén es extraordinariamente baja. Un hecho
que refuerza este punto, radica en que el empleo de métodos de en
riquecimiento para mutantes auxotréficos, bien sea mediante fil-
tracién o por el uso de antibidticos, no sélo no aumenta el por-
centaje de morfolégicos, sino que ejerce un efecto negativo sobre
ellos.

Mutantes resistentes. S6lo han podido obtenerse cepas resistentes
al fungicida Benlate (50 y 100 pg/ml) bajo tratamiento con Luz UV
(180-240 J x mm~<) y en una frecuencia que no sobrepasa a 2 x 107°
Tanto para el resto de antifingicos como para los colorantes
utilizados (Cristal Violeta, Verde de Malaquita, Nistatina y Clo-
trimazol), han resultado ineficaces todos los tratamientos mutagé
nicos ensayados, no obteniéndose resultados positivos a pesar de
que el numero de esgoras probadas ha sido extraordinariamente al-
to (alrededor de en cada ensayo). Una posible explicacidn a
este hecho puede encontrarse en que cualquiera de las resisten-
cias buscadas requiera que se produzcan modificaciones genéticas
tan numerosas como bien determinadas, con lo que la probabilidad
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de obtener estas cepas es extraordinariamente baja.

DISCUSION

Tres especies del género Penicillium han sido comparadas res
pecto a los efectos mutagénicos que en ellos se producen tras el
tratamiento con radiacién UV o agentes alquilantes (DES y EMS).

La radiacién UV ha sido, y es, un tratamiento mutagénico am-
pliamente descrito y utilizado en la obtencién rutinaria de mutan
tes (PONTECORVO, 1952; BUXTON & HASTIE, 1962; JAMES & KILBEY,
1977). E1 EMS es bien conocido como un poderoso agente alquilante
cuya efectividad mutagénica ha sido demostrada en innumerables ex
perimentos con diferentes sistemas celulares (LOVELESS, 1966);
sus mecanismos de accidn, junto con el de otros agentes alquilan-
tes, han sido investigados y discutidos en detalle (FREESE, 1971;
HESLOT, 1965; OSTERMAN-GOLKAR & EHRENBERG, 1970; PRICE et al.,
1969), y por estas razones fueron originalmente elegidos en la mu
tagenizacidon de Penicillium.

Sin embargo, el uso del EMS ha presentado notables dificulta
des, principalmente relacionadas con problemas de absorcidn por
las esporas fungicas, por lo que fue sustituido en la practica
por el DES, el cual mostrd poseer un mayor efecto letal y mutagé-
nico; éste se manifestd inicialmente en un mayor nimero de lesio-
nes morfoldgicas, lo cual fue posteriormente confirmado tras el
célculo de las frecuencias de los diferentes tipos de mutaciones
producidas.

Las amplias diferencias en las respuestas al EMS son eviden-
tes (figura 2), y sin embargo las sensibilidades relativas al DES
son muy similares y no dificilmente comparables a las obtenidas
tras la irradiacidn; es por ello que la Luz UV y el DES represen-
tan un bloque homogéneo de comportamiento frente a la diversidad
y falta de homogeneidad en la respuesta al EMS; las razones de es
tos comportamientos no son en la actualidad bien conocidas. Cier-
tas tentativas de explicacidn pueden realizarse para afrontar las
diferencias interespecificas hacia el mismo mutédgeno: penetracién
diferencial del agente debido a diferencias fisiolébgicas entre
las especies consideradas, variacidn en los sistemas reparadores
que haréan predecibles respuestas diferenciales (LAWLEY, 1974) en-
tre otras. En general, nueva luz sobre estos aspectos podria obte
nerse al ampliar estos experimentos a otros sistemas.

La variacién de la respuesta de una misma especie a diferen-
tes mutidgenos, puede encontrarse influenciada por la penetracidn
diferencial de éstos. Una explicacidn mas discreta la constituye
la distinta reactividad de uno de los mutigenos, en nuestro caso
el DES, frente a otro, el EMS. Los mecanismos de reaccién han si-
do discutidos con detalle (PATTERSON, 1973), y en general las re-
actividades especificas dependen del hecho en si: el agente alqui
lante actia mediante mecanismos Syl 6 Sy2, siendo el DES un tipi-
co Sy2, mientras que el EMS reacciona por combinacién de ambos me
canismos, lo cual concuerda con los datos obtenidos por COUCH &
HSIE (1976) respecto al hecho de que el DES posee un mayor carac-
ter mutagénico que el EMS, resultados éstos también confirmados
en nuestro trabajo.

Las razones para las diferentes relaciones dosis-respuesta
caracteristicas, inducidas por la radiacién y agentes quimicos,
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no estén actualmente aclaradas. La falta de datos acerca de la ve
locidad y grado de penetracidén de los mutédgenos quimicos, dificul
ta la comparacidén cuantitativa del efecto mutagénico de una dosis
quimica con una de irradiacién, hablando en términos de exposi-
cién real (CHANDLER, 1974). Una de las mas claras diferencias en-
tre los efectos de ambos tipos de agentes mutagénicos, radica en
el hecho de que las tres especies presentan respuestas esencial-
mente idénticas a la radiacidén, pero muy diferentes a los agentes
alquilantes. Ello puede indicar que bien el nimero de lesiones in
ducidas y/o de reparaciones subsiguientes de ciertas de estas le-
siones, difieren para ambos. La diferencia mejor conocida entre
los mecanismos mutacionales de la accién de las radiaciones y de
los agentes quimicos, es el hecho de qgue éstos no ejercen sus
efectos de modo general (BROCK, 1971); asi, en E. coli el EMS pro
duce preferencialmente mutaciones en genes activos, y no en los
inactivos. Asimismo, pueden existir zonas de DNA que actuen como
"puntos calientes' para los efectos de ciertos mutéagenos guimicos
(FAHMY & FAHMY, 1971), cuya localizacién en los cromosomas pueda
variar, asi como con el agente quimico que induce la lesidén. En
contraste, la radiacién ejerce usualmente un dafio general (BROCK,
1971).

Estos factores probablemente expliquen el hecho de que los
espectros mutacionales hallados difieran para ambos tipos de mutd
genos. Los datos reflejados en las tablas 2 y 3 muestran que la
radiacién es mas eficaz en la induccidén de mutantes morfoldgicos
y resistentes, asi como de auxotréficos en P. urticae, mientras
que el DES lo es en la obtencidn de auxotrofias en P. hrxsogenum

expansum. Estas diferencias pueden encontrarse también influ
enc1adas por el hecho de que muy pocas aberraciones cromosémicas
son producibles por los agentes alquilantes, y de ellas la mayo-
ria lo son de tipo intracromosémico, frente a las inducidas por
la radiacién UV (NILAN & KONZAN, 1961). Ademas, los agentes quimi
cos son mas eficientes en la induccidn de mutaciones en locus es-
pecificos (NAWAR et al., 1971), y probablemente reflejen una pro-
porcidén mads favorable en la relacidén mutacidn-supervivencia.

Son numerosas las especulaciones realizables a la vista de
las enormes diferencias en las frecuencias de mutacién para un mis
mo nivel de supervivencia, asi como frente a las estabilidades y
caracteristicas de las cepas mutantes obtenidas. Sin duda muchos
de estos aspectos, esencialmente aquellos relacionados con los da
fios genéticos asociados a las mutaciones inicialmente selecciona-
das, pueden abordarse mediante las actuales técnicas de fusién de
protoplastos, y a través de ellas puede llegarse a una mejor com-
prensién tanto de los mecanismos mutacionales de los agentes estu
diados, como de las proximidades genéticas entre las diferentes
especies seleccionadas. Finalmente, se ha obtenido una extensa co
leccidén de cepas que permitiradn el disefio de sistemas de se-
leccidén de hibridos somaticos en las experiencias de fusién, tan-
to intra como intergenéricas.
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TURNO DE PREGUNTAS

PREGUNTA (Dr. J. Guarro): Respecto a los mutantes de color, ¢;son
realmente estables o revierten finalmente a la coloracidn
original?

RESPUESTA (S. Ferrer): Es cierto que no todas las colonias que

presentaban cambios de color mantenian sus caracteristicas

a lo largo de las generaciones, y justamente por ésto,es por
lo que se realizaron pases sucesivos de las mismas tanto en
medio completo como en medio minimo. De este modo se encon-
traron frecuencias de reversidn que oscilaban entre el 0 y
el 57% segun los casos, siendo los restantes realmente esta-
bles a lo largo de las resiembras (cinco como minimo).

Generalmente los mutantes que revertian, lo hacian en
el segundo pase, si bien algunos no manifestaban cambios has
ta el tercero, pero ninguno modificd su fenotipo del cuarto
pase en adelante.

Un aspecto importante a destacar es que si bien estas
cepas presentaban una coloracién diferente a la de las pater
nas, no se observaba en ellas otros cambios morfolégicos que
los ya citados. Justamente se las eligidé por esta razédn, des
cartandose ya de entrada tanto las colonias que mostraban
una alteracién en la forma de la misma, como las que poseian
una coloracidén no claramente distinguible de la de la cepa
paterna, como por ejemplo distintas tonalidades del verde.
Resumiendo: los mutantes llamados morfolégicos son aquéllos
que presentan como Unico rasgo diferencial una distinta pig-
mentacidén de las esporas, que bien puede ser en nuestro caso
amarilla, ocre 0 albina.
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