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1. INTRCDUCCION



Drosophila melanogaster Meigen es un insecto
perteneciente al Orden de 1los Dipteros y que es conocido
vulgarmente como mosca del vinagre. En 1los o0jos de este
organismo puedgn diferenciarse dos estructuras: la retina vy
el 1dbulo 6ptico. La retina estd formada por un conjunto de
unas 800 facetas u omatidios. En los omatidios, a su vez,
pueden diferenciarse dos partes, por un lado el aparato
diéptrico que se encarga de la percepcién de la luz y, por
otro, las células retinulares o fotorreceptoras que
convierten los estimulos luminosos en eléctricos.

El aparato didptrico se halla rodeado de células
pigmentarias que absorben 1los rayos de luz que no entran
perpendicularmente en los omatidios. Existen tres tipos de
células pigmentarias: primarias, secundarias y basales. Las
primarias (dos por omatidio) rodean al aparato dioptrico;
las secundarias (nueve por omatidio) rodean a las celulas
retinulares y a las primarias y se extienden hasta la
membrana basal de la retina; y las basales (nueve pof
omatidio) se situan en la parte mas interior de la retina.

Las células pigmentarias contienen en Drosophila dos
tipos de pigmentos: los omocromos y las pteridinas. Estos
pigmentos no se encuentran libres en el citoplasma‘de las
células, sino que se hallan depositados en unas estructuras
esféricas con membrana denominadas granulos pigmentarios.
Las pteridinas y los omocromoé estdn contenidas en grdnulos
pigmentarios diferentes y se distribuyen, también de forma

diferente, en dos de los tres tipos de células pigmentarias.



Las células pigmentarias primarias contienen solamente
granulos de omocromos, mientras que las secundarias
contienen 1los dos tipos de grénulos (Shoups 1966; Fuge,
1967). La formacidn de estos gréadnulos es también diferente
segun el pigmento que contieneﬁ. Asiy por ejemplos 1los
grdnulos que contienen omocromos se producen a partir del
reticulo endopléasmico liso, mientras que los que contienen
pteridinas lo hacen a partir de las vesiculas del aparato de
Golgi (Fuge, 1967). La formacidn de los granulos
pigmentarios es independiente de la sintesis de pigmentos,
de tal forma que los grénulos se forman aunque la sintesis
de pigmentos esté interrumpida. Estos tipos de grénuios
pigmentérios presentan la apariencia de estructuras formadas

Unicamente por la membrana sin ningun contenido interior.
1.1. Pigmentos oculares

Los pigmentos presentes en 1los ojos de Drosophila

de los omocromos o al de las pteridinas.

Becker (1942) fue el primero en utilizar el término
omocromos. Los dividid segun su peso molecular en dos tipos:
omatinas (bajo peso molecular) vy ominas (alto grado de
polimerizacidon). Linzen (1967) propuso una subdivision de
los omocromos basada en criterios estructurales. Segun él,
pertenecian al grupo de las omatinas aquellos compuestos que

contenian el grupo 1-2-pirimidino-3H-fenoxazina, y al de las



ominas los que producian, tras su hidrélisis acida,
3-hidroxiquinurenina y;"pigmento IV, Esta ultima sustancia
era un pigmento de color rojo-ladrillo que en condiciones
fuertes se separaba en 3-hidroxigquinurenina y una
hidroxiquinona que contiere un atomo de azufre.

Los dos uUnicos omocromos presentes en los ojos de
Drosophila melanogaster son la  xantomatina vy la
dihidroxantomatina, pertenecientes ambos al grupo de las
omatinas. En 1los tubulos de Malpighi del mutante red
Malpighian tubules se ha encontrado otro tipo de omocromo,
la omina A, el cual al acumularse produce el color ono de
los tubulos (Wessing y Bonse, 19&6).

En los ojos de Drosophila melanogaster, asi como en
todo el cuerpo, hay una amplia representacidn de compuestos
que tiemen como grupo basico el anillo de pteridina (figuré
1). La mayor parte de estos compuestos son incoloros y, por
tantos no pueden considerarse como pigmentos. Sin embargo,
hay algunos que si presentan color: 1los pigmentos rojos y
los pigmentos amarillos. Los pigmentos rojos, 1llamados
geneéricamente "drosopterinas", son sustancias que presentan
dos anillos de pteridina en sus moléculas. Este grupo esté

compuesto por, al menos, seis sustancias distintas: la

drosopterina (la mds abundante), la isodrosopterina, los dos

isémeros de la aurodrosopterina,; la neodrosopterina y "la
fraccién e" (Schwinck y Mancini, 1973). Los pigmentos
amarillos mas abundantes son la sepiapterina vy 1la

isosepiapterina. Hay, sin embargo, varias sustancias que
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presentan color vy fluorescencia amarilla y que, aunqgque
apenas se detectan en la cepa tipo salvaje, se acumulan en
varios mutantes de color de ojos. Estas sustancias
corresponden a las manchas n® 8, 20, 21 y 228 descritas por
Ferre et al. (1986).

La mayor parte de 1las pteridinas encontradas en
Este nombre se utiliza actualmente para denominar a aquellos
compuestos cuyo anillo de pteridina presenta un grupo amino

en posicidon 2 y un grupo oxo en posicion 4 (figura 1).

1.2. Biosintesis de omocromos

El esclarecimiento de 1la ruta de sintesis de los
omocromos estuvo en sus comienzos ligado a los primeros
trabajos en genética bioquimica. Beadle y Ephrussi (1936),

con sus experiencias de trasplantes de discos imaginales en

Drosophila melanogasters, correlacionaron mutaciones del
genoma con alteraciones del metabolismo, pudiendo asi
establecer que las mutaciones vermilion y cinnabar

interrumpian un paso de la secuencia de reacciones que
conducia a la sintesis del pigmento marrdn. Los metabolitos
intermediarios en ésta sintesis, a 1los que denominaron
sustancias v* y cn*, fueron identificados posteriormente por
Butenandt et al. (1940, 1949).

La ruta de sintesis de la xantomatina (figura 2) esta

en la actualidad casi completamente dilucidada (Phillips y
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Forrest, 1980; Ferreé et al., 1985). Sin embargo, algunas de
las reacciones laterales no han sido totalmente aclaradas.
También, hay dudas de que realmente exista la enzima
muy facil la oxidacidén espontanea de 3-hidroxiquinurenina a
xantomatina vy, ademds, no se ha podido atribuir esta

actividad enzimdtica a ningun gen concreto.

1.3. Biosintesis de pteridinas

Los trabajos realizados en la ultima década
permitieron establecer 1la mayor parte de los pasos
enzimaticos de la biosintesis de pteridinas. En la figura 3
puede observarse una ruta global de biosintesis de las
pteridinas. basada en 1los conocimientos actuales. Sin
embargo, esta ruta no ha sido totalmente clarificada
existiendo todavia . controversia sobre ciertos pasos (ver
figura 4).

La ruta de biosintesis parece constar, en cualquier
casoy de un tronco coman inicial, a partir del cual se
producen varias ramificaciones que conducen como productos
finales a 1la isoxantopterina, las drosopterinas, la
tetrahidrobiopterina y la biopterina.

El precursor de las pteridinas es el GTP. Esta
sustancia por accién de la enzima GTP ciclohidrolasa es
transformada en 7,8-dihidroneopterina trifosfato - que es la

primera pteridina sintetizada en 1la ruta (Burg vy Brown,
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Figura 3.- Ruta de biosintesis de las pteridinas

Las lineas discontinuas indican aquellos pasos en los que se desconoce

si actua una o varias enzimas. Abreviaturas usadas : GTP (guanosina
trifosfato), HANTP (dihidroneopterina trifosfato), PH”PTE (piruvoil-
tetrahidropterina) , H*PTE (dihidropterina), PTE (pterina), IXP
(isoxantopterina), ADHP (acetildihidrohomopterina), DPS (drosopterinas),
SP (sepiapterina), H”"BP (dihidrobiopterina), H*"BP (tetrahidrobiopterina)
y BP (biopterina). 1=GTP ciclohidrolasa, 2=sepiapterina sintasa A o
piruvoiltetrahidropterina sintasa, 3=sepiapterina sintasa B, 4=biopterina
sintasa, 5=dihidrofolato reductasa, 6=dihidropterin oxidasa y 7=xantin

deshidrogenasa.
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196B; Fan et al., 19763 Fan y Brown, 1976). El1 siguiente
paso en la ruta de sintesis consiste en la transformacidn de
este compuesto en sepiapterina. Para esta transformacién son
necesarios dos pasos enzimaticos sucesivos catalizados por
las enzimas sepiapterina sintasa.A y B (Fan et al., 1975;
Krivi vy Brown, 1979). El1 compuesto que se forma tras la
accidn de la sepiapterina sintasa A fue denominado compuestc
X al no poder ser identificado por su extremada labilidad.

La sepiapterina es metabolizada a dihidrobiopterina
por accidn de la biopterina sintasa o sepiapterina reductasa
(Matsubara et al., 1?66; Fan y Brown, 1979). Este compuesto
puede ser reducido a tetrahidrobiopterina por accion de la
dihidrofolato reductasa (Taira, 1961b) u oxidado a
biopterina por medio de la enzima dihidropterin oxidasa (Fan
y Brown, 197%; Unnasch y Brown, 1982). Esta enzima es, a su
vez, capaz de transformar 1la dihidropterina en pterina,
presentado esta ultima un mayor tiempo de recambio y una
menor K, que la dihidrobiopterina (Unmasch y Brown, 1982).
La pterina producida se transforma en isoxantopterina por
accion del enzima xantin deshidrogenasa (Forrest et al.,
1956). Esta enzima puede también wutilizar ‘como sustrato
otras sustancias no pteridinicas como 1la xantina vy la
hipoxantina.

Los pasos que presentan mds dudas y para los que
todavia no han sido caracterizados los enzimas son el de la
dihidroneopterina ¢trifosfato a dihidropterina vy 1los que

conducen a la sintesis de 1las drosopterinas. Yim et al.

-12-



(1981) caracterizaron una enzima que eliminaba 1la cadena
lateral de la neopterina produciendo dihidropterina.
Observaciones posteriores con mutantes de color de ojos
inducen a pensar que el precursor directo de la
dihidropterina no es 1la neopterina trifosfato sino el
compuesto X. Los pasos necesario§ que necesitaria esta
sintesis son desconocidos. Tampoco bhan sido caracterizados
los pasos enzimdticos implicados en 1la biosintesis de
drosopterinas. Wilson vy Jacobson (1977b) detectaron 1la
existencia de un compuesto que se acumula en grandes
cantidades en la mutacidén Henna-recessive® (Hn"™®), vy que
parecia ser uno de los dos precursores de las drosopterinas.
Wiederrecht et al. (1981) lo identificaron como
2-amino-4-oxo—-é-acetil-7,8-dihidro 3H, 9H-pirimido 4-5Sb
1,4 diazepine (PDA). Posteriormente, Jacobson et al. (1982)
han propuesto para esta sustancia el nombre de
b-acetildihidrohomopterina. E1l otro precursor de las
drosopterinas parece que seria la dihidropterina, en base a
la estructura quimica de las drosopterinas.

Esta ruta ha sido, sin embargo, puesta en entredicho
tras el descubrimiento de Nichol et al. (1983) de que, en
tejidos de mamiferos, 1la tetrahidrobiopterina podia ser
sintetizada en presencia de un inhibidor de 1la enzima
dihidrofolato reductasa (metotrexato). Por dicha razén se
planted que podia existir una ruta "de novo" que conduciria
directamente a 1la tetrahidrobiopterinasy sin pasar por la

dihidrobiopterina. Estudios pasteriores permitieron 1la

-13-
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identificacién del compuesto como
6-piruvoiltetrahidropterina (Switchenko et al, 1984). El
trabajo realizado por estﬁs investigadores alterd
sustancialmente los conocimientos que se tenian sobre 1la
ruta de sintesis de las pteridinas. Asi, segun estos
autores, la ruta que conducia a la sintesis de
tetrahidrobiopterina no necesitaba pasar por la
sepiapterinay, sino que podia sintetizarse directamente a
partir del compuesto X por medio de la enzima biopterina
sintasa. La funcidn principal de esta enzima in vivo seria
esta reaccidn y no la sintesis de dihidrobiopterina a partir
de sepiapterina. A su vez, cuestionaron la funcidn de 1la
enzima sepiapterina sintasa B que transformaba el compuesto
X en sepiapterina, demostrando que el producto formado en la
reaccioén enzimadtica era lactoil-tetrahidropterina, el cuai
al trabajar en condiciones oxidantes se oxidaba a
sepiapterina. El1 compuesto lactoiltetrahidropterina puede
transformarse también en tetrahidrobiopterina por accidn de
la enzima biopterina sintasa. Sin embargo, el rendimiento en
la produccidn de tetrahidrobiopterina no solo no aumenta en
presencia del producto de la enzima B sino que disminuye,
con lo que estos autores propusieron que el camino in vivo
hasta la tetrahidrobiopterina pasaba exclusivamente por la
sepiapterina sintasa A (que redenominaron como
piruvoiltetrahidropterina sintasa) y 1la biopterina sintasa
(figura 4), siendo 1la piruvoiltetrahidropterina el unico
intermediario in vivo de esta sintesis.

_14_



Smith Yy Nichol (1984) 1llegaron a conclusiones
similares, ;unque no identicas, trabajando con tejidos de
mamiferos. Asi, encontraron que entre 1la dihidroneopterina
trifosfato Yy la tetrahidrobiopterina habia dos
intermediarios a los que denominaron Hi-pterina-1 vy
He—-pterina-2 (figura 4). E1 primero de ellos parece que
corresponderia a la piruvoiltetrahidropterina, mientras que
el segundo seria una tetrahidropterina distinta de 1la

lactoiltetrahidropterina encontrada por Switchenko et al.

(1984).
1.4, Funcion de los omocromos y pteridinas

Linzen (19467) propuso tres posibles funciones para los
omocromos: pigmentos oculares auténticamente funcionales,
donadores y aceptores de electrones y productos de deshecho.

‘Respecto a su funciodn como pigmentos, parece que
impedirian el paso de 1luz lateral entre 1los omatidios,
permitiendo una mayor agudeza visual. Se ha podido observar
que mutantes sin ningun tipo de pigmento en los ojos
(omocromos o pteridinas) exhiben una menor agudeza visual
(Burnet et al., 1968).

| La funcidén de los omocromos como productos de deshecho
se basa en la no toxicidad de estas sustancias. Por esta
razon los excesos de triptéfano, que si resultarian téxicos
para el organismo, son metaﬁolizados y transformados en

omocromos. Estas sustancias podrian considerarse como

-15-



productos de excreccidn a pesar de que se acumulen a lo
largo de 1la vida del organismo (Linzen, 1967). Otra
observacion que confirma esta funcidn de los omocromos es la
baja toxicidad que produce un exceso de triptdéfano en 1la
dieta de la cepa tipo salvaje, mientras que la cepa mutante
vermilion que no puede metabolizar el triptédfano a omocromos
ve disminuida fuertemente su viabilidad (vease resultados,
pag. 153).

El estado de oxidacién variable de 1los omocromos ha
llevado a varios autores a considerar la hipdtesis de que
estas sustancias puedan intervenir en la respiracidn de las
ceélulas. Bilickman (1965) observé, sin embargo, que s6lo en
periodos de anoxia la xantomatina podia tener como funcidn
menor el papel de aceptor de electrones.

Las pteridinas presentan un mayor numero de funciones
que los omocromos. Asi, al igual que éstos, pueden actuar
como pigmentos de proteccidén frente a 1la 1luz y como
productos de deshecho del exceso de un compuesto
(nitrégeno). Harmsen (19466) considera que ciertas pteridinas
que se acumulan en gran cantidad en el organismo pueden ser
los productos de excreccidn de las pteridinas activas
fisioldgicamente; asi como de las pirimidinas. En algunos
casnsy Como ocurre con los cuerpos grasos de mariposas, la
funcidn de excreccidn puede estar acompanada por la de un
almacenamiento potencialmente reversible.

Una funcidn muy importante de algunas pteridinas es la

de ser cofactores en ciertas reacciones enzimdticas. Kaufman



(1963) descubriod que la tetrahidrobiopterina era el cofactor
necesario para 1la hidroxilacidon de 1la fenilalanina a
tirosina. Posteriorﬁente se han detectado otras reacciones
enzimaticas en las que se necesita éste u otro cofactor
pteridinico (Rembold y Gyure, 1972).

La amplia distribucidn que presentan estas sustancias
en tejidos vy organismos diferentes, ha dado lugar a muchas
hipdtesis sobre otras posibles funciones (efectores de la
proliferacidn celular, el primer aceptor de energia de la

fotosintesis, etc.).

4% 32 44 9 F_R _JERL ¥ 22+ ¥4 3

En Drosogphila melanogaster se conocen mas de 70
mutaciones que afectan al color de los ojos. Esta alteracidn
se debe a wuna variacidn en las cantidades normales de los
pigmentos oculares (omocromos y pteridinas).

Aunque son varios 1los mutantes en los que se ha
detectado un efecto especifico sobre una de las dos rutas de
sintesis, es bastante habitual que este efecto vaya
acomparado por una alteracidn de la otra ruta de sintesis de
pigmentos oculares. Tomando en cuenta esta consideracidn,
vamos a ver ahora cuales han sido los genes de color de ojos
descritos como estructurales o reguladores para los enzimas
de las dos rutas de sintesis.

A) Ruta_de_sintesis_de_los_omocromos

Los primeros genes estructurales que se descubrieron



fueron vermilion vy cinnabar. Estos genes codificaban las
enzimas triptdfano oxigenasa (Baglioni, 1959; Kaufman, 1962)
Yy quinurenina hidroxilasa (Ghosh y Forrest, 1967a),
respectivamente. E1 patrdén de pteridinas de estos mutantes
es similar al del tipo salvaje.

Respecto a la enzima quinurenina formamidasa no se han
encontrado mutantes de Drosophila melanogaster que bloqueen
este paso enzimatico. De 1las varias hipdtesis planteadas
resulta bastante atractiva la de Moore vy Sullivan (1978).
Estos 1investigadores encontraron que existian dos tipos de
quinurenina formamidasa en D. melanogaster, codificadas por
loci enzimaticos diferentes. Esto les hizo proponer que 1la
existencia de mutantes que bloquearan 1la actividad
quinurenina formamidasa se debia a que sdélo una rara doble
mutacidn en ambos loci podria producir un mutante que viera
afectada la sintesis de pigmento marrdn.

El uUltimo paso de la ruta de sintesis estd catalizado
por la enzima fenoxacinona sintasa. Hay dos mutantes,
cardinal y karmoisin, que acumulan 3-hidroxiquinurenina
durante el desarrollo y presentan cantidades disminuidas de
pigmento marrén (Howells et al., 1977). La controversia que
existe sobre la funcidn ip vivo de esta enzima hace dudar si
alguno de ellos puede considerarse como el gen estructural,
vya que aunque se ha detectado en el primero una baja
actividad de la enzima, tambiéﬁ ésta se ha observado en

otros mutantes deficientes en omocromos como, por ejemplo,

vermilion vy cinnabar, cuyos defectos enzimdticos estan
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claramente caracterizados en otras dos enzimas anteriores de
esta ruta de sintesis.

Otro mutante que parece afectar especificamente la
sintesis de omocrémos es scarlet. Este mutante no acumula
3-hidroxiquinurenina y presenta cantidades normales de
quinurenina y triptéfanmo (Phillips vy Forrest, 1980). Esta
falta de 3-hidroxiquinurenina no es debida a una actividad
baja de la enzima quinurenina hidroxilasa (Ghosh y Forrest,
1967a), sino que parece estar relacionada con un defecto en
el mecanismo de transporte o acumulacidn de quinurenina en
los tubulos de Malpighi y en los ojos, durante el desarvrollo
(Howells et al., 1977).

B) Ruta de sintesis_de_las pteridinas

La deteccidn de los genes estructurales que codifican
esta ruta de sintesis estd siendo mucho mas dificil. Esto se
ha debido a los diferentes efectos pleiotrdpicos que produce
un unico defecto génico en esta .ruta de sintesiss asi como
al hecho de que probablemente muchos de estos genes
estructurales tienen una funcidn vital en el organismo vy,
por tanto, mutaciones que afectan a esta funcidn provocarian
la letalidad del individuo, e impedirian su deteccidn.

El primer mutante que pudo relacionarse con un defecto
enzimdtico fue rosy (Forrest et al., 1956). Este mutante no
poseia isoxantopterina,; ni presentaba actividad de la enzima
xantin deshidrogenasa (XDH). La demostracién de que el locus
rosy era el gen estructural para este enzima fue obtenida

con 1los estudios de Yen y Glassman (1965) y Gelbart et al.
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(1974). Posteriormente se han descubierto otros genes que
parecen controlar la actividad xantin deshidrogenasa. Las
mutaciones marron-like (mal) y cinnamon (cin) no presentan
actividad XDH, mientras el mutante low xanthin dehydrogenase
(1xd) presenta un actividad de alrededor del 20%.

Los genes cin v 1lxd parecen estar relacionados con la
sintesis de un cofactor que seria imprescindible para 1la
actividad XDH (Warner y Finnerty, 1981). El1 mutante mals por
el contrario, presenta cantidades normales del cofactor.
Esto, ha llevado a plantear dos hipdtesis sobre su funcidn.
Segun la primera, el gen mal actuaria en el procesamiento de
la enzima XDH, mientras la segunda hipdtesis propondria que
el cofactor presente en el mutante mal no seria activo
fisioldgicamente (Warner vy Finnerty, 1981). Este cofactor
contiene molibdeno y una pterina que presenta una cadena
lateral en posicidn 6 (Johnson et al., 1980). Los efectos
pleiotrépicos de estos mutantes se deben al hecho de que
este cofactor parece ser necesario para la accidn de varias
enzimas (piridoxal oxidasa (PD), aldehido oxidasa (AO0),
sulfito oxidasa (S0), etc.).

Bogaart y Bernini (1981) han encontrado que los
mutantes cin y 1lxd apenas presentan actividad sulfito
oxidasa. Esto se deberia a la necesidad por parte de la
enzima del cofactor de molibdeno. El hecho de que mal posea
una actividad normal podria e%plicarse por la presencia del
cofactor de molibdeno. Este cofactor podria ser funcional

s0lo en algunas enzimas, mientras que para la XDH, AO vy PO
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no seria activo.

Existen varios mutantes que afectan a la actividad de
la enzima GTP ciclohidrolasa (GTPCH). Evans y Howells (1978)
observaron que las mutaciones raspberry (ras) y prune (pn)
alteraban la actividad de la enzima durante el desarrollo,
presentando una actividad disminuida respecto al tipo
salvaje en adultos y aumentada en pupas. Sin embargo, estos
mutantes no podian considerarse genes estructurales para la
enzima al no presentar una relacidn proporcional entre la
actividad enzimatica y la dosis génica. Mackay y O0’Donnell
(1983) realizaron un amplio estudio con casi todos 1los
mutantes de color de ojos en un intento de encontrar el gen
estructural para la enzima. Encontraron que varios mutantes
alteraban la actividad de la enzima. De ellos, el unico que
presentd una relacidn entre la dosis génica y la actividad
enzimatica fue el 1locus Punch. Por tanto, este gen seria
probablemente el estructural para la enzima GTPCH. Otros
genes como red Malpighian tubules, rose, raspberry o prune
podrian actuar como reguladores de su actividad enzimatica.

La segunda enzima de 1la ruta de sintesis es la
sepiapterina sintasa A (o piruvoiltetrahidropterina
sintasa). Solo se ha descubierto un locus cuyas mutaciones
produzcan una disminucidn de 1la actividad. Este locus es
purple (pr) cuyos alelas tienen actividades del enzima entre
el B%4 y 30%4 de la del tipo salQaje (Yim et al., 1977); Krivi
y Brown, 1979). Yim et gl. (1977) demostraron también 1la

existencia de una relacidn entre el numero de copias de pr™



y la actividad enzimatica, por 1lo que presumiblemente este
locus es el gen estructural para dicho enzima.

No se conocen todavia 1los genes que codifican las
enzimas de las ramas de la ruté'de sintesis que conducen a
la biopterina. Esto puede ser debidos en parte, a que una
mutacion en alguna de estas enzimas no produciria
variaciﬁnes en las cantidades de los pigmentos rojos, que
son los que mayoritariamente dan el color al ojo; por tanto,
estos mutantes pasarian desapercibidos visualmente a no ser
que produjeran algun otro efecto sobre 1la sintesis de
pteridinas que afectara a las cantidades de drosopterinas.

Los mutantes clot (gcl) vy sepia (se) parecen estar
involucrados en el control de 1la actividad de las enzimas
que producen la transformacidén de piruvoiltetrahidropterina
en acetildihidrohomopterina (Wilson y Jacobson, 1977b; Ferre
et al., 1983; Wjederrecht et al., 1984). El1 mutante clot
presenta, sin embargo, una actividad de 1la enzima GTP
ciclohidrolasa ligeramente disminuida (Mackay vy O0O’Donnell,
1983)y 1o gque hace pensar que probablemente no sea un gen
estructural en 1la biosintesis de acetildihidrohomopterina.
Por el contrario, el mutante sepia no afecta a ninguna de
las otras enzimas de la ruta para las que se ha medido su
actividad. Esto hace pensar que probablemente sea el gen
estructural para alguna de las enzimas que conducen a la
sintesis de 6b-acetildihidrohomopterina. No existen, sin
embargos datos de la relacidn entre actividad enzimdtica vy

dosis geénica, al no estar todavia bien caracterizadas estas
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enzimas.

Los pasos enzimaticos que conducen a la sintesis de
pterina no han sido todavia caracterizados, excepto el
ultimo paso de dihidropterina a pterina que estd catalizado
por la enzima dihidropterin oxidasa (Unnasch y Brown, 1982).
Hubby (1962) propuso que el mutante 1little isoxanthopterin
(lix) podia actuar en un paso anterior a la pterina. Para
esto se basd en las pequeras cantidades de pterina e
isoxantopterina que presentaba este mutante en los
testiculos ys en 1la baja cantidad de pterina del doble
mutante ry® lix. No se han realizado estudios posteriores
que pudieran localizar dicho mutante en algun paso
enzimatico concreto.

Ferré et al. (19846) han planteaao la posibilida de que
tanto 1lix como 1los 1loci bordeaux (bo) y dark eyes (dke)
puedan estar actuando como genes estructurales o requladores
en alguno de los pasos que hay entre la
piruvoiltetrahidropterina y la pterina. Su hipdtesis se basa
en el efecto especifico de los mutantes de estos loci sobre
la ruta de las pteridinas (los niveles de pigmento marron y
sus metabolitos son similares al tipo salvaje) vy en las
bajas cantidades de pterina e isoxantopterina que presentan
dichos mutantes.

Otro locus que también podria ser el gen estructural
de alguna enzima de la ruta de‘sintesis de las pteridinas es
el locus Henna (Hn). Wilson vy Jacobson (1977b) propusieron

que este gen podria estar actuando en el paso enzimatico
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entre la 6-acetildihidrohomopterina vy las drosopterinas,
basdndose para ello en 1la gran acumulacidn de la primera
sustancia que presenta el mutante Hn"™®. Sin embargo, la casi
total ausencia de isoxantopterina y pterina en dicho mutante
pareee sugerir que estaria actuando en uno de los pasos
enzimadticos que hay entre la piruvoiltetrahidropterina y la
dihidropterina (Ferré et al., 1983)y explicdndose 1la
reduccidén de la cantidad de drosopterinas y el aumento de la
6-acetildihidrohomopterina como una consecuencia de la falta
de dihidropterina (precursor, junto con la
6-acetildihidrohomopterina, de las drosopterinas). Los
acumulos de otras pteridinas (sepiapterinas, biopterina,
etc.) podrian explicarse por 1la existencia de una mayor
cantidad de piruvoiltetrahidropterina, al no poderse

metabolizar ésta a dihidropterina.

1.6. Interacciones entre las rutas de sintesis de las

pteridinas y la xantomatina

En el apartado anterior se ha descrito un pequeso
nimero de mutantes de color de ojos que afectan de forma
especifica a una de las dos rutas de sintesis de pigmentos
oculares. El1 resto de 1los mutantes de color de o0jos
conocidqs presenta la caracteristica de afectar
simul taneamente a la sintesis 9/0 acumulacion de los dos
tipos de pigmentos.

Se han propuesto muchas hipdtesis encaminadas a
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explicar porqueé un solo defecto genético puede conducir a
alteraciones en dos rutas de sintesis independientes.

Los trabajos mas clasicos proponian las hipdtesis
erroneas de que hubiera un sustrato comun en las dos rutas
de sintesis (Nolte, 1952), © que ambos pigmentos se
actumularan en los mismos grdnulos pigmentarios y, por dicha
razons un defecto en la formacidn de los granulos afectara a
la acumulacidn de ambos tipos de pigmentos (Kuhn, 1936).

Hipdtesis mas recientes han tratado de explicar estas
interacciones en términos de cofactores o inhibidores
enzimdticos. El conocimiento que se tenia de que ciertas
hidroxilasas necesitaban un cofactor pteridinico para su
funcionamiento, hizo que Ghosh y Forrest (1967a) propusieran
que la quinurenina hidroxilasa podia estar incluida en este
caso. Por tanto, un defecto e% la ruta de sintesis de las
pteridinas podria conducir a una inhibicidén de la sintesis
de la xantomatina. Sullivan et al. i1973) han encontrado,
sin embargo, que los diferentes alelos de white presentan
niveles normales de quinurenina hidroxiiasa a pesar de
presentar un rango en la cantidad de pteridinas que va desde
la total ausencia hasta valores superiores, en algunas
pteridinas, de los que presenta el tipo salvaje.

Se ha propuesto, también, que el enzima ¢triptdfano
oxigenasa pudiera ser inhibido o activado por algunas
pteridinas (Ghosh vy Forrest; 1967b). No se ha propuesto
ningun$ hipdtesis en sentido inverso, es decir,; que algun

metabolito de la ruta de sintesis de la xantomatina inhiba
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una enzima de la sintesis de pteridinas.

Sullivan et al. (1974) han propuesto una hipdtesis mas
plausible para explicar la existencia de la gran variedad de
fenotipos de <color de ojos conocidos. Esta hipotesis esta
basada en el descubrimiento de que, para la sintesis de
pigmentos oculares; es necesario un transporte vy una
acumulacidn de sus precursores durante el desarrollo. Por
tanto, defectos en este sistema de transporte podrian
conducir a fenotipos mutantes de color de ojos. Los mutantes
deficientes en ambos tipos de pigmentos podrian explicarse
si el mecanismo de transporte tuviera puntos en comun para
sus respectivos precursores (Sullivan y Sullivan, 1975). En
base a esta hipdtesis se llevaron a cabo varias experiencias
con precursores (o probables precursores) de ambos tipos de
pigmentos. Los estudios sobre 1los precursores de la
xantomatina han permitido descubrir que hay varios mutantes
que son incapaces de acumular quinurenina intracelularmente,
tanto en los tubulos de Malpighi como en los ojos (Sullivan
y Sullivany 1975). Howells et al. (1977) también demostraron
que varios mutantes no acumulan 3-hidroxiquinurenina durante
su desarrollo, a pesar de presentar niveles normales de la
actividad del enzima quinurenina hidroxilasa.

No se han encontrado evidencias claras que demuestren
que este tipo de transporte se produce también con
precursores de la biosintesis AE las pteridinas. Sullivan et
al. (1979) detectaron, sin embargo, que algunos mutantes (a

diferencia del individuo normal) no eran capaces de absorber
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ciertas purinas (guanina, xantina vy riboflavina) en los
tubulos de Malpighi. De ellos, 1la guanina parecia la mas
probable como precursora del G6GTP. 8in embargo, fueron
incapaces de obtener cantidades apreciables de GTP, marcado
radiactivamente, a partir de guanina marcada radiactivamente
ni en los ojos del individuo tipo salvaje, ni en sus tubulos
de Malpighi. No hay, por tanto, evidencias claras de que se
necesite algin tipo de transporte de precursores de la
sintesis de las pteridinas, a pesar del hecho de que algunos

mutantes sean incapaces de absorber algunas purinas.
1.7. Importancia clinica de las pteridinas

En los ultimos aros se ha puesto de manifiesto que
para el normal funcionamiento del organismo humano son
necesarias pequenas cantidades de algunos tipos de
pteridinas. Desde hace tiempo se conoce la funcidn del acido
fdlico y la riboflavina como vitaminas. Ambas son factores
de crecimiento Yy sus deficiencias suelen provocar
transtornos de crecimiento y algunos tipos de anemia.

Otra enfermedad producida por un defecto de wuna
pteridina es 1la "fenilcetonuria atipica" (Niederwieser et
al.,; 19793 Curtius et al.y 1979). La fenilcetonuria clasica
consiste en un defecto del enzima responsable de 1la
transformacion de la fenilalaaina en tirosona (fenilalanina
hidroxilasa). La acumulacidn de fenilalanina producida por

este defecto provoca una serie de transtornos en el
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organismo de los cuales el retraso mental de los nifos que
presentan esta enfermedad es el mas importante. Este retraso
puede ser facilmente evitado suministrando al paciente una
dieta baja en fenilalanina.

La fenilcetonuria atipica se caracteriza por unos
sintomas mucho mads extremos y por no responder los pacientes
a una dieta baja en fenilalanina. Este tipo de
fenilcetonuria estéd causado por la ausencia total o parcial
de la tetrahidrobiopterina, que ‘es el cofactor necesario
para varias enzimas hidroxilasas, Las mds conocidas son la
fenilalanina hidroxilasa (Kaufman, 1963), la tirosina
hidroxilasas (Brenneman vy Kaufman, 1964) y la triptéfano
hidroxilasa (Jequir et al., 196%). Los dos ultimos enzimas
estan incluidos en 1las rutas biosintéticas de varios
neurotransmisores necesarios para el normal funcionamiento
del organismo, de aqui gue la fenilcetonuria atipica
presente sintomas mds graves que los de 1la fenilcetonuria
clasica.

El tratamiento de 1los pacientes con fenilcetonuria
atipica ha consistido habitualmente en el suministro de
tetrahidrobiopterina o, dada su inestabilidad, de alguno de
sus precursores mds estables. Estos ultimos variaban segun
el tipo de lesidn metabdlica de cada paciente. Se han
descubierto defectos en varios de los enzimas de la ruta de
sintesis de 1las pteridinas ~como la GTP ciclohidrolasa
(Niederwieser et al., 1984), dihidropterin reductasa

(Niederwieser et al., 1982), etc.
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Se ha podido aobservar gue, asociada a varios tipos de
enfermedadessy se produce una alteracidn de 1los niveles de
pteridinas en sangre y orina. En pacientes con varios tipos
de tumores cancerigenos se ha encontrado que en un 70% de
ellos la neopterina se encuentra aumentada frente a 1los
individuos sanos, mientras que en un 22% de ellos lo estd la
biopterina. En general, sin embargo, el cociente
neopterina/biopterina suele estar aumentado en pacientes con
procesos cancerosos (Rokos et al., 1980).

Estas alteraciones en 1los niveles de pteridinas
también se han encontrado asociadas a defectos inmunoldgicos
y transtornos neuroldgicos y psiquidtricos (ver revisidn de

Nichol et al., 1985).
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2. MATERIAL Y METODOS



2.1. Cultivo de Drosophila

' Se wutilizaron botellas de vidrio de 150 ml, en las
cuales se colocaban 30 ml de comida compuesta por harina de
maiz, azucar, levadura y agary, a la que sé le anRadian
antifungicos (p-oxibenzoato de metilo y &cido propidnico).
Los cultivos fueron mantenidos en una camara termorregulada
a 25=C.

Cuando el objetivo de los cultivos era simplemente su
mantenimiento, las moscas eran transpasadas a una botella de
comida fresca con una periodicidad de aproximadamente un
mes.

Cuando se iba a realizar algun tipo de experimentoy
moscas de las cepas de mantenimiento eran colocadas a poner
huevos en un vidrio de reloj que contenia agar, alcohol
etilico y &cido acético. Los huevos, depositados sobre esta
superficie, eran recogidos y sembrados a razén de 100 huevos
por botella, con el objetivo de que no hubiera competencia
en los cultivos. En algunos experimentos se utilizaron
viales mas pequeros que contenian solo 10 ml de comida. En
estos viales se sembraron solo 70 moscas.

La necesidad de utilizar cultivos sin competencia en
nuestros experimentos radicaba en el fuerte efecto gue tiene
el tamarfo de las moscas sobre la cantidad de pigmentos,

enzima, etc.



2.2. Organismo bioldgico

El ser vivo empleado en estos experimentos ha sido
Drosocphila melancgaster conocido vulgarmente como la mosca
del vinagre. Como cepa normal para este organismo se utilizd
la cepa QOregon R fundada a partir de moscas salvajes
capturadas en Oregon (EE.UU.) en 1925. Todos los mutantes
con los que se ha trabajado, excepto 1los alelos pr=« vy
prm®=v, se encuentran descritos en Lindsley y Grell (1968B).
Los mutantes de color de ojos utilizados se describen a
continuacidn, estando entre paréntesis su abreviatura vy su
localizacidén en el cariotipo de la especie: bordeaux (bo,
1:12.5), brown (bw, 2:104.5), &ardinal (cdy 3:75.7), carmine
(cmy, 1:18.9); carnation (cary 1:62.5)y cinnabar (cn,
2:37.5), claret (gé, 3:100.7)y clat (cl, 2:16.3), chocolate

(chos 1:5.4), dark eye (dke, 2:73)s deep orange (dor,

1:0.3), garnet (g, 1:44.4), Henna recessive® (HN"®, sindnimo

n
I
a
n
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T
[y
]
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2 8

3:23.0), karmoisin (kar, 3:51.7), light (1t,
2:55), lightoid (ltd, 2:56), 1little isoxanthopterin (lix,
1:23), pale ocelli (pos 2:65.2), pink (p, 3:48), prune (pn,
1:0.8)y purple (pr, 2:54.35), purple=« (pr=«), purplem™=e
(prm=e), purpleoid (pds 2:106.4), Punch® (Pu®, 2:97),
raspberry (rass 1:32.8B), red Malpighian tubules (red,
3:53.6)s rose® (rs®, 3:35)y rosy (rys, 3:52), ruby (rb,
1:7.5), safranin (sf, 2:71.5),‘ scarlet (st, 3:44), sepia
(ses, 3:26), sunburst (snb, 234 6 47), vermilion (v, 1:33).

La mayor parte de 1la cepas con las que se trabajo
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fueron conseguidas de colecciones de mutantes de otros
laboratorios. Algunas de estas cepas 1llevaban, ademas del
mutante de color de ojos; otras mutaciones morfoldgicas (no
de color de o0jos), varias de ellas fueron conseguidas de
laboratorios extranjeros, mientras que otras fueron
sintetizadas en nuestro laboratorio.Todas las cepas de color
de o0jos utilizadas para la sintesis de los daobles mutantes
(excepto 1la cepa 1lix) fueron cruzadas por Oregon R y
recuperada la mutacidn en la Fe. De esta forma, se redujo,
en parte, el background genético al incorporar las cepas
aproximadamente la mitad de los genes de la cepa tomada como
estandar (Oregon R).

A continuacidn, se enumeran todas las cepas utilizadas
en este trabajos, su procedencia y las mutaciones que
portaban:

bo: Bowling Green, USA (1982)
bw: Bowling Green (1981)
ca: Pasadena, USA (1980)
car: Bowling Green (1980)
cd: Bowling Green (1980)

cd e: Sintetizada ‘para este trabajo (1981)
cd tx: Sintetizada para este trabajo (1981) (tx=taxi,
cho sc: Bowling Green (1980) (sc=scute, 1:0.0)

cl: Bowling Green (1982)

ed dp®® c¢cl: Bowling Green (198B1) (ed=echinoid, 2:11;
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dp===dumpy-oblique, 2:13)

cm: Bowling Green (1980)

cm ct*: Pasadena (1981) (ct®=cut-6, 1:20.0)

cn: Bowling Green (1980)

dke c: Bowling Green (1980) (c=curved, 2:75.5)

€CiB/dor: Bowling Green (1980) (B=Bar, 1:57)

g: Bowling Green (1980)

g sd: Amhrest, USA (19B1) (sd=scalloped, 1:51.5)

Hn"®: Bowling Green (1980)

Hn"™® ri: Sintetizada para este trabajo (1981) (ri=radius
incompletus, 3:47)

kar cu: Pasadena (cu=curled, 3:50.0)

lix: Utah, USA (1980)

1t: Alberta, Canada (1981)

ltd: Bowling Green (1980)

ltd b: Sintetizada para este trabajo (1981) (b=black,
2:48.5)

p: Pasadena (1980)

pd: Pasadena (1980)

pn: Bowling Green (1980)

sc gg:.Austin, USA (1981) (sc=scute, 1:0.0)

Yy pn: Pasadena (1981) (y=yellow,; 1:0.0)

po_vg: Pasadena (1981) (vg=vestigial, 2:67)

pr: Pasadena (1980)

b pr: Sintetizada para este trabajo (1981) (b=black,
2:48.95)

pr vg: Sintetizada para este trabajo (1981)



(vg=vestigial, 2:67)

cn pre</pr™=e: QOak Ridge, USA (1984)

2:57.95)

cn prs«/prm™=r gse: 0ak Ridge (1984)

se=sepia, 3:26)

(cn=cinnabar,

(cn=cinnabar,

2:57.5;

Pu®/SM1(Cy): Bowling Green (1280) (8M1: Inversion (2LR)

Second Multiple; Cy=Curly 2:6.1)

ras: Davis, USA (1980)

rb: Pasadena (1980)

nd rb: Bowling Green (1981)

red: Bowling Green (1980)
red ri: Sintetizada para
incompletus, 3:47)

red =X- Sintetizada
(ss=spineless, 3:358.95)

rs®: Pasadena (1980)

b rs®: Sintetizada para

rs® ri: Sintetizada para
incompletus, 3:47)

ry: Pasadena (1981)

este trabajo

para este

este trabajo

este trabajo

se: Requena, Espana (1980)

se h: Pasadena (1980) (h=

b sf: Pasadena (198B0) (b=

hairy, 3:26.5

blacks 2:48.5

{(nd=notchoid,

(1981)

1:3.0)

(ri=radius

trabajo

(1981)

)

)

(1981)

(ri=

cp st th: Jerusalén, Israel (1981) (cp=clipped,
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th=thread, 3:43.2)

v: Pasadena (197%9)

2.3. Sintesis de dobles mutantes

Los dobles mutantes fueron obtenidos a partir del
cruce de las cepas de mutantes simples descritas en el
apartado anterior. Individuos portadores de 1las dos

mutaciones se obtuvieron en la F2 o F3 del cruce,

dependiendo de gque se tratara de un cruce entre
mutaciones localizadas en el mismo o en distinto
cromosoma.

La deteccidn de los individuos dobles mutantes en
la qgscendencia de estos cruces fue realizada de varias
formas, dependiendo de que el fenotipo del doble mutante
fuera distinto o igual al de los mutantes simples. Los

métodos utilizados fueron los siguientes:

A) Mutantes_situados _en_distintos _cromosomas

e e e e e e S e e S e e e e o e e o —

A-1) Fenotipo del doble mutante distinguible
visualmente del de los mutantes simples (interaccidn). E1l
doble mutante podia por tanto separarse fijdndose en el

fenotipo de color de ojos.

a(mutante simple), b(mutante simple), ab(doble mutante)
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a‘a ;3 b*/b™ x a*/a* 3 b/b

Y
Fa av/a 3 b*/b

\J
Fa 1/16 a/a ; b/b

A-2) Fenotipo del doble mutante igual a uno de los
mutantes simples (epistasia). Se pueden usar 3 meétodos:

A-21) Seleccidn de parejas de fenotipo epistatico vy
pruebas de alelismo de sus descendientes con el mutante

bhipostatico. (a, gen epistatico; b, gen hipostatico).

a‘a 3 b*/b* X a*/a* 3 b/b

|

Fe /16 a*/- 3 b*/-

3716 a*/~ 5 b/b

3/16 a/a 3 b*/- Individuos
1716 arsa ;3 b/b seleccionados
Formacidon de parejas de fenotipo "a" con los
individuos seleccionados vy cruzamiento prueba por

individuos b/b ;3 a*/a*

a’a 3 b*/- x a*/a* ;3 b/b a’a 3 b/b x a*/a* 3 b/b
(1/2 6 todos) a*/a* ; b*/b (todos) a*/a 3 b/b
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‘A-22) Uso de marcadores morfoldgicos ligados a los
mutantes de color de o0jos; especialmente al mutante

hipostatico. (a, gen epistdtico; b, gen hipostdtico).

asb (mutaciones de color de ojos)

ysz {(mutaciones morfoldgicas, no de color de ojos)

a/a 3 b* y*/b* y* x av/a* 3 b y/b vy

Fa 1/16 fenotipo "ay"
(genotipo probable asa ; by/by. Frecuencia menor de

1A6, dependiendo de la frecuencia de recombinacidn entre

llb L e Ilyll )

Formacién de parejas fenotipoc "ay" y cruzamiento

prueba de hembras de la F; con machos "b".

A-23) Seleccidn de individuos de fenotipo
hipostadtico (machos y hembras virgenes), obteniendo a
partir de su descendencia individuos de fenotipo
epistatico correspondiente al doble mutante. En este caso
se realizaban posteriormeﬁte pruebas de alelismo para

confirmar el genotipo doble mutante.(a; gen epistatico).
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afe 3 b*/b™ X a+/a* ; b/b

Fe 3716 a*/- ; b/b (fenotipo "b")

y

a*/- 3 b/b (fenotipo "b")

a’‘a 3 b/b (fenotipo "a") doble mutante

A-3) Fenotipos del doble mutante vy de cada uno de
los mutantes simples indistinguibles visualmente.

ayb (mutaciones de color de ojos)

Fenotipo "a" = fenotipo "b" = fernotipo "ab"

A-31) Recogida de parejas de individuos mutantes vy
realizacitn con la descendencia de pruebes de alelismo.

a/’a 3 b*/b™ X a*/a* 3 b/b

\/

'

Fe 9/16 a*/- 53 b*/-

Fi a*v/a

-e

b+/b

7/16 “"fenotipo mutante"
Seleccidn de parejas de fenotipo mutante vy
retrocruzamiento de los individuos de su descendencia por

individuos de las cepas "a" y "b".

A-32) Uso de dos marcadores morfoldgicos ligados a

cada uno de los mutantes a cruzar.
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asb (mutaciones de color de ojos)

ysz (mutaciones morfoldgicas, no de color de ojos)

a y/ay ;3 b z*/b* z+ x a* y*/a* y* ;3 b z/b =z

|

Fa ay/a*ty* 3 b z/b+ z*
\

Fe 1716 "fenotipo y z"

(fenotipo probable ay/ay bz/bz)
Seleccidn de parejas de fenotipo mutante Yy

retrocruzamiento de los individuos de su descendencia por

" n

individuos de las cepas "a" y "b".

B) Mutantes situados_en_el mismo cromosoma

s B A SN S-S A T el T TR LR —SLLY R B EN AL A ALl

Se wutilizan 1los mismos métodos que en el apartado
A). Hay que resaltar, sin embargos que 1los mutantes
marcadores son utiles fundamentalmente cuando se

encuentran situados entre los dos genes mutantes:
a y b¥/a y b~ X av y* b/ a* y* b
F, a y b*7/a* y* b

'

Fe= Seleccidn de individuos fenotipo "a y* b™"

(Genotipo probable "a y b*/a y* b")

Los individuos de fenotipo a y* 1llevaran un
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cromosoma con los dos genes mutantes de color de ojos "a"
y "b"y a no ser que haya habido doble recombinacidn. En
su descendencia ya aparecerdn individuos dobles mutantes,
gue bien podran distinguirse visualmente, si hay
interaccidén, o bien se recurrirada a hacer parejas y
posteriormente pruebas de alelismo.

Otro método utilizado era cruzar hembras virgenes
de la Fes qQue presentaran una de 1las mutaciones, por
machos de 1la otra cepa mutante. Los individuos de 1la
descendencia de este cruce que presentaran fenotipo
mutante serian portadores de un cromosoma recombinante
portador de 1los 2 genes mutantes; cruzando estos
individuos obtendriamos en su descendencie individuos
dobles mutantes que dependiendo de su fenotipo podrian
ser separados visualmente o detectados por pruebas de
alelismo.

a b*/a b~ X a* b/a* b

Fa a b*/a* b

Fa Seleccidn de "fenotipo "a"

(algunos serdn de genotipo a b*/a b)

ab+v/ab* x a*b/a*b ab*/a b x a*b/a*b
100% fenotipo normal 1/2 fenotipo normal

1/2 fenotipo "b" (abs/a™*b)

=4 1-



2.4. Experimentos con medio suplementado

Se wusaron dos tipos de medios suplementados. EIl
primero lo estaba con 3-hidroxiquinurenina, y se obtuvo
diluyendo esta sustancia en'uﬁ peqﬁeﬁo volumen de agua
destilada. Volumenes de esta solucidn equivalentes a
cantidades de 1 ¢ 2 mg de 3-hidroxiquinurenina fueron
arnadidos a tubos que contenian 10 ml de comida recién
hecha, removiendo hasta conseguir una distribucidn
uniforme del liquide aradido en 1la comida. El segundo
tipo de medio se obtuvo mezclando directamente en 1los
tubos 1la cantidad deseada de L-triptéfarmo (0.1, 0.2, 0.3

y 0.4 gramos) con 10 ml de comida.

2.5. Deteccién y cuantificacidn de pteridinas, pigmento

marron y otros metabolitos relacionados

Este método bha sido el m&s wutilizade en las
cuantificaciones de las pteridinas. En este método se
usaban placas de cromatografia de 20 x 20 cm con una capa
de celulosa microcristalina de 0.25 mm de espesor. Tras
poner los extractos en los puntos de toque de las placas,
se realizaba una cromatogréfia bidimensional, usando como

primer solvente isopropanol/acetato amdnico 2% (1:1), vy
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como segundo solvente cloruro aménico 3%. Las placas se
desarrollaban durante 3 horas en el primer solvente, con
lo que el frente del solvente alcanzaba el 60% de la
longitud de 1la placay, y S0 minutos en el segundo
solvente; con lo que el frente alcanzaba el 90%. Después
del desarrollo de cada uno de los solventes las placas se
de jaban secar durante toda la noche (Ferré¢ et al., 1983).
Todos estos procesos se llevaron a cabo en una camara
oscura en condiciones de luz roja tenue.

El procedimiento utilizado para obtener los
extractos consistia en homogeneizar 80 cabezas de mosca,
previamente separadas del cuerpo con un escalpelos y 10
cuerpos de machos en 0.2 ml de metaﬁoi/ acido acetico/
agua (4:1:35) (MAA). Los individuos wutilizados en 1la
mayoria de los experimentos tenian 9 dias de edad. La
razéon de emplear predominantemente cabezas se debe a que
es en este lugar donde se acumulan la mayor parte de
pteridinas, mientras que los cuerpos de machos se araden
al existir una pteridina (la isoxantopterina) que apenas
se acumula en las cabezas, mientras que se presenta en
grandes cantidades en los testiculos de los machos. Este
homogeneizado era centrifugado a 4000 x G durante 2 min.,
y del sobrenadante se cobtenian muestras de 10 microlitros
con las éue se realizaban las cromatografias.

Una vez los cromatogramas estaban secos, las
sustancias eran cuantificadas en un espectrofluorimetro

que llevaba acoplado un accesorio para poder medir
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directamente sobre 1las manchas del c¢romatograma. La
cuantificacién se realizaba buscando, en las condiciones
de medicidén de cada sustancia (Tabla 1), el maximo de
fluorescencia de la mancha. Esta busqueda se realizaba al
disponer el accesorio de Qnos mandos que permitian mover
ia placa en 1los dos ejes de coordenadas. La unica
sustancia que no se podia cuantificar por su emision
fluorescente era la b-acetil—-dihidrohomopterina (ADHP) vya
que no presentaba fluorescencia. por eso se recurrid a la
medicidn del 4area de la manché sobre el cromatograma como
meétodo de deteccidn de la cantidad de sustancia que
llevaba cada extracto.

Los resultados de estas cuantificaciones se
expresan en forma de valores relativos (porcentajes)
respecto a la cepa tipo salvaje (Oregon R). Hemos
utilizado esta forma no solo porque es la mas sencil;a,
sino porque para la interpretacidn de los efectos de las
cepas mutantes es suficiente su comparacidn con los
valores que presenta el individuo normal.

De esta forma se realizaron calibrados de las
diferentes sustancias con 1la cepa estandar (Oregon R).
Con estos calibrados se comprobd que la relacidn entre
nimero de cabezas y fluorescencia no era lineal mas que
para un numero muy bajo de cabezas. Estos pequedfos
intervalos de linealidad pFesentgban el inconveniente de
que el cociente entre 1la emisidn fluorescente de 1la

sustancia y la de la capa de celulosa (blanco) era muy



Tabla 1.- Condiciones usadas para la medicidén de la fluorescencia de las manchas del cromatograma

Las rendijas de excitacidén.y emisidn fueron variadas ligeramente en las Gltimas medi-
ciones para compensar la pérdida de intensidad de la lampara de xenon del espectrofluo-

rimetro. (*) la medic¢ién se hizo por barrido de la superficie de la mancha.

Long. de onda Long. de onda Rendi jas Ventana .

Sustancia de excitacion de emisidn Excit. Emis. accesorio TLC Filtro
(nm) (nm) (nm) (nm) (mm)

Neodrosopterina 468 568 10 8 5 x5 -
Drosopterina 468 550 10 5 5 x 5 -
Isodrosopterina
Aurodrosopterina 468 550 10 10 2 x 2 -
Isoxantopterina 350 408 10 8 5 x5 -
Sepiapterina 420 . Bl2 10 10 5 x5 43
Dihidrobiopterina
Pterina 366 438 10 10 5 x5 39
Biopterina
Acido xanturénico 354 448 10 10 5 x5 39
Drosopterina* 468 550 5 5 5 x5 -
Acetildihidro- 469 512 10 20 5 x 5 -

homopterina*




bajo, con lo cual pequeros errores en el grosor de la
capa de celulosa podian afectar mucho al resultado
obtenido. Ademas, al desconoccer a priori la cantidad de
cada sustancia que presentaban los distintos mutantes,
resultaba enormemente dificil conseguir hacer un extracto
en el que 1la sustancia a cuantificar cayera dentro de
dicho intervalo. Habia que tener en cuenta, ademas, que
al ser varias las sustancias que se cuantificaban,
resultaba casi imposible obtener cromatogramas a una
concentracidn en la que todas ellas produjeran una
emisidon fluorescente que fuera 1o suficientemente alta
para ser medida y que, ademds, se situara dentro del
intervalo de linealidad. Por estas razones, se optd por
trabajar en intervalos de la curva de concentracidn mucho
mas grandes, aunque en ellos la curva no fuera lineal. Se
intentd, en estos casos, que 1la pendiente de la curva
fuera lo suficientemente alta para evitar que pequenos
errores en la fluorescencia condujeran a grandes errores
en la concentracidn. Un ejemplo de las curvas obtenidas
para cada una de las sustancias cuantificadas puede
observarse en las figuras 5 a 10. Los intervalos en los
que se trabaja en cada wuna vienen determinados por
flechas.

Un problema adicional que surgia con estas curvas
consistia en que los valores obtenidos en la medicidn de
un extracto de la misma concentracidn disminuian con el

tiempo, debido a que la bombilla de xenon del
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Figura 5.- Curva de concentracién de la neodrosopterina (NDP) y

la drosopterina (DP) realizadas con la cepa Oregon R.

Las flechas indican el intervalo de la curva en el

que se trabajé.
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N:DE CABEZAS

Figura 6.-Curvas de concentracién de la isodrosopterina (IDP) vy

la aurodrosopterina (ADP) realizadas con la cepa Or-R.

Las flechas indican el intervalo de la curva en el

que se trabajé.
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FLUORESCENCIA
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Figura 7.-Curvas de concentracién de la sepiapterina (SP) y la

biopterina (BP) realizadas en la cepa Oregon R.

Las flechas indican el intervalo de la curva en el

que setrabajé.
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Figura 8.-Curvas de concentracién de la pterina (PTE, ¢ ) y la
dihidrobiopterina (i”BP, *) realizadas con la cepa

Oregon R.

Las flechas indican el intervalo de las curvas en el

que se trabajé.
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Figura 9.-Curva de concentracién de la acetildihidrohomopterina

(ADHP) realizada con la cepa Henna recessive-3.

La flecha indica el intervalo de 1la curva en el que

se trabajé.



N:DE CUERPOS

Figura 10.-Curva de concentracién de la isoxantopterina (IXP)

realizada con extractos de cuerpos de la cepa Or-R.

La flecha indica el intervalo de 1la curva en el que

se trabajé.



espectrofluorimetro iba perdiendo intensidad.

Para poder comparar valores obtenidos en un momento
concreto con otros medidos varias semanas después, se
utilizaron factores de correccién que se basaban en la
disminucidn de 1la intensidad fluorescente detectada
mediante el wuso de estandares en las condiciones de
medicidén de las manchas. Estos esténdares fueron para
sustancias de fluorescencia azulada el tetrafenil
butadienosy para sustancias de fluorescencia amarilla el
ovaleno, vy para sustancias de fluorescencia roja la
rodamina B.

En cualquier caso estas correcciones se realizaron
dentro de un intervalo de tiempo de 3 meses como maximo.
A partir de aqui se volvia a realizar otro calibrado y se
comparaban los mutantes cuantificados posteriormente coﬁ
el nuevo calibrado.

A lo largo del periodo en que se realizd este
trabajo, el método de cuantificacidn de pteridinas sufrid
varios cambios gque intentaban, por un lado, aumentar la
exactitud de los resultados ys por otro, conseguir
métodos mas rdpidos.

Lo primero que se hizo fue separar en
homogeneizados diferentes los cuerpos vy las cabezas para
evitar, por un lado, que las sustancias presentes en 1los
cuerpos afectaran al desarrollo de los cromatogramas vy,
por otro, para poder cuantificar con mayor exactitud la

isoxantopterina, ya que esta sustancia se situaba en el
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cromatograma en un punto cercano al de la sepiapterina.
Por esta razdén, en aquellos mutantes que presentaban un
exceso de sepiapterina, la mancha de isoxantopterina se
presentaba distorsionada.

El método wutilizado para 1la cuantificacion de
isoxantopterina consistid en homogeneizar 10 cuerpos sin
cabeza en 0.2 ml de MAA, Yy posteriormente, tras su
centrifugado, se sacaban 10 microlitros del sobrenadante,
los cuales eran depositados en la parte inferior derecha
del cromatograma. En 1la parte inferior izquierda del
mismo cromatograma se depositaba el extracto de cabezas.
Tras desarrollarse la placa en el primer solventes, 1la
isoxantopterina se separaba de 1las otras pteridinas
presentes en baja cantidad en el cuerpo. El cromatograma
era luego desarrollado en la segunda dimensién, pero la
isoxantopterina ya no se veia afectada por este
desarrollo. En la figura 11 puede observarse la
disposicidén final de las manchas en un cromatograma
realizado segun el método anterior.

Otro de los problemas que se intentd solucionar
consistia en que, cuando se media la fluoreséencia de
tada mancha en los cromatogramas, el area de las ventanas
con las que se trabajaba era siempre inferior al tamano
de la mancha. Asi, aunque se buscaba la zona de madxima
emision fluorescente de la mancha, el resto de ella no
era medido. Por tanto, 1las wvariaciones en el desarrollo

de los cromatogramas que producian manchas con mayor o
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Figura 11.- Disposicién final de las manchas en un cromatograma
hecho con extractos de cabezas (bidimensional) y

cuerpos (unidimensional).



menor extensidn, provocaban que manchas con la misma
cantidad de sustancia tuvieran distinta emision
fluorescente. Debido a esto, se optd por hacer barridos
de la emisidn fluorescente de las manchas, combinando asi
los pardmetros de concentracidén y drea de cada mancha.
Esto permitia obtener un resultado mé&s exacto. Los
barridos obtenidos en el papel de 1la impresora se
recortaban tomando como linea base 1la emisidn de la
celulosa en dichas condiciones, calculando a continuacidn
el adrea comprendida bajo 1la curva mediante el pesaje de
los recortables en una balanza de precisidn. A partir de
estas 4areas se podia calcular la céntidad relativa de
cada sustancia frente al individuo tipo salvaje.

Aunque este método permitia una mayor precisidn que
el anterior, el tiempo necesario para cuantificar un
mutante aumentd considerablemente, por lo que se optd por
restringir este método solo a aquellas suétancias como la
drosopterina y la sepiapterina (ver figura 12) que
presentaban una mancha de mayor 4rea. El1 resto de las
manchas se siguieron cuantificando mediante el maximo de
emision fluorescente aunque, a partir de este momento, se
calculd en cada placa el blanco (emisidn fluorescente de
la celulosa) para cada sustancia.Estos blancos se
calcularon mediante la medicion de la emision
fluorescente, en las mismas condiciones de medicidén de la
mancha, de un punto de la placa donde no existia ninguna

sustancia fluorescente. Este blanco era luego restado del
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Fiigura 12.- Curvas de concentracién de la drosopterina (DP) y

la sepiapterina (SP) obtenidas mediante barrido de

fluorescencia de la mancha.

En ordenadas se representa la superficie (mm2) y en

abcisas el n9 de cabezas del extracto.



valor de cada manchas con 1lo que se obtenia un dato que
no estaba afectado por las pequeras variaciones en el
grosor de la capa de celulosa, las cuales conllevaban
diferencias en la emisidn fluorescente.

La 6—acetildihidrohomopterina (ADHP) es una
sustancia que no presenta fluoréscencia en los solventes
utilizados en nuestro método cromatogra&fico. Su méetodo de
cuantificacidon consistia en determinar 1la superficie
sobre la que se extendia en 1la placa. Como vya se ha
mencionado en apartados anteriores, la superficie sobre
la placa de una mancha puede verse afectada por varios
factores. Por dicha razdn, intentamosrbuscar algun método
que permitiera cuantificar la sustancia de forma mdas
precisa. Tras probar, sin resultado positivo, si la
sustancia presentaba fluorescencia en otros solventes,
descubrimos que dejando secar los cromatogramas en 1la
oscuridad durante un tiempo largo, se podia detectar una
fluorescencia no muy alta de esta sustancia. La razdén de
esta filuorescencia no se conoce, pero puede ser debida a
una oxidacidn de la ADHP a una sustancia fluorescente, a
la pérdida de aguay 0 a alguna reaccidén desconocida que
produzca a partir de la ADHP una sustancia fluorescente.
Aceptando que las condiciones ambientales que producen
esta fluorescencia son similares dentro de un corto
intervalo de tiempo, cuantificamos esta sustancia
utilizando el metodo de barrido (que incluye 1la

fluorescencia mas el 4rea de la mancha). Ver figura 13.
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Figura 13.-Curva de concentracién de la acetildihidrohomopterina

obtenida mediante barrido de fluorescencia.

Se utilizaron extractos de la cepa Henna recessive-3.
La flecha indica el intervalo de la curva en el que

se trabajé.



Las condiciones de medicion fueron: longitud de onda de
excitacidon 468 nm y de emisidén 312 nm. Los cromatogramas
que se median habian estado secandose en la camara oscura
durante 1 semana. Este método fue utilizado udnicamente en
los casos en los que dentro de un intervalo de tiempo
pequeno se cuantificaban tanto las cepas mutantes como la
cepa tipo salvaje (Oregon R).

En algunos experimentos en los que no era necesaria
la cuantificacidn de todas las pteridinas, se utilizé 1la
cromatografia unidimensional. En 1los experimentos de
suplementacidén de la dieta caon triptéfano, la biopterina
fue cuantificad por cromatografia unidimensional en el
solvente cloruro amonico al 3% (45 minutos). Este metodo
fue también utilizado cuando se cuantificd la biopterina
en extractos de moscas recién nacidas de las cepas ¢n

red, red y Or

A A A Tl A1 AP ALYt

En el apartado anterior se describen los métodos de
cuantificacién conjunta de isoxantopterina Yy otras
pteridinas por cromatografia en capa fina. Posteriormente

hemos desarrollado un método que resulta bastante mas

sensible % preciso para la cuantificacion de
isoxantopterina. Esta sustancia se acumula
mayoritariamente en los testiculos de 1los machos,

mientras que la cantidad que se detecta en cabezas es muy



baja. Por otro 1lado, 1la cantidad de otras pteridinas
presentes en los cuerpos‘ es bastante baja,
comparativamente a la de isoxantopterina. Por esta razén,
intentamos determinar la ;antidad de isoxantopterina
directamente en cuerpos de machos sin cabeza. El1 método
consistid en homogeneizar E/cue;hos de machos en 2 ml de
agua destilada. Tras centrifugar los extractos, se midid
su Tluorescencia en un espectrofluorimetro (longitud de
onda de excitacion a 350 nm y de emisién a 408 nm;
rendi jas de emisidn y excitacidn S5 nm).

Para calcular el efecto que sobre el método tenian
las otras pteridinas presentes en los cuerpos, se utilizé
como testigo el mutante marron-like, al cual no se le ha
detectado isoxantopterina. Por otro lado, se utilizaron
comparativamente cuerpos de machos y de hembras, pues
estas ualtimas apenas poseen isoxantopterina, pero
presentan cantidades similares del resto de las
pteridinas. Los resultados obtenidos se observan en 1la
tabla 2. Comparando 1los valores de machos y hembras de
Oregon R se aprecia que el efecto del resto de las
pteridinas es como maximo del 3%. Sin embargo, si
comparamos los valores de machos y hembras de marron-like
con los de Oregon R podemos afirmar con seguridad que el
efecto de las otras pteridinas es despreciable (menor del
1%4). En la figura 14 puede observarse la linealidad de la

curva de concentracidn.
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Figura 14.-Curva de concentracién de la isoxantopterina obtenida

mediante el método de cuantificacidén en cubeta.



Tabla 2.- Cuantificacidn de isoxantopterina en cubeta

Cepa Eluorescencia %_Oregon_ R
machos 57.5 + 2.0 100.0
Or-R
hembras 1.8 + 0.1 3.2
machos 0.6 + 0.0 1.0
mal
hembras 0.6 + 0.0 1.0

En el experimento de cuantificacidon de 1la GTP
ciclohidrolasa de la cepa ¢n red, cuya dieta habia sido
suplementada con 3-hidroxiquinurenina, se cuantificd 1la
cantidad relativa de pigmento marrdn como método para
detectar cual habia sido la asimilacidn por las moscas de
B-hidroxiquinurenina.

El método utilizado estd basado en el de Real et
al. (1985), al cual se le introdujo una modificacidén en
el numero de moscas utilizado. Se emplearon solamente 10
parejas de moscas para cada cuantificacién, haciendo 2

repeticiones por cepa.
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Deteccion de _metabolitos de la ruta de_sintesis_del

—— . —— ——— . o s e e . e A e s e ) e e e e o e e e e B e B 2

En los experimentos/de deteccién de metabolitos de
la biosintesis del pigmento marrdn se utilizd la técnica
de cromatografia en papel. E1 método estd basado en
Ikemoto (1981).

Pupas (0,1 gramos) de 1-2 dias de edad fueron
homogeneizadas en 0.3 ml de metanol. Tras centrifugar a
15600 x g (2 minutos)s el sobrenadante fue aplicado sobre
una - hoja de papel Whatman ne i, desarrollandose
posteriormente en el solvente butanol/acido acético/agua
(4:1:1) durante una hora y media. Después de secados, los
cromatogramas fueron pulverizados con una solucidén de
4-nitralina diazodada (tamponada) para fenoles (Merck,
1973). La solucidn fue obtenida mezclando en frio S5 ml de
solucion de 4-nitranilina (0.5% en C1H 2N) con 0.5 ml de
solucidén de nitrito de sodio (5% en agua), agregando a
continuacion 15 ml de solucidn de acetato de sodio (20%
en agua). Tras el secado de los cromatogramas s fueron
observados a la luz ultravioleta y a la ambiental.

Otro método empleado fue el de Ehrlich (para
aminas) (Merck, 1975). La solucién de pulverizacidén se
obtuvo mezclando 0.5 gr. de
Q—Uimetilaminobenzaldehido—écido acético en 50 ml (12.5
ml de ClH 3&6% y 37.5 de metanol). 8Se realizaron

cromatogramas unidimensionales con los solventes
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n—butanocl/acido acetico/agua (4:1:1) Y
isopraopancl/acetato amdnico 2% (1:1). Los tiempos de
desarrollo fueron de 2 horas y & horas con 45 minutos,
respectivamente. Se hicieron, a su vez, cromatografias
bidimensionales con lbé | ‘solventes mencionados
anteriormente. El metodo empleado consistid en
homogeneizar 40 pupas de 1-2 dias de edad en 0.2 ml de
metanol. Tras 1la centrifugacidn del extracto, se
recogieron 30 microlitros del sobrenadante y se aplicaron
en el papel de cromatografiaj luego, los cromatogramas
fueron colocados en los solventes y tras su secado;
fueron pulverizados con la solucidn de Ehrlich y dejados

secar en una estufa a 35*C durante 15 minutos.

e ——————— S —— —— — — . T - - S} S - —— — —— {——

El procedimiento usado estd basado en el método de
Ryall y Howells (1974), el cual es una modificacidn del
método de deteccidén de o-aminofenoles de Inagami (1934).

Pupas de 2 dias de edad (0.1 gramos) fueron
homogenizadas en 1.2 ml de 4cido triclorocacetico al 10%;
a continuacidn, los extractos fueron centrifugados a
15600 x g durante 15 minutos. Del sobrenadante se tomaron
muestras de 0.4 ml. Una de ellas (a la que se arnadid 0.4
ml de agua destilada) sirvié como blanco, mientras a la
otra se 1le anadieron 0.4 ml de 0.1% nitrito sddico. La

absorbancia fue medida a 400 nmy, cuatro minutos después
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de la adicidn del NaNOs.En la figura 15 puede observarse

la curva de concentracidén para Or-R.

Cuantificacion de_drosopterinas

Las drosopterinas se cuantificaron individualmente
en cromatografia en capa fina de celulosa, segun el
método descrito en el apartado de cromatografia en capa
fina. Sin embargo, en algunos casos en los gque no era
necesaria méas que la medicidn conjunta de las

drosopterinas, se utilizé el metodo de Real et al.

(1985).
Diez cabezas (5 de machos y S de hembras)
seccionadas longitudinalmente por la mitad fueron

situadas en 1 ml de alcohol etilico acidificado durante
22 horas (bajo condiciones de oscuridad a 25=C). Tras
este periodo, la solucidn fue centrifugada a 15600 x g vy
la absorbancia medida a 480 nm. Se hicieron 2 ¢ 3

determinaciones por cepa (ver figura 16).

2.6 Medicidn de la actividad GTP ciclohidrolasa

Para conseguir la separacidon de las proteinas de
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Figura 15.- Cuantificacién de 3-hidroxiquinurenina.

Curva de concentracién de Oregon R.



Figura 16.-Curva de concentracién de las drosopterinas, medidas
segun el método de Real et al. (1985).



los compuestos fluorescentes (principalmente pteridinas),
se probaron 2 métodos: 1) utilizacidn de carbén activo vy
2) separacidn por cromatografia en Sephadex G-25.

El primer metodo fue descartado al necesitar una
gran cantidad de carbodn aetiva para eliminar toda la
Tluorescencia de los extractos y mno obtener resultados
reproducibles. El segundo método se probd con una columna
de sephadex de 350 x 3 cm. Con este método las proteinas
se separaban facilmente de 1los compuestos fluorescentes
de bajo peso molecular, pero presentaba el defecto de que
la muestra original quedaba muy diluida. Para evitarlo se
recurrié al meétodo de Neal vy Florini (1973), el cual
utiliza pequeras columnas de sephadex acopladas a tubos
de centrifuga. En nuestros ensayos utilizamos columnas de
5.5 x 1 cm de sephadex G-25, las cuales eran colocadas
sobre un tubo de centrifuga y, tras poner las muestras
sobre la columna, se centrifugaba a bajas revoluciones
(1000 x g).

Para comprobar la separacidn de 1las proteinas de
las pteridinas, se realizdé una prueba con albumina de
suero bovina como proteina y sepiapterina y formilpterina
como pteridinas. En la figura 17 puede observarse como el
97% de la proteina se recobra tras hacer pasar primero
0.5 ml de 1la solucion de albumina vy anadir, a
continuacidn, 1.5 ml de agda de 0.5 en 0.5 ml. Las
pteridinas,; por el contrario solo se eluian a partir de

los 2.5 ml.
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Figura 17.- Separacién de pteridinas y albumina de suero bovino

en columnas de Sephadex G-25 segun el método de

Neal y Florini (1973).

La flecha indica el momento a partir del cual co-

mienzan a eluirse las pteridinas.



Las pruebas que se hicieron con los extractos de
proteinas de Drosophila demostrabamy, a su vez,; que la
separaciéon del enzima GTP ciclohidrolasa era adn mas
clara gque con albumina, ya que la primera tiene un peso
molecular mucho mayor. En éstercaso alrededor del 735% de
la actividad Eﬁzimética se obtenia en los primero 0.4 ml,
mientras que en los siguientes se recuperaba casi el 235%

restante.

24— AP N X PR %2

Se recogieron moscas adultas de 0-8 horas desde la
emergencia del adulto. Estas moscas fueron congeladas a
-20 =C y mantenidas asi por espacios de tiempo inferiores
a dos semanas antes de su uso. Para el ensayo enzimatico
se emplearon 60 vabezas de mosca (30 de machos y 30 de
.hembras), las cuales fueron homogeneizadas en 0.6 ml de
una solucidn que contenia 0.1 M Tris ClH (pH=B8.5), 10 mM
EDTA, 2 mM azida sddica y 0.1 M cloruro sddico. Los
extractos fueron centrifugados a 15600 x g durante 2
minutos. Para obtener extractos libres de pteridinas, se
utilizd el procedimiento de Neal vy Florini (1973). Del
sobrenadante se recogi¢ 0.4 ml de extracto crudo, el cual
era aplicado a las columnas de sephadex (equilibradas en
la misma solucidn que el hdmogenizado). Tras centrifugar
a 1000 x g durante 2 minutos, se volvia a anadir otros

0.4 ml de la solucidn y se repetia la centrifugacidn. De
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esta forma, casi el 100% del enzima buscado se recogia en
las dos fracciones; éstas eran combinadas y usadas para
los ensayos enzimaticos.

Las condiciones para el ensayo enzimatico fueron
tomadas parcialmenterde Fukﬁshimé et al. (1977) y Fan vy
Brown (1976). GTP (0.2 ml) fue anadido a 1la fraccidgn
cromatografica con lo que <se obtenia una concentracidn
final de 0.2 mM. A continuacidn, los tubos de ensayo eran
incubados a 42 “C en la oscuridad durante 1 hora. La
reaccion se detenia mediante la acidificacidn del medio
con 2 ml de ClH 0.1 N. El producto de reaccidn enzimatico
(dihidroneopterina trifosfato) que .era muy poco
fluorescente fue oxidado con 0.1 ml de una solucién de
iodo ( 1 gr de iodo y 2 gr de ioduro potdsico en 100 ml
de agua) durante 15 minutos. De esta forma se obtenia la
neopterina. trifosfato, compuesto que era mucho méas
fluorescente que la forma redueida. Para eliminar el
exceso de iodo sin reaccionar se amnadid 0.05 ml de acido
ascédrbico 0.1 M. Por ultimo, la solucidn fue llevada a pH
8 con 1 ml de Tris 0.4 M.

La actividad de 1los extractos fue determinada
midiendo su fluorescencia en un espectrofluorimetro
Perkin-Elmer MPF-44B. Las condiciones de medicidn
utilizadas fueron: longitud de onda de excitacidn a 370
nm y de emisidn a 454 nm y rendijas de excitacidn y
emisién 10 nm. Una unidad de enzima fue definida como 1la

cantidad de enzima que era capaz de producir 1 nmol de
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dihidroneopterina trifosfato en 60 minutos de reaccidn.

Para determinar el valor fluorescente de 1 nmol del
producto oxidado de la neopterina trifosfato se recurriéd,
al no existir ésta sustancia comercialmente, a la
dihidroneopterina fosfato. Esta sustancia tiene un
coeficiente de extincién molar muy parecido al de la
dihidroneopterina trifosfato.

El proceso seguido consistid en obtener una
solucidn de dihidroneopterina fosfato, de 1la cual se
extrajeron muestras de diferentes concentraciones. Estas
muestras fueron sometidas al mismo protocolo (exceptuando
la adicion de GTP) que se wutiliza en 1los ensayos
enzimaticos. La neopterina fosfato, producida tras la
oxidacidn, fue medida en el espectrofluorimetro. Por otro
lado, se determind 1la absorbancia en muestras de la
soluciodn inicial Y partiendo del coeficiente de
extincidn molar de 1la dihidroneopterina trifosfato (5.1
mM~*), se calculd la concentracién de la solucion. Tras
esto, se relacionaron los valores de fluorescencia con la
cantidad de nanomoles que poseian las muestras,; siendo
representados en una grafica (figura 18). Para poder
transformar los valores de actividad enzimatica, de las
diferentes cepas analizadas, en porcentajes sobre la
actividad de la cepa tipo salvaje (Oregon R),; se realizé
una curva de concentracién con esta cepa. Se compararon
el numero de cabezas utilizado en cada extracto con las

unidades de actividad enzimdtica obtenidas en los
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ensayos. La grafica obtenida (figura 19) mostrd 1la
existencia de una ligera cooperatividad positiva. Este
comportamiento de la enzima ha sido detectado también por
Weisberg vy O0’Donnell (1986) en el tampdén Tris, mientras
que para el tampdn fosfato, la cooperatividad positiva es

mucho mé&s alta.

2.7. Ensayo de 1las actividades enzimaticas biopterina

sintasa y dihidropterin oxidasa

El método utilizado estd basado en el de Ferré vy
Jacobson (1985). Doscientas moscas (100 machos y 100
hembras) entre 36 y 48 horas de edad desde la emergencia
del adulto, las cuales habian sido .mantenidas en el
congelador a =-20C fueron homogenizadas en 1.5 ml de
tampdn fosfato 0.1 M. Los extractos obtenidos fueron
centrifugados a 43700 x g durante 30 minutos.

Con el fin de separar las proteinas de los
compuestos fluorescentes de bajo peso molecular,
aliquotas de 0.4 ml del sobrenadante fueron pasadas por
pequenas columnas de sephadex G-25, tal como se describe
en el apartado dedicado al ensayo de la actividad GTP
ciclohidrolasa.

Para 1llevar a cabo el ensayo de 1la actividad
biopterina sintasa se aﬁadi& NADPH 2 mM vy sepiapterina
0.015 mM en un volumen final de 1.5 ml, mientrés que para

el ensayo de actividad dihidropterin oxidasa se aradid
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unicamente el sustrato de reaccion (sepiapterinal). Estos
extractos fueron incubados en la oscuridad durante =2
horas a 37<C, tras lo cual se hicieron pasar a través de
un cartucho de Sep-Pak (Waters). La sepiapterina quedaba
retenida en el cartucho siendos tras un lavado con ‘agua,
eluida en 2 ml de metanol.

Los blancos utilizados para ambos ensayos
enzimaticos consistieronsy por un lado, en incubar los
extractos proteicos en las mismas condiciones de reaccidn
pero sin el sustrato, el cual era afadido momentos antes
de pasarlo por el cartucho de Sep-Pak vy; por otro, en
hervir el extracto enzimatico e incubarlo posteriormente
con el sustrato de 1la reaccidén. Ambos blancos dieron
valares equiValentes.

Las actividades enzimaticas fueron calculadas en
base a los nanomoles de sepiapterina metabolizados
durante la reaccidn. Para cuantificarloss se midid la
fluorescencia de la sepiapterina eluida del cartucho de
Sep-Pak en un espectrofluorimetro (longitud de onda de
excitacidn a 420 mm y de emisidén a 520 nm, rendijas de
excitacion y emisidn 10nm). La actividad dihidropterin
oxidasa fue determinada por 1la diferencia entre los
nanomoles de sepiapterina iniciales vy 1los que quedaban
tras los ensayos enzimé&ticos sin NADPH. La actividad
biopterina sintasa fue determinada restando los nanomoles
de sepiapterina de los ensayos enzimadticos sin NADPH de

la de los ensayos enzim&ticos con NADPH.
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FB.1. Sintesis de cepas dobles mutantes de color de ojos

Utilizando 1las cepas de mutantes simples de color de
o jos descritas en el apartado de material vy métodos, se
ssintetizaron doscientas treinta y ocho cepas dobles mutantes
die color de ojos. Una seleccidn de estas cepas fue utilizada
prara los estudios cuantitativos del patrdn de pteridinas.

A continuacion se citan todas las cepas dobles
miutantes sintetizadas, indicando el color de ojos observado.
Hiay que hacer la salvedad de que el color de ojos varia con

la edad en la mayor parte de 1las cepas. Por dicha razdén se
iindica, en muchas cepas,; tanto el color de o0jos en moscas
rrecién nacidas (rn) como el color que las moscas adultas
aidquieren con la edad (ad).

Los diferentes +tipos de colores observados estan
ccompuestos por la mezcla de 1los colores producidos por tres
t:ipos de pigmentos: la xantomatina, que presenta un color
maarron o marrdon rojizo, segun su estado de oxidacidn; las
dirosopterinas, que presentan color rojo; y la sepiapterina y
ortros pigmentos amarillos, que en moscas jdvenes producen el
ctolor amarillo; este tipo de pigmentos con la edad oscurecen
eil color del ojo. Este cambio puede observarse facilmente en
mioscas de la cepa cn_ses las cuales solo poseen un tipo de
prigmentos (amarillos), pero presentan dos tipos de color de
o;josy segun la edad. Las méscas recién nacidas presentan
0:jos de color amarillo, pero al cabo de unas pocas horas

esste color oscurece, hasta convertirse en negro en moscas de
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wvarios dias de edad.

Las cepas de dobles mutantes han sido - ordenadas de
forma que, primero se dan las cepas portadoras de un gen
mutante en el segundo cromoscma Yy otro en el tercero,
después las gque llevan un gen mutante en el cromosoma X vy
otro en el segundo cromosoma o en el terceroc, y por ultimo
las cepas que llevan las dos mutaciones situadas en el
mismo cromosoma (primero las del segqundo cromosoma, después
las del tercero y, por ultimo, las del cromosoma X). Dentro
cde cada uno de estos grupos se ha seguido el orden

alfabético, que para el segundo cromosoma seria: bwy cls €ny

odke, 1t, 1ltd, pds pos prs Pu® y sf; para el tercer
cromosoma: cas cds Hn™®, kar, p» red, rs®, ry, se, snb y st;
ws para el cromosoma X: bo, car, cha, cm, dor, g, 1lix, pns

Algunas de las cepas son portadoras, junto a los dos
gienes mutantes de color de ojos, de mutaciones morfoldgicas
qjue fueron wutilizadas para facilitar su sintesis. Las
aibreviaturas de estas mutaciones aparecen entre paréntesis
itnmediatamente después de las de color de ojos.

En una parte de estas cepas se ha determinado el
piatron de pteridinas. Para la 1localizacidn mas sencilla de
e2stos patrones; al final de la descripcidn del color de ojos
die cada cepa, se cita la tabla y el numero de la cepa,

déentro de la tabla, en el que se puede localizar.



bw

bw

bw

cl

cl

cl

cl

cl

cl
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ca ——— amarillento parduzcos mas claro que bw (rn).
Tabla 10, n= 1.

ctd ——- blanco ligeramente sucio (rn). Se oscurece algo,
hasta marron muy claro (ad). Tabla 10, n= 12.

Hn™® ——— epistatico bw.

kar (cu) =—-- marron claro (rn).

p ——— amarillento parduzco (rn).

red (ri) ——- marrdn amarillento, con una zona incolora.
Tabla 10, n= 6.

rs® —-—— amarillento parduzco (rn). Marrdn mds anaranjado
(ad).

ry ——— epistatico bw.

se ——— epistédtico bw.

snb -—— amarillento claro sucio (rn). Oscurece con la
edad a naranja parduzco, nunca oscuro (ad).

st --- blanco.

ca ——— epistatico ca. Tabla 7, n*= 11.

cd -—- naranja tipo ca (rn). Oscurece a tonalidades muy
oscuras (ad).

Hn™® (ri) ——— algo menos oscuro que se. Tabla 7, n= 7.
kar (cu) -—- granate con ocelos blances (rn). Epistatico
cl con ocelos blancos (adf.

p ——— epistatico p. Tabla 7, n= 12.

red (ri) .——- oscuro tipo red. Tabla 7, n® 8 y tabla 11,



cl

cl

cl

cl

cn

cn

cn

cn

cn

cn

cn

cn

dke

dke

dke

dke

n= 2.

re® ——— epistdtico rs®=. Tabla 6, n= 26.

se (h, ed, dp®=®) —--— epistdtico se. Tabla 7, n= &.

snb ——— epistatico gnb.

st ——- naranja (rn). Oscurece a tipo cl (ad).

ca --- naranja claro (rn).

Hn™® -—- naranja sucio (rn). Oscurece con la edad, sin
llegar a se (ad). Tabla 8, n= B.

p ——- naranja muy claro (rn). Oscurece con 1la edad al
aumentar el pigmento rojo vy algo de pigmento marrdn
(ad). Tabla 8, n= 17.

red ——— rojizo como c¢cny pero con menor porcentaje de
pigmento rojo. Tabla 11, n< 4.

rs® -—-— nparanja, con mayor porcentaje de rojo que de
amarillo. Tabla 6, n= 195.

ry ——— naranja claro. Tabla 8, n= 1.

se --— marrdn amarillento (rn). Epistatico se (ad).
Tabla 8y, n= 11.

snb -—— naranja trasluicido (rn). Se enrojece un poco

(ad).

ca (c) ——— algo mas oscuro que ca (rn). Oscurece (ad).
Tabla 2, n= 185.

cd (c) =--— naranja tipo ca, sucio (rn). Oscurece

bastante (ad). Tabla 2, n= 16.

Hn™® (cy ri) —--— epistatico Hp"=., Tabla 9, n= 3.
kar (cs cu) ——— rojizo anaranjado (rn). Oscurece (ad).
p (c) ——- algo mas parduzco que p (rn). Oscurece (ad).



Tabla 92, n= 17.

dke red (¢, ri) —---— epistdtico red. Tabla 11, n= 6.

dke rs® (c) ——— granate mas oscuro que rs® (rn). Oscurece

(ad). Tabla 2y n= 17.

dke se (c) —-—— epistatico se. Tabla 9, n= 21.

dke snb (c) --—- algo mads rojizo vy pardo que snb (rm).

Oscurece (ad).
dke st (c) =--- rojizo con mancha ocular.
1t ¢d ——- naranja amarillento.

lt kar (cu) --- epistatico 1t.

1t red ——— marrdn amarillento claro.

1t se ——- marrdn claro o beige. Tabla 8, n= 10.

1t st ——- mas anaranjado que l1t.

l1td ca --- naranja claro brillante con zona incolora. Tabla
6, n* 22.

1td cd (tx, b) —-—— epistético ltd o cd. Tabla 9, n= 6.

ltd Hh™® -—-—- naranja acaramelados algo parduzco (rn).

. Oscurece casi hasta Hn™ con zona incolora (ad). Tabla

6’ ne 19.
l1td kar (cu) -—— naranja algo sucio (rn). Granate

cierto brillo (ad).

ltd p —-—-- naranja claro con zona incolora (rn). Oscurece a

marron brillante con zona incolora (ad). Tabla 6, n*

l1td red --- naranja cen ligera zona incolora, mayor

proporcidn de rojo que de amarillo (rn). Rojizo oscuro

(ad). Tabla 6, n= 24 y tabla 11, n= 7,

l1td rs® .——— naranja claro (rn). Marron muy claro, con algo
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ltd
ltd

ltd

1td

pd
pd
pd
pd
pd
pd

pd

pr

pr

pr

pr

pr

pr

pr

de2 naranja y zona incolora (ad). Tabla 6, n= 3.

ry =—-- naranja claro amarillento.
se2 ——-= amarillento sucio (rn). Oscurece a se (ad).
smb —-—-— naranja claro brillante con zona incolora (rn).

Marrdén brillante con zona incolora (ad).
stt --- mas anaranjado que sty pero dificil de

distinguir. Tabla 6y n*= 13.

ca ——— epistatico ca.

cd —=-- naranja (rn). Oscurece (ad).

kar (cu) =-- naranja rojizo sucio (rn). Oscurece (ad).
p — - epistatico p.

res®=® ——- epistatico rs=.

snb ——-— epistatico snb, tal vez algo mds anaranjado.
st -—= mnaranja algo mas oscuro que pr_st.

st (wvg) —-—-- epistatico st.

ca -—- naranja muy difuminado, cercanc a ca (rn). Table
8) me 21.
cd —-=— naranja traslucido (rn). Naranjae rojizo (ad).

Tabla 9, n= 18.

Hn~#® (b, ri) —--- granate. Tabla 8, n+* 6.

kar «cu) ———“naranjavtipo ca. Tabla 9, n= 19.
p (b)) ——— epistéatico p. Tabla B, n= 22.

red (b)) ~--— epistdtico red. Tabla 11, n= 9.

rs® (b, h) --- casi epistatico rs®, aungque algo mas
poscwro y rojizo.

snb (b)) —-—- epistatico

In
13
sy

st ——-— naranja claro.
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Pu® cd (Cy, e) ——- naranja claro.

Pu® kar (Cy, cu) ——- naranja rojizo.

Pu® rs® (Cys h) —-—— epistdtico rs®e.

Pu® se (Cy, h) ——— mas claro que se, parduzco oscuro. Tabla
8, n® 9.

Pu® st (Cy) —--- naranja claro. Tabla 2, n= 7.

sf ca (b) ——- epistdtico ca.

sf cd (b) ——- calabaza (rn).

sf kar (b, cu) --- naranja sucio.

sf p (b) —-—— epistdtico p. Tabla B, n= 19.

sf rs®¥ (b) ——— epistdatico rs®, ligeramente mas oscuro.

sf snb (b) --- epistatico snb.

sf red (by ss5) —-—— epistatico sf.

sf se (by h) —--- mds oscuro que sf.

sf st (b) —-—- naranja amarillento. Tabla 8, n= 20.

e e R e e R e e e e e e e e e d e o e o o il o5 e o o 0 o o e s e . . o e e S o et S0} et e W e ———

em_el 2= _o_ el 3==_cromosoma

bo se --- epistatico se.

car bw ——— marrdn claro amarillento (rn). Rojizo parduzco
tiipo ca (ad).

car cm ——- naranja claro (rn). Rojo algo oscuro (ad). Tabla
%y n= 8.

car dke (c) --—- algo mas .oscuro que car (rn). Oscurece
mwcho, pero manteniendo siempre un claro componente
roojizo (ad). Tabla 8, n= 14, |
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car

car

car

car

car

car

car

cho

cho

cho

cho

cho

cho

cho

cho

cho

cho

cho

ltd ——— naranja claro con zona incoloraa (rn). Naranja

algo mas parduzco con zona incolora ((ad). Tabla 6, n*®

4.

ca ——— naranja claro parduzco (rn). Rojjo oscuro (ad).
cd —--- naranja claro (rn). Rojo. Rojjo oscuro tipo cl
(ad).

kar (cu) ——- naranja parduzco (rn). Rojjo oscuro (ad).

p ——— naranja claro parduzco {(rn). Oscuurece manteniendo

el brillo y un alto porcentaje de rojo (ad).

rs® —-—-—- naranja parduzco (rn). Rojo osccuro (ad).

snb —-—--— naranja claro parduzco (rn). Roojo oscuro (ad).
bw (sc) ——- epistatico cho. Tabla 10y nn= 7.

cl (scy, ed, dp=®) ——-— muy oscuro, algo mas claro que

se. Tabla 7, n= 9.

cn (sc) --- naranja claro (rn). Naranjaa rojizo (ad).
dke (scy €) ——— oscuro, mucho md&s clarro que cho. Tabla
Py n= 9,

1t (sc) ———- naranja sucio.

l1td (sc) --- naranja claro con zona inccolora.

pd (sc) --- pardo oscuro con baja propoarcidén de naranjs

(rn). Oscurece a granate oscuro parduzcco (ad).

pr (sc, b) ——— marrdn oscuro (rn). Oscuurece (ad).

Pu® (Cy, sc) —-—— epistatico cho.

sf (scy, b) -—— epistatico cho (individduos viables pero
estériles).

cd (sc) --- mds claro que cho (rn). (Oscurece a

n
1T
10

(ad).
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cho

cho

cho

cho

cho
cho
cho

cm

cm

cm

cm

cm

cm

cm

cm
cm
cm
cm

cm

Hn™= (scy ri) --— marrdn oscuro tipo cho.
kar ((sc, cu) —--- calabaza sucio o marrdn (rn). Oscurece
(ad)..
p (ssc) --- mas anaranjado que p (rn). Oscurece a
granaate (ad).
red ((scy ri) ——— oscuros tipo chog o red. Tabla 11, n*
3.
rs® ((sc} ——= marrdén claro.
snb ((sc) --- algo mas parduzco que snb.
st (ss€) --- naranja amarillento.
bw ——— pardo amarillento claro (rn). Naranja parduzco
claroa (ad).
cl -—— rojizo algo oscuro. Tabla 7, n= 10.
cn -——- naranja claro (rn). Rojo algo oscuro (ad). Tabla
8, n= 16.
dke (cz) =--—- mas anaranjado que cm (rn). Oscurece a

granaate (ad). Tabla 8, n= 15.

l1t ——— naranja ma&s claro que 1lt.

l1td -——- naranja muy c¢claro, con z2zona 1incolora (rn).
Naramja claro parduzco (ad).

pr -—-—-— naranja,; menos rojizo que cm (rn). Rojizo. Rojo

oscur-o (ad).

Pu® (Cly) —-—— epistatico cm.

st (b)) --- epistatico cm (rn).

ca —--— naranja parduzco (rn). Oscurece algo (ad).

cd —---—- naranja rojizo claro (rn). Rojo algo oscuro (ad).
p -—— naranja claro parduzco.
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cm

cm

cm

cm

cm

do

do

do

do

do

g

reed ——— epistético ¢gm. Tabla 11, n= 3.
rsi® ——- naranja parduzco.
ry’ ——-— naranja parduzco.
se» ——— casi epistatico se.
sntb ——- naranja claro parduzco (rn). Oscurece algo (ad).
r bw ——= blanco con ligero tinte marvon.
r cd ——- amarillo limdén.
r cm ——— amarillo limén.
r kar «cu) —-—- amarillento menos claro que dor_cn.
r l#*td ——- blanco ligeramente sucio.
bw —=- marroén amarillento claro ( mas amarillento y claro
que QQ).
cl dsd;, dp*®, ed) --- epistdtico cl. Tabla 6 n= 1B y
tabla 7, n= 13.
cn ——— naranja claro (rn). Naranja rojizo (ad). Tabla 6,
n= 1.
dke () --- mds anaranjado que g (rn). Rojizo. Rojizo
oscuro (ad). Tabla 6, n® 10.
1t ——- algo mé&s claro que lt. Tabla 6y n= 5.
ltd ——— blanco. Tabla 6, n= 1.
pr ——- mas anaranjado que g.
Pu® (Cyy) —--- casi epistatico Pu®=.

sf (b) -—— epistético g.

ca --- naranja claro parduzco.

¢d -—— 1naranja claro (rn). Rojizo (ad).

HN™® —~-- naranja parduzco claro (ad). Oscurece (ad).

kar (cui). naranja parduzco (rn). Parduzco rojizo (ad).
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g p —-—— naranja parduzco.

g rs®? ——— naranja parduzco (rn). Oscurece algo (ad). Tabla
&y N= 6.

g se '(h) ——— naranja parduzco(rn). Dscurecé (ad).

g snby ——- naranja parduzco.

g st -——- naranja claro amarillento. Tabla 6, n= 9.

pn bwi; ——— epistdtico bw.

pn cl (y, ed, dp®®) —-—-— rojizo algo oscuro (rn). Oscurece
(¢ad). Tabla 7, n= 4. |

pn cn ——— naranja trasldacido (rn). Naranja con alta

prroporcidn de rojo (ad). Tabla 9, n= 12.

pn dke (y, ¢) ——- oscuros tipo pn. Tabla 9, n= 2.
pn lted --- naranja claro con una gran zona incolora. Tabla
by n= 16.

pn pr (y, vg) ———- rojizo oscuro. Tabla 9, n= &4.

pn po (y, vg) ——— rojizo bastante claros (rn). Oscurece
(ad) .

pn ca —--- mds brillante que ca y con zona incolora (rn).

pn cd —--- naranja claro parduzco (rn). Naranja rojizo (ad).

pn HN™2 (y, ri) —-—- epistatico pn. Tabla B8, n= 2.

pn kar (cu) --—- naranja algo sucio (mads claro cuando es

recien nacido).

pn p ——- naranja tirando a pn.

pn red (yy, ss) =—--- marron claro, con poca cantidad de
amarillo y algo de rojo. fabla 1}, ne B.

pn rs® (y, h) ——— rojizo brillante.

pn se (sc, h) -—— algo mas claro que se. Tabla 8, n= 4.
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pn snb —---— menos claro que pn_ca.
pn st -—- naranja claro con zona incolora.

ras bw ——— epistdtico bw.

ras cl --- similar a rass aungue mas oscuro. Tabla 7, n< 3.

ras cn ——— naranja amarillento con 2zona incolora

Naranja (ad). Tabla 2, n= 13.

ras lt ——-~ naranja algo parduzco.

ras ltd --- naranja claro con zona incolora (rn). Tabla 6,
n= 17,

ras pr (vg) —--- casi epistdatico ras. Tabla 9, n® 10.

ras ca -—- naranja parduzco brillante (rn). Marrdn sin

brille (ad).

ras cd -—-— naranja claro con zona incolora (rn).
brillante (ad). Tabla 9, n® 5,

ras Hn™® (ri) —--— epistdtico ras. Tabla 8, n= 3.

ras kar {cu) =--— naranja claro con zona incolora

Naranja con mayor proporcién de rojo gue de amarillo

(ad).
ras p —--- marrdn anaranjado.
ras rs® —-—— epistdtico ras.
ras se (h) —--- mds claro gue se. Tabla B8, n= 5.

ras snb -—-— naranja claro con zona incolora.
rb bw ——= amarillento parduzco (rn). Marrdm rojizo

(ad). Tabla 10, n<8.

rb en —-—-- naranja claro (rn). naranja rojizo (ad).
rb dke (c) —-—- epistatico rb. Tabla 6, n= 11.
rb 1td -—- blanco. Tabla &6y, n= 2.
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rb

rb

rb
rb
rb
rb
b

rb

rb

rb

b
rb
rb
b
v

v

pd —--- ma&s claro que rb.
pr (b) —--- mas anaranjado que rb (rn). Rojizo algo
oscuro (ad). Tabla 6, n= 20.
Pu® —--— mas anaranjado que rb.
sf (b) ~—— similar a rb.
ca ———- naranja parduzco claro.
cd (tx) —-—— naranja claro (rn). Rojo, similar a cm (ad).
HN™® ——— naranja parduzco (rn). Oscurece (ad).
kar (cu) --- naranja rojizo algo oscuro (rn). Naranja
sucio (ad).
p ———- naranja parduzco. Tabla &, n* 8.
red (ri) --- epistaticp rb. Tabla 6, n® 23 y tabla 11,
n= 10.
re® ——— naranja amarillento parduzco.
se ——— similar a se. )
snb --- naranja parduzco,
st —--- naranja acaramelado.
bw —--—- blanco,; con tinte algo rosado. Tabla 10, n= 9.
cl —_— anaranjado tipo ca (rn). Oscurece a cl (ad). Tabla
7, n= 1.
dke (c) —--- rojo mate algo anaranjado. Tabla 8, n= 18.
lt ——— naranja mate con mayor porcentaje de amarillo que
de rojo. Tabla 8, n= 13.
pd ——— rojizo anaranjado (bastante similar a v).
pr ——- naranja claro (rn).
Pu® (Cy) —~-= naranja claro.
sf (b) -—-- naranja claro (rn).
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cl

cl

cl

cn

cn

cn

dk

1t

cd

se

ca ——-= naranja claro.

HnR*® ——-— naranja claro algo sucio (rn). Epistdtico Hn™=
(ad) .

p ——— naranja.

red ——— naranja claro con zona ocular incolora. Tabla 11,
n= 11.

snb —-—- naranja claro.

pr —-—- mas amarillento que bw. Tabla 10, n= 15.
cn ——-- blanco. Tabla 10, n= 3.
l1td -——— blanco. Tabla 10, n= 4.

cn —-- naranja (rn). Epistatico cl (ad). Tabla 7, n= 2.

1td ——-- rojizo. Tabla 6, n= 23.
pr ——— granate oscuro. Tabla 7, n*= 5.
dke --- rojo mate algo anaranjado (rn). Oscurece (ad).

Tabla 9 n= 14,

pd ——— naranja algeo parduzco.

pr --- naranja claro (rn). Tabla 9, n= 1.
e l1td (c) ——- rojizos.
d pd ——- naranja. Tabla 6, n= 21.

red --- algo mads claro que red. Tabla 11, n= 1.

Hn™® —-—— epistdtico se. Tabla 8, n= 7.
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bo lix ~-- episté4tico bo. Tabla B8, n= 23.

P N -3 — N 5 AR A A R A A R T A e TR e e

g v ——— naranja claro.

l1ix se —~— epistatico ge. Tabla %, n= 20.

lix dke (c) -—- epistético dke. Tabla B, n*= 24.

pn ras (sc) ——-— similar a pn y a ras. Tabla 2, n®= 11.

3.2. Descripcidn de las manchas cromatograficas

Uno de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido el
estudio del patrdn de pteridinas en cepas dobles mutantes de
color de ojos de Drosophila melanpgaster. Para llevar a cabo
este estudios las pteridinas fueron separadas sobre
cromatogramas bidimensionales en 1los cuales aparecian como
manchas reconocibles por sus Rfs y por su fluorescencia (ver
figura 20). Los patrones de pteridinas de cada cepa mutante
se obtuvieron cuantificando las pteridinas mas importantes
(neodrosopterina, drosopterinay isodrosopterina,
aurodrosopterina, sepiapterina, acetildihidrohomopterina,
dihidrobiopterina, biopterina, isoxantopterina y pterina) vy
detectando la presencia o ausencia de otras pteridinas de
menor importancia que aparecian eventualmente en los
cromatogramas. Una parte importante de estas pteridinas

fueron estudiadas e identificadas por Wilson y Jacobson

(1977a) y Ferré et al. (1986) (ver tablas 3 y 4.
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Figura 20.- Cromatogramas en capa fina de extractos de D.

melanogaster, tal como se ven al irradiarlos con
luz ultravioleta de 365 nm.

Primer solvente: isopropanol/2% acetato aménico (1:1).
Segundo solvente: 3% c-loruro aménico.
Las sustancias a las que corresponden los numeros con los que

se identifican lan manchas pueden observarse en las tablas 3

4. Las manchas n2 4, 8, 15, 29 y 30 son comentadas en el apar

tado de resultados.

() Cromatograma con las manchas mas frecuentes gque aparecen

en las cepas mutantes.



26

Figura 20 (continuacién)

(B) Cromatograma con las manchas que aparecen ocasionalmente

en las cepas mutantes.



Tabla 3 .- Descripcién de las manchas cromatograficas segiin Wilson y Jacobson

(1977a)
Mancha n? Fluorescencia
1 roja
2 rojo-naranja
3 rojo-naranja
4 rojo-naranja
7 plrpura
9 amarilla
10 amarilla
14 azul
16 azul
17 azul clara
26 amarillo-naranja

Color

rojo
rojo-naranja
rojo-naranja
rojo-naranja
incolora
amarillo
amarillo
incolora
incolora
incolora

amarillo-naranja

Nombre

neodrosopterina
drosopterina
isodrosopterina
aurodrosopterinas
isoxantopterina
deoxisepiapterina
sepiapterina
pterina
biopterina-

dcido xanturénico

3-hidroxiquinurenina



Tabla 4.- Descripcidén de las manchas cromatogrificas segin Ferré (1985)

Mancha n® Fluorescencia Color Sustancia
*

5 roja rojo desconocida

6 roja rojo desconocida*

8 amarilla amarillo dihidroformilpterina

11 marrdn-verdosa marrén acetildihidrohomopterina

12 quencher marrdén desconocida*

13 azul incolora dihidrobiopterina

15 azul incolora neopterina

18 verde amarillo acido dihidropterin carboxilico
19 azul incolora dcido pterin carboxilicb

20 amarilla amarillo desconocida
21 amarilla amarillo acetildihidropterina

22 amarilla amarillo desconocida*
23 naranja naranja riboflavina

24 azul incolora desconocida*
25. azul incolora propionilpterina*
27 azul clara incolora 4cido quinurénico
28 azul clara incolora glucésido del acido xanturénico

Las manchas 5 y 6 son probablemente productos de degradacidn:. de las drosopte-
rinas. La mancha n2l12 parece un producto de degradacién de la n2ll. Las manchas
24 y 25, por su posicidén, parecen ser pfoductos de oxidacidén de la mancha 22

Y la deoxisepiapterina producidos durante el periodo de secado entre los
solventes. La mancha n?222 es el primer compuesto que se acumula en los ojos

durante el desarrollo del insecto (Morcillo y Ménsua, 1983).



Dada la gran cantidad de cepas analizadas en este
trabajo, hemos intentado ampliar el estudio sobre estas
pteridinas detectando 1la presencia o ausencia en las
diferentes cepas mutantes y estableciendo su relacidn con 1la
ruta de sintesis de las pteridinas.

En la figura 20 podemos observar dos dibujos, que
corresponden & un cromatograma con las manchas mas
frecuentes encontradas en cepas normales y mutantes (A), y a
otro, con aquellas manchas que aparecen sdlo ocasionalmente
en cepas normales y algunas mutantes o en algun estadio de
desarrollo distinto del wutilizado habitualmente (B). Las
manchas numeros 29 y 30 han sido descritas por primera vez
en este trabajo, mientras que se ha ampliado la informacidn
que se tenia sobre las manchas numeros &4y 8 y 15 descritas

anteriormente por Ferré (1984).

e e e - e R e S e N e s R S R e R e e e S e

La mancha n® 15 fue identificada por Ferré (1984) como
formada por 1la mezcla de 1los compuestos neopterina vy

biopterina. La biopterina se producia al oxidarse una parte

de la dihidrobiopterina durante el secado del primer
solvente; presentando por dicha razéon el RT de la
dihidrobiopterina en el primer solvente y el de la

biopterina en el segundo. Esta degradacidn se produce sdlo
ocasionalmente cuando se descuidan las condiciones luminosas

(luz roja tenue) durante el secado de los cromatogramas.
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Extremando 1las condiciones para evitar estas degradaciones,
se observa gque en el mutante purple y en varias de sus cepas
dobles mutantes aparece esta mancha, aunque en este caso el
Rf del segundo solvente es ligeramente inferior al de 1la
biopterina (ver figura 20). Este Rf coincide con el de la
néopterina, sustancia que ha sido hallada énteriormente en
Drosophila (Katobh et al., 19B0). La presencia de esta
sustancia en el mutante purple podria explicarse al tener
blogueado dicho mutante el paso enzimdtico entre
dihidroneopterina trifosfato Yy pPiruvoiltetrahidropterina
(ver figura 3). La dihidroﬁeopterina trifosfato acumulada
podria transformarse en neopterina bien in vivo o por las
candiciones de extraccidn.

Para confirmar que esta mancha estaba mayoritariamente
formada por neopterina, se hicieron dos experimentos. En el
primero se utilizd la cepa pr_cd (presenta la mancha n® 135)
invirtiendo el orden de los solventes. De esta forma, si la
mancha fuera debida a la biopterina producida por
degradacidn apareceria en una posicidn diferente, pero si
fuera neopterina, seguiria apareciendo en la misma posiciodn.
El experimento confirmé 1la segunda hipdtesis. E1 otro
experimento realizado consistid en utilizar una cepa mutante
que llevara un alelo purple mucho mé&s extremo que el usado
habitualmente, con lo que si esta sustancia era neopterina,
se acumularia en mayor proporcidn. Se wutilizéd 1la cepa cn
pre«/prme®__se, en la cual los genes ¢cn y se no afectan a la

acumulacion de neopterina. El cromatograma encontrado en

99—




esta cepa puede observarse en la figura 21. La mancha numero
15 presentaba una extensidn y fluorescencia superior a 1la
encontrada en el mutante simple purple.

En el cromatograma de la figura 21, puede observarse
también que la mancha n= B8, identificada parcialmente por
Ferreé (1984) como 7-8, dihidroformilpterina, estd compuesta
por la superposicion de dos manchas de la misma
fluorescencia y color. Estas dos manchas podrian ser dos
formas racémicas de la dihidroformilpterina, al igual que
ocurre con la aurodrosopterina.

La mancha n® B aparece en los cromatogramas de varias
cepas mutantes de color de o0jos, siendo la cepa purple la
que mads la acumula. El1 hecho de que la cepa cn____pr=«/prm=v
se acumule esta sustancia en cantidad mucho mayor que en la
cepa purple nos sugiere que 1la dihidroformilpterina es un
compuesto que se produce en la ruta de sintesis de las
pteridinasy a partir de la dihidroneopteriné trifosfato por
una ruta lateral distinta de 1la ruta por 1la gque se
sintetizan el resto de las pteridinas.

En la figura 20 (A) puede observarse la separacidn de
las dos formas racémicas de 1la aurodrosopterina. La
existencia de estas dos sustancias habia sido descrita por
Rokos y Pfleiderer (1975), pero en los cromatogramas sélo se
observaba una unica mancha gue correspondia a las dos formas
de aurodrosopterina. Trabajando | con extractos mas
concentrados, y en condiciones en las que se obtenia una

mayor resolucidn de los cromatogramas, se pudo detectar la
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Cc4 2b
IFigura 21.- Cromatograma de la cepa pr /prm se en



presencia de las dos sustancias, aunque muy solapadas como
se observa en la figura 20.

Ferre et al. (1986) describieron la presencia de la
mancha n*® 18 en cromatogramas del mutante sepia. Esta mancha
por sus Rfs vy fluorescencia parecia corresponder al dcido
dihidropterin carboxilico. E1 solapamiento de la mancha n®
18 con las de las drosopterinas impide distinguir si esta
sustancia se presenta en la cepa tipo salvaje y en otras
cepas mutantes de color de ojos, excepto en la cepa clot, en
la cual puede detectarse a pesar de poseer drosopterinas.

Se ha intentado determinar si el acido dihidropterin
carboxilico es un intermediario en la ruta de sintesis de
las pteridinas o Jdnicamente un producto de degradacién de
alguna de ellas. Segunlla primera hipdtesis, la deteccion de
esta sustancia en los mutantes sepia y clot se deberia a que
ambos acumulan en gran cantidad el intermediario
piruvoiltetrahidropterina, el cual se transformaria en otras
pteridinas situadas posteriormente en la ruta de sintesis;,
mientras que, segun la segunda hipdtesis, 1la aparicidn de
esta sustancia,; sdlo en estos mutantes, seria debida a la
formacidén en mayor cantidad de productos de degradacidn, al
estar muy acumuladas varias de las pteridinas.

Si esta sustancia fuera un intermediario en la ruta de
sintesis de las pteridinas, el paso mds probable seria entre
la PHL,PTE (una pterina con una cadena lateral en posicidn 6
de tres carbonos) y la dihidropterina (sin cadena lateral).

Ferre et al. (1986) han propuesto que el gen Henna puede
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comtrolar alguno de los enzimas de este paso,
presumiblemente el primero, siendo ésta la causa por la que
apenas aparece pterina e isoxantopterina en los
cromatogramas de la mutacién HN™ vy, por el contrario,
aparecen acumuladas la SP, BP y ADHP. Se intentd, por tanto,
detectar la presencia de esta sustancia en los cromatogramas
de las cepas tipo salvaje y Hn"®. BSe realizaron
cromatogramas a partir de extractos muy concentrados (640
cabezas de mosca/ 0.2 ml) de Or-R ¥y Hn"=, no detectandose
ninguna traza de la sustancia. Esto contrasta con el hecho
de que esta sustancia es facil de detectar a una
concentracion 6 veces mas pequera en los mutantes sepia vy
clot.

Al no conseguir detectar el metabolito en las cepas
Hn™= y DOr-R se optd por utilizar como cepas equivalentes se
Hh™= y se. Si la mutacidén Hn"® impidiera 1la sintesis del
acido dihidropterin carboxilico, la cepa mutante se_Hn™®
deberia presentar una cantidad menor de la sustancia que la
cepa se. Los resultados obtenidos fueron, en unidades de
fluorescencias; 16.9 + 0.5 para ge y 1B.6 + 0.5 para se_Hn =,

lo cual 1indica que esta sustancia no ve reducida su

presencia (sintesis) por el defecto genético de Hn™=.

———— . —— . — . ——— e ] - ——— e e e e e e e e m e e RS ——_—ae S

Se han descubierto dos nuevas manchas que aparecen

unicamente en algunas cepas mutantes. La mancha nv 29 se ha
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detectado unicamente en cromotogramas de la cepa cn
pre«/prm=r _se (figura 21). En los cromatogfamas de esta cepa
se observa una pequeda traza de fluorescencia azulada que
presenta el mismo Rf que 1la 'mancha> n® B8 en el primer
solvente (isopropanol /7 acetato aménico 2% (1:1))s y un Rf
mayor en el segundo sclvente (cloruro amdnico 3%4). Por su
fluorescencia y Rfs, esta sustancia podria ser el producto
oxidado de 1la 7-8B,dihidroformilpterina, es decir, la
formilpterina.

El hecho de no haber podido detectar esta sustancia
mas que en la cepa anteriormente citada, confirma el que se
trata de un producto de degradacidn de la mancha n® 8, vya
que ésta es la unica cepa en la que se acumula la
dihidroformilpterina en cantidades apreciables.

l.a mancha n® 30 también ha sido descrita por primera
vez. Se ha detectado en 1los cromatogramas de las cepas
mutantes simples sepia y clot, asi como en algunas cepas
dobles mutantes de sepia (se_Hn™@, v_se). Esta sustancia
presenta los mismos maximos de excitacidon y emision (400 y
467 nm, respectivamente) que la mancha n= 18  (4&cido
dihidropterin carboxilico), aunque se presenta en cantidades
mucho mas bajas. Esta sustancia no ha sido identificada,
pero es presumiblemente un producto de degradacidn de otras
pteridinas.

A continuacidn se citan équellas cepas dobles mutantes

en las gque se han encontrado estas pteridinas de menor

importancia.
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El 4cido dihidropterin carboxilico (mancha n® 18) ha

siidio encontrado en las cepas cl_se, cn_se, pn_ses Y_se Yy se

La neopterina (mancha n® 13) ha sido detectada en las
ceepas cn_HnN"®, pr_ca, pr_cd, pr__kar, pr_red, sf_st, pn_cn,
ras _prs cl_pr y cn_pre*/prm=*_se.

La dihidroformilpterina (mancha n*= 8) ha sido

detectada en cantidades superiores a las de la cepa normal

La riboflavina (mancha n® 23) ha sido detectada en
caintidades superiores a las del individuo tipo salvaje en la
cepa dke Hn™=.

Por dltimo, 1la formilpterina (mancha n® 29) ha sido

de:tectada unicamente en la cepa cn_pr*«/prm="_se.

3.3. Deteccidn de quinoleinas en las cepas dobles mutantes

En 1los cromatogramas de extractos de cabezas de
Driosophila melanogaster se detectan, en ocasiones, algunas
quiroleinasy, las cuales se caracterizan por presentar
fluorescencia azul clara. Dé estos metabolitos, el acido
xamturénico es el que aparece con mayor frecuencia y en

suficiente cantidad para poder ser cuantificado. Las otras
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dos quinoleinas que se detectan en los cromatogramas de
algunas cepas mutantes son el Acido quinurénico vy el
glucdésido del acido xanturénico.

A continuacidn se detallan las quinoleinas encontradas
en las cepas dobles mutantes. Las abfeviaturas utilizadas
fueron XTC (4dcido xantureénico)s; QC (4cido quinurénico) vy

XTCgl (glucdsido del acido xanturénico).

Cepas XIC Qc XICal
bw ca 7 ND ND
bw cd 13 ND . ND
bw red ND ND ND
cl ca ND ND ND
cl Hn™?® 60 ND ND
cl p TR ND ND
cl red ND ND ND
cl rs® 30 ND ND
cl se . 65 ND ND
cn Hn™ ND TR ND
cn p ND ND ND-
cn red ND ND ND
cn rs= ND ND ND
cn ry ND ND ND
cn se ND ND ND
dke ca ND ND ND
dke cd 70 ND ND
dke Hn™= 70 ND ND
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dke p
dke red
dke se
1t se
l1td ca

1td cd

l1td Hnw=2

1td kar
1tp p
l1td red
1td rs®
1td st

pr ca

pr Hn—=
pr kar
PT P

pr red
Pu® se
Pu® st
sf p

st st
car cn
car dke
car ltd
cho bw

cho cl

TR

15

43

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

70

50

TR

ND

16

30

15

18

10

ND

30

ND

-ND

ND
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ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

TR

TR

ND

ND

ND

TR

ND

TR

ND

TR

ND

ND

ND

ND

ND



cho dke
cho red
cm cl
cm cn
cm dke
cm red
g cl

g cn

g dke

g lt

g ltd

g st
lix dke
lix se
pn cy
pn cn
pn dke
pn 1ltd
pn pr
pn HN™=
pn red
pn se
ras cl
ras cn
ras ltd

ras pr

ND

ND

ND

ND

TR

ND

30

ND

16

ND

ND

ND

ND

121

60

29

ND

S8

ND

13

14

ND

28

31

ND

10

32
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ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

'ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

TR



ra

ras Hn™®

ra

rb

rb

rb

rb

rb

rb

bw

cl

cl

cl

1t

cd

se

bo

pn

s cd

s se

dke
ltd

pr

red
cl
dke
1t
red
se
pr
cn
1td
pr
d pd
red
Hn—#
lix

ras

S0

55

37

TR

TR

ND

ND

ND

37

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

2a

ND

ND

81

40

63
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3.4. Cuantificacion de pteridinas en dobles mutantes de

Se han cuantificado las pteridinas en una parte de las
cepas de dobles mutantes de color de ojos sintetizadas.

Las cepas que son homozigdticas para dos mutaciones de
colmf de ojos deben tener un patrén de pteridinas
equivalente a la suma de las acciones de las dos mutaciones.
Cuando esto no ocurre, decimos que se ha producido una
interaccion entre 1los dos genes mutantes. Para poder
distinguir estas interacciones necesitamos conocer cual
seria el patron esperado de pteridinas de la cepa doble
mutante, suponiendo un efecto aditivo de los efectos de 1las
dos mutaciones. Los patrones de pteridinas esperados para
las cepas dobles mutantes se han calculado baséandose en los
datos de 165 mutantes simples estimados por Ferre et al.
(1986) (ver tabla 3), excepto para los mutantes sepia y
clot, ya que en este trabajo las cepas utilizadas no tenian
el mismo origen geografico. Tras ser cuantificadas las
pteridinas en estas dos cepas mutantes, los valores
encontrados diferian significativamente, en algunas
sustancias, de los descritos por Ferreé et al. (19846). Estos
nuevos valores fueron de 2750% de SP y &620% de BP para
nuestra cepa sepiay vy de un 37% de DP e IDP para nuestra
cepa clot. Estos datos fueron Qtilizados para el cdlculo de
los valores esperados de pteridinas en las cepas de dobles

muttantes de sepia y «clot. 5i, por ejemplo, una mutacidn
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Tabla 5 .- Cuantificacidon de xantomatina y pteridinas en mutantes de color de ojos de
Drosophila melanogaster (Ferré et al., 1986)

Abreviaturas utilizadas: NDP (neodrosopterina), DP (drosopterina), IDP (isodrosopte-
rina), ADP (aurodrosopterinas), SP (sepiapterina),ADHP (acetildihidrohomopterina),
IXP (isoxantopterina), PTE (pterina), H,BP (dihidrobiopterina), BP (biopterina), XTM
(xantomatina), ND (no detectado) y TR (traza).

Cepa  XTM NDP  DP IDP  ADP  SP ADHP  IXP PTE H,BP BP

Or-R 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
bo 107 33 46 41 85 160 180 15 49 80 120
bw 71 ND ND ND ND ND . ND ND ND ND ND

ca 30 5 5 7 17 110 90 50 11 a7 180
car 60 13 20 18 61 200 200 100 24 100 260
cd 12 85 100 100 100 91 140 78 81 94 93

cho 66 4 4 5 12 110 TR 57 47 130 700
cl 160 19 54 47 8 1400 ND 120 530 470 260
cm 43 31 36 32 55 200 120 20 34 67 180

cn 4 91 86 89 90 100 84 63 95 80 82



Tabla 5.- (continuacién)

Cepa XM NDP  DP IDP  ADP  SP ADHP  IXP PTE H,BP BP

dke 153 20 51 55 86 130 110 66 38 61 120
g 68 17 19 19 42 210 160 54 24 53 180
Hn™3 125 9 20 20 ND 460 450 ND ND 150 440
kar 28 120 110 95 80 120 130 84 72 100 130
1ix 102 58 48 56 100 200 150  ND 32 62 110
1t 10 10 9 10 35 120 94 46 13 88 170
1td 8 43 36 35 63 200 200 33 26 95 170
p 21 18 20 19 43 100 86 59 30 72 180
pd 58 17 19 19 59 120 83 100 29 87 160
pn 81 22 22 32 18 160 87 88 34 95 140
pr 122 45 39 36 20 64 35 87 39 58 110
pu’ 135 49 31 29 24 21 TR 29 53 23 40

ras 96 17 13 15 5 70 TR 110 58 49 100
rb 38 34 25 36 55 160 94 29 37 50 150



Tabla 5.- (continuacién)

Cepa  XTM NDP  DP IDP  ADP  SP ADHP  IXP PTE H,BP BP
red 31 8 5 7 22 100 85 51 40 96 420
rs® 43 43 50 44 100 140 130 89 52 91 150
ry 138 21 a2 33 61 110 69 ND 200 130 250
se 142 ND ND ND ND 5700 ND 95 1600 1200 920
sf 95 100 89 76 100 61 130 66 120 100 120
snb 16 7 9 12 30 84 91 71 22 73 200
st 2 80 93 88 95 100 120 69 60 96 78
v 3 93 80 79 93 150 110 110 100 100 100

Nota.- Los coeficientes de variacidén de estos valores fueron menores de 15% para la isoxantop
terina, menores del 20% para las drosopterinas y la dihidrobiopterina, y menores del
25% para la sepiapterina, ADHP, PTE y BP.



presenta un S50% de una pteridina y otra presenta un 20% de
la misma pteridina, la cepa doble mutante deberia pfesentar
una cantidad del 10% obtenida multiplicando la cantidad del
primer mutante en tanto por uno (0.5) por la del segundo
mutante (0.2). Este método deberia utilizarse para cada una
de las pteridinas. Cuando uno de los mutantes presenta una
cantidad de una pteridina superior a la del individuo tipo
salvaje (tanto por wuno mayor de 1) realizamos también el
mismo tipo de operacidén. Sin embargo, cuando los valores de
dos mutantes son superiores a 1, hay que utilizar el método
con precaucidon. Asi, por ejemplo, la cepa mutante sepia
acumula varias pteridinas al tener interrumpida totalmente
la sintesis de pigmentos rojos, mientras que 1la mutacidn
elct interrumpe sélo parcialmente este sintesis, acumulando
las mismas pteridinas pero en menor cantidad. La cepa doble
mutante “"sepia clot" tendria un valor esperado para estas
pteridinas que no seria equivalente al resultante de
multiplicar los valores obtenidos en tantos por uno de los
dos mutantes. Esto se debe a que existiria un limite en 1la
cantidad de pteridinas acumuladas gue vendria determinado
por la cantidad de precursor disponible. Como esta cantidad
es dificil de calcular, en estos casos .- comparamos
directamente 1los valores observados con 1los patrones de
pteridinas de los mutantes simples (ver tabla S5).

Basandonos en ‘los patrbnes de pteridinas obtenidos,
segun este método, hemos podido compararlos con los

observados en nuestras cuantificaciomes. A continuacidn, se
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describen los patrones de pteridinas observados en las cepas
dobles mutantes, agrupdndolos segun el tipo de interaccidn
que produzcan.

Se han formado seis grupos con los dobles mutantes
analizados:
——-E1 grupo I 1incluye aquellas cepas que contienen las
mutaciones garnet, lightoid, rose® o ruby, y cuyos patrones
de pteridinas no coinciden con los esperados,
caracterizandose por presentar la mayor parte de las
ptemridinas disminuidas frente a lo esperado.
——-E1 grupo Il estd formado por las cepas dobles mutantes de
clott. Esta mutacidn presenta interacciones con mutaciones
que afectan a la sintesis de pteridinas, siendo su efecto
primcipal un aumento en la cantidad de drosopterinas.
———-E1 grupo III es una miscelanea de cepas con patrones de
ptemridinas diferentes de 1lo esperado. En este grupo las
interacciones son muy variadas.
—--EKE1 grupo IV estd formado por las cepas cuyo patron de
pterridinas es similar al esperado. En este grupo no se
inclluyen aquellas cepas portadoras de 1la mutacidn cl, red o
bwy cuyo patrdn de pteridinas no difiere significativamente
del esperados Yy que se presentan en los grupos I, VI y V,
respectivamente.
——-En el grupo V se incluyen 1los dobles mutantes de brown.
Estaas cepas presentan como caracteristica principal la
auseencia total de pteridinas consecuencia de la presencia de

la mmutacion bw.
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——-En el grupo VI hemos incluido los dobles mutantes de red.
Se2 ha hecho un apartado especial con estas cepas, dado que
ex<iste una interaccidn especial entre la mutacidn red y las

mwtaciones que afectan a la sintesis de xantomatina.

Grupo__I1: Cepas dobles mutantes que contienen las

muwtaciones garnet, lightoidy rose® vy/o ruby, Yy cuyos

paitrones de pteridinas no coinciden con los esperados.

Un primer grupo de mutantes entre los que se aprecia
urma fuerte interaccidon estd formado por 1las mutaciones
garmnet (g)s lightoid (ltd), rose® (rs®) y ruby (rb). Cuando
se analiza el patron de pteridinas de una cepa portadora de
dos de estas mutaciones se obgserva que la cepa presenta una
camtidad de bteridinas muy inferior a la esperada. Los dos
casos mas extremos son las cepas g_ltd y rb_ltd, ambas con
femotipo de color de o0jos practicamente blanco vy con un
patrén de pteridinas que presenta sdlo trazas de algunas
drosopterinas (ver tabla 6, n®*= 1 y 2). Estos patrones de
pteridinas contrastan con las cantidades esperadas de
drosopterinas, sepiapterina y biopterina.

En la tabla 6 se presentan los patrones de pteridinas
de otras cepas dobles mutantes que también presentan
interacciones similares, aungque menos extremas. Las cepas
1td_rs™, car_ltd, g_lt, g_rs® y ltd_p (n®= 3 al 7) presentan

cantidades de todas 1las pteridinas inferiores a las

esperadas. De todas ellas, la biopterina es 1la gque se
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Tabla 6 .- Cuantificacidén de pteridinas en dobles mutantes de color de ojos (I)

Cepas dobles mutantes de las mutaciones garnet, lightoid, rose2 y ruby, cuyos patrones
de pteridinas observados presentan diferencias con los esperados (nGmeros pequefios).
Ver tabla para las abreviaturas.

Cepa NDP  DP IDP  ADP  SP ADHP  IXP PTE H2BP BP
(1) g 1td TR TR ND ND ND ND ND ND ND ND
7 7 7 26 . 420 320 18 6 50 306
(2) rb 1td TR TR TR ND ND ND ND ND ND ND
15 9 13 35 320 188 10 10 48 255
(3) 1td rs®° 5 3 3 6 52 TR 13 ND 37 101
18 18 15 63 280 260 29 14 86 255
(4) car 1td 6 3 3 8 100 107 14 ND 39 201
6 7 6 38 400 400 33 6 95 442
(5) g 1t 3 2 2 5 54 TR 22 TR 24 125
2 2 2 15 252 150 25 3 47 306
(6) g rs® 6 4 10 77 50 26 3 52 205
7 10 8 42 294 208 48 12 48 270
(7) 1td p 8 5 3 7 13 16 22 ND 40 53
8 7 7 27 200 172 19 8 68 306
(8) rb p 13 5 3 9 70 57 24 TR 65 220
6 5 7 24 160 81 17 11 36 270



Tabla 6 (continuacidn)
Cepa NDP DP IDP ADP SP ADHP IXP PTE H2BP BP
(9) g st 15 10 9 15 116 106 44 ND 66 150
14 18 17 40 210 192 37 14 51 140
(10) g dke 5 7 16 69 64 14 4 50 200
3 10 10 36 273 176 36 9 32 216
(11) rb dke 6 11 9 17 82 51 2 11 23 187
7 13 20 47 208 103 19 14 31 180
-(12) 1td kar 20 15 18 29 246 114 34 15 79 388
‘ 52 40 33 50 240 260 28 19 95 221
(13) 1td st 21 18 16 24 165 128 32 11 41 237
34 33 31 60 200 240 23 16 91 133
(14) g cn 10 7 8 20 103 165 a4 17 79 201
15 16 17 38 210 134 34 23 42 148
(15) cn rs® 22 16 15 32 154 158 48 14 71 227
39 43 39 90 140 109 56 49 73 123
(16) pn 1td 16 18 14 . 25 114 82 47 59 97 165
9 11 11 320 174 29 9 90 238
(17) ras 1td 12 8 8 10 29 TR 16 44 44 132
7 5 5 3 140 2 36 15 47 170



Tabla 6 (continuacién)
Cepa NDP DP 1DP ADP SP ADHP  IXP PTE H2BP BP
(18) g cl 30 29 30 ND 2107 ND 109 400 400 264
k} 10 9 3 2940 ND 65 127 249 468
(19) 1td HnT3 8 7 7 ND 381 193 ND ND 97 361
4 7 7 ND 920 900 ND ND 143 748
(20) rb pr 14 10 9 20 24 83 9 16 46 67
15 10 13 11 102 33 25 14 29 165
(21) 1td pd 22 9 7 20 108 121 24 14 65 179
7 7 7 37 240 166 33 8 83 272
(22) 1td ca 5 6 5 8 54 33 1 TR 20 54
2 2 2 11 220 180 17 3 45 306
(23) rb red 28 16 15 31 128 130 26 17 75 236
3 3 12 160 80 15 15 48 630
(24) 1td red 15 11 10 34 89 160 17 19 73 188
3 2 2 14 200 170 17 10 91 714
(25) 1td cl 14 14 17 21 2335 ND 23 502 275 247
8 19 16 5 2800 ND 40 138 447 442
(26) cl rs? 15 19 19 21 3555 ND 91 360 585 344

27

21

1960

ND

107

276

428

390




emcuentra disminuida en menor proporcidn. Asi, mientras la
caintidad de biopterina es aproximadamente 1la mitad de 1la
essperada, el resto de pteridinas presentan valores mucho mas
diisminuidos.

Las siete cepas dobles mutantes mencionadas
amteriormente son las que presentan las interacciones mas
fuiertes. Sin embargo, son varias las cepas dobles mutantes
poirtadoras al menos de una de las mutaciones mencionadas al
pr-incipio del apartado que presentan algun tipo de
imteraccidon. Asi, por ejemplo, las cepas rb_p, sty g_dke vy

rby_dke (n== 8 al 11) presentan la mayor parte de las
ptieridinas disminuidas frente a 1lo esperado, excepto la
biiopterina que presenta valores equivalentes. El1 patrdén de
ptieridinas de las cepas ltd_kar, ltd _st, g_cn y cn_rs® (n==
12?7 al 135) es también diferente del esperado, aunque en este
caiso sdlo algunas pteridinas se encuentran disminuidas,
mitentras otras presentan valores similares o incluso
auimentados (biopterina).

Por Jultimo, en algunas de estas cepas dobles mutantes
noy se cumple el modelo observado anteriormente, segun el
cuial la biopterina es la sustancia que se ve menos afectada
poir esta interaccion disminuidora. Este es el caso de las
cepas pn_ltd y ras__ltd (ne= 16 y 17) en 1las que las
driosopterinas y la pterina se encuentran aumentadas frente a
loy esperado, mientras que el resto de las pteridinas (entre
el . las la biopterina) se encuentran disminuidas.

Otro grupo estd formado por las cepas ltd_Hn"™, rb_pr,
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ltd__pd vy ltd_ca (n== 19 al 22). Los patrones de pteridinas
de estas cepas presentan la caracteristica de que las
drosopterinas se encuentran en cantidades similares e
incluso ligeramente aumentadas, mientras que el resto de las
sustancias esté&8 generalmente disminuido, incluyendo entre
ellas a la biopterina.

Por ultimo,; hemos incluido en el grupo I cinco cepas
dobles mutantes en las que aunque es posible qgque las
mutaciones g, ltds rb y rs® produzcan la interaccidn de tipo
disminuidora, ésta se ve compensada por otra de tipo opuesto
como las que producen la mutacidn red y la mutacidon cl (ver
grupos II y VI), con 1lo que los patrones de pteridinas son
mas dificiles de interpretar. Son las cepas g__cls, rb__red,
1td__red,s ltd cl vy cl_rs® (n®= 18 y 23 al 26). En el caso de

la cepa cl__rs®, por ejemplo, la mayor parte de las

Los patrones de pteridinas de las cepas dobles
mutantes de clot (cl) pueden observarse en la tabla 7. Los
dobles mutantes que aparecen en esta tabla han sido
divididos en tres grupos, segun que la mutacidn que acompana
a cl afecte especificamente a 1la ruta de sintesis de la
xantamatina, a la de las pteridinas o a ambas rutas a la
vez,

En 1la primera clase estarian las cepas en las que el
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Tabla 7.- Cuantificacidén de pteridinas en dobles mutantes de color de ojos (II)

Cepas dobles mutantes de clot.

Cepa NDP DP IDP ADP SP ADHP IXp PTE HzBP BP

(1) v cl 25 20 22 ND 2258 . ND 105 450 425 187
18 30 29 7 2100 ND 132 530 470 260

(2) cn cl - 35 29 28 TR 1965 ND 75 375 450 251
17 32 33 7 1400 ND 76 504 376 213

(3) ras cl 9 7 4 TR 106 ND 86 78 85 141
3 5 6 ND 980 ND 132 307 230 260

(4) pn cl 18 11 10 3 535 ND 90 69 238 190
4 8 12 1 2240 ND 106 180 447 364

(5) cl pr 61 29 22 16 326 ND 88 129 117 127
9 14 13 2 896 ND 104 207 273 286

(6) cl se ND ND ND ND 3500 ND 107 807 1382 621
ND ND ND ND (%) ND 114 ($) ($) ($)

(7) c1 I-Inr3 19 31 - 31 ND 4365 ND TR 253 450 221
2 7 7 ND 6440 ND ND ND 705 1144

(8) c¢1 red 23 22 21 17 1420 ND 73 495 680 406
2 3 3 2 1400 ND 61 212 451 1092



Tabla 7 (continuacién)

Cepa

NDP

DP IDP ADP sp ADHP  IXP PTE H,BP BP
(9) cho c1 12 10 13 21 838 ND 48 323 941 413
1 2 2 1 1540 ND 68 249 611 1820
(10) cm c1 25 21 32 16 3312 ND 10 138 264 227
6 13 12 4 2800 ND 24 180 315 468
(11) cl ca 12 18 20 13 3080 ND 62 391 500 421
1 2 3 1 1540 ND 60 58 221 468
(12) c1 p 9 14 16 14 2016 ND 76 290 450 384
3 7 7 3 1400 ND n 159 338 468
(13) g c1° 30 29 30 ND 2107 ND 109 400 400 264
3 7 7 3 2940 ND 65 127 249 468

($) Comparar el valor observado directamente con los que presentan los mutantes simples

(Tabla 5).



mutante que acompara a cl afecta especificamente a la ruta
de sintesis de la xantomatina. Se han analizado las cepas v
cl y ¢n_cl (n®= 1 y 2). Estas dos cepas presentan un valor
de pteridinas bastante similar al esperado, si exceptuamos
unas ligeras diferencias en las cantidades de drosopterinas.

En la segunda clase se han situado aquellas mutaciones
gque afectan a alguno de los pasos enzimdticos de la ruta de
sintesis de las pteridinas y que, a su vez, no producen
alteraciones importantes en 1la ruta de sintesis de la
xantomatina. Las mutaciones pn y ras afectan al primer
enzima de 1la ruta, la GTP ciclohidrolasa (Evans y Howells,
1978), la mutacidn pr actua en el segundo paso de la ruta,
la sepiapterina sintasa A (Yim et al., 1977). E1 gen sepia
controla el paso entre la PHLPTE y 1la ADHP (Wilson y
Jacobson, 1977b), mientras que 1la mutacidén Hn"® afecta con
gran probabilidad a alguno de los pasos entre la PHLPTE y 1la
H=PTE (Ferreée et al., 1986).

Las mutaciones pn y ras (n®~ 3 vy 4) producen al
combinarse con clot cepas mutantes cuyo patrdn de pteridinas
se caracteriza por una epistasia parcial de las mutaciones
pn v ras. Las cantidades de drosopterinas son similares a
las esperadas, mientras que el resto de 1las pteridinas se
encuentra en cantidad menor de lo esperado, con valores
mucho mas cercanos a los de 1las mutaciones simples pn y ras
que a los de la mutacidon cl.

De forma similar, la cepa cl_pr (n® 5) presenta en 1la

mayor perte de las pteridinas cantidades inferiores a las

~124-



esperadas, estando éstas mds cercanas a las que presenta la
mutacidén pr que a las de la cepa clot. Sin embargo, una
diferencia importante es el aumento de 1la cantidad de
drosopterinas,; que llega a ser aproximadamente el doble del
esperado.

La cepa se_cl (n® 46) presenta un patrdn similar al de
la cepa sepia, siendo en este caso determinante el bloqueo
total de la sintesis de drospterinas que produce la mutaciodn
sepia. La cepa cl__Hn"® (n= 7), por el contrario, presenta
una clara interaccidn entre las dos mutaciones. Por un lado,
la cantidad de drosopterinas es cuatro veces superior a 1la
esperaday, vy por otro las cantidades de dihidrobiopterina vy
biopterina son inferiores a las esperadas y similares a las
que presenta el mutan;é simple clot. También es dg destacar
la presencia de un 253% de pterina, cuando esta sustancia no
se detecta en el mutante HN™®. Sin embargo, aungue el
mutante HN™® no acumula esta sustancia si que es capaz de
producir una pequera cantidad de dihidropterina, el
precursor de la pterina, aunque 1la mayor parte de esta
sustancia parece q&é es utilizada para 1la sintesis de
drosopterinas.

En 1la tercera clase se incluyen aquellas cepas
paortadoras de mutaciones que afectan a las dos rutas de
sintesis. Los patranes de pteridinas que presentan se
caracterizan por poseer una cantidad de drosopterinas
superior a 1la esperada, mientras que el resto de las

pteridinas suele estar aumentado o presentar valores
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similares a los esperados.

Dos cepas dobles mutantes de clot (ltd cl y cl_rs®),
que tambien han sido cuantificadas, aparecen en la tabla 6
(ne = 25 vy &2&). La primera presenta una cantidad de
drosopterinas similar a la esperada con wuna ligera
disminucidn en el resto de las ptefidinas, a excepcidn de la
pterina. La sequnda presenta una cantidad similar a la
esperada de todas las pteridinas, excepto la sepiapterina
que estd mads acumulada de lo esperado. Aunque estas dos
cepas podrian contradecir el tipo de interaccidn observado
en las cepas de esta tercera clase, es importante destacar
que el tipo de interaccidn que producen las mutaciones ltd vy
rs¥ en las cepas dobles mutantes es precisamente el opuesto
al que produce la mutacidén clot, con 1o que las cepas ltd_cl

—— s ——

y cl_rs® podrian presentar patrones cercamos a lo esperado

al anularse 1los dos tipos opuestos de interacciones gue

presentan.

Grupo_I1IIl: Otras cepas dobles mutantes cuyos patrones

de pteridinas no coinciden con los esperados.

En la tabla 8 se presentan los datos de varias cepas
dobles mutantes cuya principal caracteristica en comun es la
de presentar un patron de pteridinas diferente del esperado.
Se han excluido de este grupé las cepas que son portadoras
de las mutaciones garnet, lightoid, rose®, ruby, clot y red

Malpighian tubules, ya que estas cepas son estudiadas como
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Tabla 8.- Cuantificacidon de pteridinas en dobles mutantes de color de ojos (III)

Otras cepas dobles mutantes cuyos patrones de pteridinas

esperados.

no coinciden con los

17

18

ND

460

378

ND

ND

120

Cepa NDP  DP IDP  ADP  SP ADHP  IXP PTE H,BP BP
(1) cn ry 9 9 22 183 121 ND 300 61 213
19 36 29 55 110 58 ND 190 104 205

(2) pn HAT® TR 5 4 ND 165 120 ND ND 78 171
2 4 6 ND 736 392 ND ND 143 616

(3) ras Hn'® 13 > 2 ND 104 97 TR ND 62 94
2 3 3 ND 322 5 ND ND 74 440

(4) pn se ND ND ND ND 342 ND 44 142 261 807
ND ND ND ND ($) ND 84 544 1140 868

(5) ras se ND ND ND ND 69 ND 52 53 175 241
ND ND ND ND 1925 ND 105 928 588 620

(6) pr HnTS g 4 4 ND 91 252 5 ND 115 191
[ 8 7 ND 204 158 ND , ND 87 484

(7) se Hn®™3  ND ND ND ND 3238 ND TR 342 1130 454
ND ND ND ND (%) ND ND ND ($) (%)

(8) cn Hn' 10 8 10 ND 723 438 3 ND 253 506

361



Tabla 8 (continuacidn)

Cepa NDP DP IDP ADP SP ADHP  IXP PTE H,BP BP

(9) Pu® se ND ND ND ND 161 ND 8 123 219 124
ND ND ND ND 578 ND 28 848 276 248

(10) 1t se’ ND ND ND ND 832 ND 44 262 577 205
ND ND ND ND 3300 ND 4 208 1056 (S)

(11) cn se ND ND ND ND 2900 ND 53 669 545 322
ND ND ND ND 2750 ND 60 1520 960 508

(12) v se ND ND ND ND 2765 ND 100 1289 403 858
ND ND ND ND (%) ND 105 1600 1200 620

(13) v 1t 7 3 3 11 87 133 40 ND 38 123
9 7 8 33 180 103 51 13 88 170

(14) car dke 5 5 5 15 125 139 83 21 95 248
3 10 10 52 260 220 66 9 61 312

. (15) cm dke 4 10 8 6 85 58 5 25 28 188
6 18 18 47 260 132 13 13 41 216

(16) cm cn 22 14 13 21 120 111 6 39 79 305
28 31 28 50 200 101 13 32 54 148

(17) cn p 27 8 15 109 83 63 16 102 341
16 17 17 39 100 72 37 29 58 148

(18) v dke 14 21 21 38 115 172 54 35 . 46 163
‘ 19 41 43 80 195 121 73 38 61 120



Tabla 8 (continuacidn)

Cepa NDP DP IDP ADP SP ADHP IXP PTE H2BP BP
(19) sf p 17 12 11 26 20 110 68 27 41 157
18 18 14 43 61 112 39 36 12 216
(20) sf st 13 12 12 23 140 97 66 6 69 200
80 83 67 95 61 156 46 72 96 94
(21) pr ca 26 12 16 24 28 78 28 24 41 135
2 2 3 3 70 32 b4 4 27 198

(22) pr p 30 13 14 21 21 59 12 15 14 40
8 8 7 9 64 30 51 12 42 198
(23) bo 1ix 23 24 25 67 203 304 ND 10 146 289
19 22 23 85 320 270 ND 16 50 132
(24) 1ix dke 32 49 47 82 119 128 9 10 91 180

12

24

K}

86

260

165

ND

12

38

132

($) Comparar el valor observado directamente con los que presentan los mutantes simples

(Tabla 5).



casos particulares en otros grupos.

La cepa cn__ry (n® 1) presenta una cantidad de
drosopterinas muy inferior a 1la que presenta la mutacidn
simple ry. Esta disminucidn de la sintesis de drosopterinas
se combina con un aumento en las cantidades de sepiapterina,
pterina y acetildihidrohomopterina, lo que podria indicar
gue la interaccidén entre 1los dos genes se situaria en el
paso en el que la dihidropterina se une a 1la
acetildidhidrohomopterina para formar las drosopterinas. Al
quedar bloqueado parcialmente dicho paso la
acetildihidrohomopterina se acumularia, asi como la
dihidropterina que se transformaria en pterina.

Las mutaciones Hn™® vy se se caracterizan por

interrumpir 1la sintesis de drosopterinas produciendo,; por
dicha causa, un gran achmulo de algunos de sus precursores.
Cuando estas dos mutaciones se combinan con las mutaciones
En y ras, que alteran la actividad enzimatica de la GTPCH,
los patrones de pteridinas resultantes son mucho mas
parecidos a los que presentan los mutantes simples pn y ras
que a los de los mutantes HNn™™ y se. Esto parece indicar una
epistasia por parte de las mutaciones pn y ras. Esta
epistasia es casi total para el caso de la cepa pn_Hn™® (n*=
2)y y es solo parcial para las cepas ras_Hn"®, ras_se vy pn
se (n®=* 3 al 5). En 1las cuatro cepas mencionadas, ias
cantidades de drosopterinas coiﬁciden con las esperadas (en
él caso de pn_se y ras__se, ausencia total), mientras 1la

ausencia de isoxantopterina vy pterina en HNn™® se mantiene
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La cepa pr_Hn™® (n= 6) presenta para las sustancias SP
y BP un efecto similar al observado para los dobles mutantes
de pn vy ras comentados anteriormente. Aunque el mutante Hn™=
produce una gran acumulacidn de estas dos sustancias, este
doble mutante presenta valores mucho mds cercanos a los del
mutante pr que a los esperados. El1 patrdn de pteridinas del
resto de las sustancias es mucho mds variado, y mientras
varias de ellas se presentan en cantidades similares a las
esperadas, otras como las drosopterinas se encuentran
ligeramente disminuidas o 1ligeramente aumentada como la
ADHP .

Finalizando con los dobles mutantes que presentan la
mutacion Hn"® hemos situado tambien en esta tabla a las

cepas cn_HN"™® y se_Hp™= (n®* 7 y B8). La primera presenta un
patrdn de pteridinas 1ligeramente diferente del esperado.
Asi, las drosopterinas estan disminuidas y esta disminucidn
parece conducir a un aumento de otras pteridinas (SP, HzBP,
BP y ADHP). La cepa se_Hn"® presenta un patrén de pteridinas
mas complejo. Por un lado, hay varias sustancias que estén
ausentes, como las drosopterinasy 1la ADHP vy la IXP. La
ausencia de las dos primeras es tipica de la mutacidn sepia,
mientras que la de la segunda lo es de la mutacidn Hn"®. Por
otro lado, la SP y 1la HzBP estdn en cantidades equivalentes
a las encontradas en sepia, mientras que la BP presenta un

valor similar al del mutante Hp™®. Un caso especial es la

presencia de pterina, a pesar de que el mutante HNn™ no
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presenta dicha sustancia. Esta presencia puede ser explicada
porque la baja cantidad de dihidropterina que sintetiza
tedricamente el mutante Hn"®, al no poder unirse a la
éustancia ADHP para formar drosopterinas, se metaboliza a
pterina. Sin embargo, la cantidad de pterina (342%) parece
muy alta para ser debida unicamente a esta razdén, siendo
posible tambien que cierto porcentaje de esta sustancia ses
debido a la degradacidn de sepiapterina u otras pteridinas
durante el proceso de extraccidn de las pteridinas oculares.

Otras cepas dobles mutantes que incluyen la mutacidn
sepia y que presentan algun tipo de interaccidn entre genes
son las cepas Pu®_se, lt_ses cn_se y v_se (n®= @ al 12). En
las dos primeras, el patron de pteridinas obtenido, para la
SP y BP, se parece mads a los hutantes Pu® vy 1t que a sepia,
mientras que la ausencia total de drosopterinas y ADHP se’
mantiene invariable, tanto en estas dos cepas como en las
cepas ¢cn__se vy Vv__se. En estas dos ultimas cepas, las
mutaciones cn y v parecen producir una 1ligera interaccidn
con la mutacidn sepia, que en el caso de la cepa cn_se se
traduce en una disminucidn de HzBP, BP vy PTE frente a lo
esperado; mientras que en el caso de v_ses solo la H=BP esta
disminuida.

El resto de las cepas presenta patrones de pteridinas
dificiles de explicar. Por un lado, hay una serie de cepas
(v_1%t, car_dke, cm_dke, cm__cn vy cn_p (n== 13 al 17)) cuyos

patrones podrian ser consecuencia de interacciones similares

a las descritas en el grupo 1. Estas interacciones podrian
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equwivaler a aquellas en las que 1la mayor parte de las
pteridinas estdn disminuidas, mientras que 1la BP estd solo
ligeramente disminuida frente a 1o esperado. Hay incluso
algunos casos en los que la BP estd aumentada, como ocurria
com algunas cepas del grupo I. Por otro lado, las cepas sf_p
y sf_st (n®*= 192 y 20) presentan una interaccidn equivalente,
aumgue en la uUltima 1la disminucidén de drosopterina es muy
grandes mientras que la SP y 1la BP estan bastante
aumentadas.

Hay, por ultimo, cuatro cepas que presentan extraras
intieracciones. Las cepas pr__ca Yy Ppr__p (ne= 21 vy 22)
presentan una cantidad de drosopterinas y ADHP superior a la
esperada. Este aumento parece compensarse con un descenso de
otrias pteridinas (SP y BP). Las cepas bo_lix y lix_dke (n==
23 y 24), gque contienen mutantes que producen una
disminucidén de las cantidades de PTE e IXP (Ferré et al..,
198%), presentan cantidades de HzBP y BP aumentadas, estando

el resto de las sustancias en cantidades similares a las

esperadas, mientras que solo la SP se encuentra disminuida.

Grupo IV: Cepas dobles mutantes cuyo patron de

pteridinas es similar al esperado.

En la tabla 9 se presentan las cepas dobles mutantes
cuyos patrones de pteridinas son, mds 0o menos,; similares a
los esperados. Las combinaciones de dobles mutantes que

aparecen en esta tabla son bastante variadas, aungque cabe

-133-



Tabla 9.- Cuantificacidén de pteridinas en dobles mutantes de color de ojos (IV)

Cepas dobles mutantes cuyo patrdén de pteridinas es similar al esperado.

Cepa NDP  DP IDP  ADP  SP ADHP  IXP PTE H,BP BP
(1) c¢n pr 65 49 42 34 23 33 69 50 45 94
41 34 32 18 64 29 55 37 46 90
(2) pn dke 6 20 16 8 143 67 74 14 78 153
4 11 18 15 208 96 58 13 58 168
(3) dke HnT® 5 8 8 ND 431 294  ND ND 123 361
2 10 11 ND 598 495 ND ND 92 528
(4) pn pr. 27 15 12 12 41 31 55 24 54 89
10 9 12 4 102 30 77 13 55 154
(5) ras cd 11 8 TR 25 ND 100 85 a4 122
14 13 15 5 64 TR 86 47 46 93
(6) 1td cd 30 34 35 33 39 209 9 28 83 118
37 36 35 63 182 280 26 21 89 158
(7) Pu® st 33 23 24 24 12 ND 23 55 16 32
39 29 26 23 21 TR 20 32 22 31
(8) car cn 16 9 10 32 165 192 97 16 81 209
12 17 16 55 200 168 63 23 80 213
(9) cho dke 4 > 2 5 78 10 47 61 335

10

143

TR

38

79

840



Tabla 9 (continuacién
ftauia 9 \(CU V)

itvaiivuac L usly

Cepa NDP DP IDP ADP §P ADHP IXP PTE H,BP BP

(10) ras pr 10 4 3 2 26 8 63 21 32 69
8 5 5 1 45 R 107 23 28 110

(11) pn ras 16 7 5 3 44 TR 100 37 55 87
4 3 5 1 112 R 97 20 47 140
(12) pn c¢n 25 28 17 13 62 23 84 54 118 165
20 19 28 16 160 73 55 32 76 115
(13) ras cn 21 9 7 4 29 TR 69 52 53 147
15 11 13 5 70 1 69 55 39 82
(14) cn dke 21 67 44 123 150 152 74 33 68 145
18 44 49 77 130 92 42 36 49 98
(15) dke ca 28 6 4 9 161 42 42 18 61 234
1 3 4 15 143 99 33 4 29 216

(16) dke cd 14 43 31 97 158 140 79 29 62 94
17 51 55 86 118 154 51 31 57 112
(17) dke p 3 6 5 17 139 52 42 14 59 184
4 10 10 37 130 95 39 11 44 216

(18) pr cd 35 19 21 18 33 50 67 26 55 62
38 39 36 20 58 49 68 32 55 102

(19) pr kar 78 21 21 16 30 37 42 34 55 67

54 43 34 16 77 46 73 28 58 143



Tabla 9 (continuacidn)

Cepa NDP DP IDP ADP SP ADHP IXP PTE H2BP BP

(20) 1lix se ND ND ND ND 2662 ND 5 659 1089 411
ND ND ND ND ($) ND ND 512 744 682

(21) dke se ND ND ND ND 2148 ND 57 735 864 558
, ND ND ND ND ($) ND 63 608 732 (%)

($) Comparar el valor observado directamente con los que presentan los mutantes simples (Ta
bla 5)..



destacar la ausencia de interaccidn del gen mutante cinnabar
con mutaciones como purple, carnation, prune, raspberry vy

dark eyey, a diferencia de lo que ocurre en la cepas g€n_ry o

cn_red, donde el mutante c¢cn produce una fuerte interacciodn
con rosy y red.Malpighian tubules.

Los patrones de pteridinas que se observan en la tabla
? no son,; como es ldgico suponer, exactamente iguales a 1los
esperados. Hay ligeras diferencias en las cantidades de
algunas sustancias, aungue estas diferencias no se
consideran suficientemente importantes como para suponer la

existencia de interaccidn entre las mutaciones.

—— I o e -

Se han analizado los patrones cromatograficos de las
cepas bw_red, bw__ca, bw__cdy cho__bws, rb__bw y bw pr, no
detectandose en ellas ninguna pteridina, vy unicamente
algunas pequeras cantidades de acido xanturénico (metabolito
de la ruta de sintesis de la xantomatina). Ver tabla 10.

Como se observa, el mutante brown es epistatico sobre

el resto de los genes mutantes de color de ojos analizados.

Grupo_V1: Cepas dobles mutantes de red Malpighian

tubules.

Cuando se combina la mutacidn red con otra mutacidn de

color de ojos, el patrén de pteridinas de 1la cepa doble
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Tabla 10.-

Cuantificacidén de pteridinas en dobles

Cepas dobles mutantes de brown.

mutantes de color de ojos (V)

Cepa XTC NDP DP IDP ADP SP ADHP IXP PTE H,BP BP
(1) bw ca 7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(2) bw cd 13 ND ND ND ND ND ND _ND ND ND ND
13 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(3) bw cn ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND - ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(4) bw 1td _ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(5) bw pr 7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
[ (M) NO ND ND ND ND ND ND ND ND
(6) bw red ND  ND - ND ND ND ND ND ND ND ND ND
8 ND NO ND . ND ND ND ND ND ND ‘ ND
(7) cho bw ' ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(8) rb bw TR ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(9) v bw ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ND ND ND ND ND ND

ND

ND

ND

ND

ND




mutante es habitualmente diferente del que cabria esperar,
en base a 1los patrones de pteridinas de estos mutantes
simples por separado. En la tabla 11 pueden observarse los
patrones de pteridinas de los dobles mgtantes de red. En la
tabla 12 se presenta el valor total de los pigmentos rojos o
drosopterinas de algqunas de estas cepas. Si comparamos los
patrones de pteridinas de los mutantes simples de color de
ojos con el de sus respectivos dobles mutantes, se aprecia
que el drastico efecto del mutante red (reduccidn de 1la
cantidad de drosopterinas y acumulo de 1la de biopterina)
parece estar inhibido parcialmente por la presencia de las
otras mutaciones de color de ojos.

Estas interacciones se produceny incluso, aungue la

mutacidn que acompana a re

(a8

en la cepa doble mutante no
afecta a la ruta de sintesis de las pteridinas como ocurre
con ¢cny v o cd. Centrédndonos en las drosopterinas o
pigmentos rojos y en 1la biopterina, que son las sustancias
en las que estas interacciones resultan mas evidentes,
podemos observar que la mayor parte de los dobles mutantes
acumulan una cantidad de drosopterinas mayor que 1la
esperada, mientras que son varias las cepas en las que la
cantidad de biopterina pasa desde el 400% (de la del tipo
salvaje), en el mutante red, hasta alrededor de un 200% (cn
red, v _red, ltd_red, cm_red y rb_red). Estas interacciones
resultan bastante sorprendenteé si tememos en cuenta que las

mutaciones ¢cn o0 v no afectan a la sintesis de pteridinas vy

las mutaciones cmy 1ltd o rb producen por si solas una
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disminucidn de drosopterinas y un aumento de biopterina
cercano a ese 200% gque presenta la cepa doble mutante.

En- algunas cepas como, por ejemplo, cm_red, el patron
de pteridinas es casi el mismo que el de la cepa cm (ver
tabla 3) indicando que el efecto de la mutacidon red ha
quedado practicamente inhibido en el doble mutante.

En las cepas pn__red vy pr__red 1la cantidad de
drosopterinas es similar a la esperada, mientras que las
cantidades de BP, SP y HzBP son mé&s bajas de lo esperado. La
cepa cho__red presenta tambien valores similares de
drosopterinas,; mientras que la cantidad de BP es similar a
la de red, a pesar de que el mutante cho acumula en gran
cantidad esta sustancia.

La cepa cl_red presenta un patrdn de pteridinas muy
diferente del esperado en el que, probablemente, a la
interaccidn que produce el mutante red se suma el tipo de

interaccidn producido por el mutante clot (ver grupo II).

La unica cepa gque presenta un patrén de pteridinas

3.5. Estudio de la interaccioén producida por el mutante red

Los datos sobre leos dobles mutantes de red presentados
en el apar tado anterior parecen indicar que las
interacciones que se observan éntre red y otros mutantes de
color de ojos son debidas a 1la presencia o ausencia ae

alguno de 1los compuestos intermediarios de 1la ruta de
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Tabla 11.- Cuantificacidén de pteridinas en dobles mutantes de color de ojos (VI)
Cepas dobles mutantes de red Malpighian tubules.

Cepa NDP DP IDP ADP SP ADHP IXP PTE H2BP BP
(1) cd red 16 13 12 29 132 195 36 55 125 407
7 5 7 22 91 119 40 32 90 391
(2) cl red 23 22 21 17 1420 ND 73 495 680 406
2 3 3 2 1400 ND 61 212 451 1092
(3) cm red 46 28 27 53 161 254 24 26 104 197
2 2 2 12 200 102 10 14 64 756
(4) cn red 63 35 32 82 95 200 30 53 76 210
7 4 6 20 100 71 32 38 77 KIY
(5) cho red TR TR TR TR 39 33 35 25 61 320
TR TR TR 3 110 TR 29 19 125 ()
(6) dke red 4 5 6 12 88 84 22 21 71 410
2 3 4 19 130 94 34 15 59 504
(7) 1td red 15 11 10 34 89 160 17 19 73 188
3 -2 2 14 200 170 17 10 91 714
(8) pn red 5 3 2 4 30 TR 50 16 46 178
2 2 2 4 160 13 45 14 91 588
(9) pr red 7 5 2 7 19 20 38 22 30 125
4 2 3 & 69 30 L4 16 56 462



Tabla 11 (continuacidn)

Cepa NDP DP IDP

ADP SP ADHP IXP PTE H2BP BP
(10) rb red 28 16 15 31 128 130 26 17 75 236
3 1 3 12 169 80 15 15 48 630
(11) v red 17 9 10 42 47 169 23 36 78 183
7 4 6

20

150

94

56

40

96

420




Tabla 12.- Cuantificacién conjunta de las drosopterinas en
las cepas mutantes de red

Los valores se expresan en porcentajes sobre la
cantidad de drosopterinas de la cepa Oregon-R.

Cepa Drosopterinas
red 8.5 + 0.7
cd red 14,9 + 1.1
cn red 42.2 + 0.4
v red 16.0 = 0.3
1td red 18.0 £ 1.0
cm red 24.6 + 2.0
rb red 13.2 + 0.5
cl red 24.5 + 0.5
cho red 1.5 £ 0.1
v cn red 45,3 + 2.3




sintesis del pigmento marrodn.

La observacidn de 1los patrones de pteridinas de los
dobles mutantes de red (tabla 11) 1indica que estas
interacciones parecen bastante complejas caracterizandose,
sobre todo, por un incremento en la cantidad de
drosopterinas y una disminucidn de la cantidad de biopterina
frente a los valores esperados.

Estudiando las cantidades de estas dos pteridinas en
los dobles mutantes de red, se observa que aquellas cepas
que ademds de la mutacidn red son portadoras de una mutacion
que afecta especificamente a la ruta de sintesis de las
pteridinas, presentan un patrén de pteridinas similar al
esﬁérado (teniendo en cuenta una aditividad de los efectos
de las dos mutaciones). Sin embargo, los mutantes que
afectan especificamente a la ruta de sintesis del pigmento
marrdn o que afectan a las dos rutas de sintesis producen al
combinarse con red una interaccidn en 1las cepas dobles
mutantes.

Centrédndonos en aguellos mutantes cuyo efecto sobre 1la
ruta de sintesis del pigmento marrdn esta bien
caracterizado, se puede observar que los mutantes cinnabar y
lightoid que impiden 1la sintesis de 3-hidroxiquinurenina
présentan una clara interaccidn en las cepas dobles
mutantes. Por el contrario, el mutante cardinal que acumula
esta sustancia &l no poder‘ transformarla totalmente en
piaﬁento marrdén, presenta una cantidad de biopterina similar

a la del mutante red y algunas variaciones en el resto de
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las pteridinas, sobre todo drosopterinas y 5epiapterina.

Estos resultados nos llevaron a pensar que eray
precisamente, la 3-hidroxiquinurenina el metabolito que
producia con su ausencia el cambio en el patron de
pteridinas. Sin embargo, lo que no parecia estar muy claro
era la razdn por la cual la cepa v__red presentaba una
cantidad de drosopterinas solo ligeramente superior a la de
red y no similar a la de ¢n__red como habria sido ldgico
esperar,; si tenemos en cuenta que el mutante v produce un
defecto enzimatico anterior al del mutante cn y, por tanto,
a la sintesis de 3-hidroxiquinurenina.

Para comprobar que 1la falta de 3-hidroxiquinurenina
pteridinas tan diferente del de red, realizamos una
experiencia de suplementacidn de la dieta con esta
sustancia. Los resultados obtenidos con las cepas red y ¢€n
red se presentan en la tabla 13. Estos resultados indican
3-hidroxiquinurenina, la cantidad de drosopterinas disminuye
hasta valores cercanos a los de la cepa red, mientras que 1la

biopterina aumenta llegando a alcanzar casi los valores del

mutante red. Por el contrario, se observa una extrana

interaccion ya que “la cantidad de sepiapterina aumenta
ligeramente en la cepa cn__red suplementada, mientras los

valores de las cepas sin suplementar y el de la cepa red

suplementada son similares.

Aunque la experiencia de suplementacidn indica que la
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- Tabla 13.- Patrones de pteridinas de las cepas cn red y red crecidas en medio normal o en

medio suplementado con 3-hidroxiquinurenina (HQ).

Los valores se expresan en forma de unidades de fluorescencia (4 repeticiones por
cepa), excepto para el compuesto ADHP, para el cual los valores representan el area

de la mancha sobre la placa (mm2).

Sustancia red red (HQ) . cn red cn red (HQ)
NDP 6.8 + 0.9 6.4 + 0.5 26.4 + 1.6 11.7 £ 0.7
DP 20.4 + 5.6 14.8 =+ 2.4 70.1 * 9.6 31.3 + 3.0
IDP 5.7 * 0.5 5.8 + 0.4 19.7 + 1.4 9.9 1.0
ADP ' 9.0 £ 0.2 6.9 + 0.3 22.0 + 3.8 13.7 + 1.3
SP 90.4 * 15.9 115.6 * 5.4 93.5 + 16.4 143.1 + 9.5
ADHP 72.3 + 8.1 73.5 * 9.2 168.0 + 20.9 86.4 + 7.2
H2BP 2.8 £ 0.2 3.3 + 0.4 3.5 £ 0.1 3.5 * 0.2
BP 19.3 + 1.8 19.7 + 0.9 9.1 + 1.2 17.8 + 1.5
PTE 2.2 £ 0.4 2.8 * 0.5 3.1 £ 0.5 2.8 =+ 0.4




3-hidroxiquinurenina tiene un efecto inhibidor sobre la
sintesis de drosopterinas y activador de la de biopterina,
parece que estos efectos estdn reducidos a aquellas cepas
mutantes que presentan 1la mutacidon red, vya que cepas
mutantes simples como cinnabar o vermilion presentan
cantidades de drosopterinas y bidpterina similares a las de
‘la cepa tipo salvaje (ver tabla 5). La comprobacidn de que
la presencia de 3-hidroxiquinurenina altera el patroén de
pteridinas en los dobles mutantes de red, nos llevd a
cuantificar las cantidades de 3-hidroxiquinurenina presentes
en ia cepa red y en varias cepas dobles mutantes (tabla 14).

Para detectar la causa enzimatica de estas
alteraciones del patrén de pteridinas, se optd por estudiar
las actividades de la enzima GTP ciclohidrolasa, al ser red
uno de los mutantes.de Drosophila melanogaster que presenta
una actividad disminuida de la enzima (Mackay y O’Donnell,
1983). Las actividades enziméticas encontradas en los dobles
mutantes pueden observarse en 1la tébla 15. Si se comparan
estas actividades con las cantidades de 3-hidroxiquinurenina
de cada cepa puede observarse una buena correlacidn negativa
(figura 22). Sin embargo,; esta correlacidn se reduce a las
cepas dobles mutantes de red, ya que la cepa Oregon R (tipo
salvaje) presenta una actividad enzimdtica muy superior a la
qQue cabria esperar si el compuesto 3-hidroxiquinurenina
afectara a su actividad. De la misma forma, las actividades
de 1la enzima GTP ciclohidrolasa de las cepas de mutantes

simples e€ns, v ¥ €¢d (tabla 15) resultaron similares a la de
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Tabla 14 .~ Cuantificacidén de 3-hidroxiquinurenina

Valores de absorbancia (400 nm) usados para estimar
la cantidad de 3-hidroxigquinurenina.

Cepa Absorbancia % Oregon R
Oregon R 0.364 100 ¢ 2
cho red 0.239 66 * 1
red 0.201 55 + 8
cd red 0.188 52 = 1
cm red 0.124 34 £ 5
rb red 0.088 24 + 1
1td red 0.035 10 £ 5
v red 0.017 5+ 3
cn red 0.013 4 + 3




Tabla 15.~ Actividades de.la enzima GTP ciclohidrolasa.

Una unidad enzimatica se define como la cantidad de
enzima que produce un nmol de dihidroneopterina tri
fosfato en una hora de reaccidén. E1 n¢ de repeticio
nes de cada cepa esta entre paréntesis.

Cepa Unidades enzimaticas % Oregon R
Oregon R (7) | 5.17 + 0.37 100 * 6
cho red (4) 3.06 + 0.33 66 = 5
red (6) 3.11 + 0.28 67 * 5
cd red (4) 3.47 % 0.64 73 + 10
cm red (5) 4.73 * 0.33 g3 & 5
rb red (4) 7.06 + 0.63 131 * 10
1td red (4) 6.45 + 0.69 121 = 11
v red (6) 4,04 + 0.58 82 + 9
cn red (5) 6.40 £ 0.31 120 * 5
pn red (4) 0.75 %= 0.18 25 * 4
pr red (2) 3.27 + 0.02 72 £ O
v ¢cn red (6) 4.43 * 0.30 89 + 4
v (2) 4.81 + 0.01 95 + O
cn (2) 4.77 + 0.10 94 £ 2
cd (2) 5.03 + 0.22 98 + 3




(ACTIVIDAD ENZIM.)

GTPCH

0 rb red

Itd red
en red
Or-R*
5

£ vred
# cdred
red O « cho red

0.1 0.2 0.3
HQ (ABSORBANCIA)
Figura 22.- Correlacidén entre la actividad enzimatica GTP

ciclohidrolasa y la cantidad de 3-hidroxiqui-

nurenina.



la cepa Oregon R, indicando gque la presencia o ausencia de
3-hidroxiquinurenina en ellas no afecta esta actividad
enzimdtica, vy que, por tanto, el defecto genético provocado
por la mutacidn red es necesario para que esta sustancia
afecte a la sintesis de pteridinas.

Para comprobar el efecto de 1la 3-hidroxiquinurenina
sobre la actividad GTP ciclohidrolasa se volvid a realizar
una experiencia de suplementacion con este metabolito en la
cepa cn_red, encontrandose que cuanto mds grande era la
cantidad suplementada menor era la actividad de la enzima
GTPCH (tabla 16).

En 1la figura 22 aparecen dos excepciones a la
correlacidn inversa entre las cantidades de
3-hidroxiquinurenina (HR) y la actividad GTPCH. Son las
cepas rb_red y v_red. La segunda es la que parece tener mas
importancia, pues dado su nivel de 3-hidroxiquinurenina
deberia tener una actividad GTPCH similar a la de cn_red.
Para explicar esta excepcidn intentamos comprobar alguna de
las siguientes hipdtesis: 1) el alelo mutante vermilion con

pequera cantidad de HR, la cual es suficiente para inhibir

la actividad GTPCH hasta el valor de 1la cepa v_red, y 2) el

mutacidn vermilion, es el responsable de la actividad GTPCH
inferior a la esperada.
La primera hipdtesis no resulta muy plausible, pues la

cantidad de HQ@ que se corresponderia con la actividad GTPCH
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Tabla 16 .~ Actividad de la enzima GTP ciclohidrolasa en las
cepas cn red y red crecidas en medio normal o en

medio suplementado con 1 y 2 mg. de HQ.

La asimilacién de HQ fue detectada por la cantidad
de pigmento marrdén sintetizada.

La actividad GTPCH fue medida en extractos obteni-
dos con la mitad del n? de moscas habitual.

GTPCH Pigmento marrén
Cepa Unid. enziméticas Absorbancia % Or-R
cn red 3.11 = 0.03 0.0068 4.5
cn red (HQ-1 mg) 2.36 £ 0.04 0.0155 11.0
cn red (HQ-2 mg) 1.78 £ 0.02 0.0415 28.0

red 1.28 = 0.02 0.0455 31.0




de v_red seria del orden de un 40% de la de Oregon R.
Intentamosy sin embargo, detectar alguna traza de esta
sustancia por cromatografia en papel vy revelado con
p-nitranilina (Ikemoto, 1981). El resultado obtenido fue que
la cantidad de HQ@ presente en 1la cepa v_red era inferior a
un 2-3%, ya que este porcentaje de HR bodia ser detectado en
‘un extracto de Oregon R usado como blanco.

Para poder verificar el posible efecto del triptdéfano
sobre la sintesis de drosopterinas vy la actividad GTPCH
realizamos una experiencia de suplementacion de la dieta con
triptéfano en la cepa v__red. Elegimos esta cepa al estar
sequros que el triptdfano que asimilara el organismo no
podria ser metabolizado a otras sustancias de la ruta de
sintesis del pigmento marrén, perdiéndose asi su efecto.
Esta experiencia tenia, sin embargo, el inconveniente de que
la cepa tomada como testigo (v__red sin suplementar) vya
acumulaba triptdfano por el defecto metabdlico de vermilion,
con lo que sdlo detectariamos si una mayor acumulacidn de
triptofano producia un mayor efecto sobre el patron de
pteridinas.

En la tabla 17 puede obgervarse el efecto del
triptéfano sobre las cantidades de drosopterinas vy
biopterina en la cepa v__red. Ambas sustancias se encuentran
ligeramente disminuidas en la cepa suplementada frente a 1la
no suplementada. Se midid, también, la actividad GTPCH en la
cepa suplementada observandose una ligera disminucidn de
ésta. Por otro lado, la cepa v__red suplementada con
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Tabla 17.- Cuantificacién de biopterina, drosopterinas y actividad de la enzima GTP ciclohidro-
lasa en las cepas v red y red crecidas en medio normal o en medio suplementado con
0.1 y 0.2 gr. de triptéfano.
trp-1 suplementacidén con 0.1 gr. de triptdéfano y trp-2 suplementacidn con 0.2 gr.

Biopterina Drosopterinas GTPCH
Cepa Fluorescencia % Or-R Absorbancia % Or-R Unid. enzimaticas

v red 22,0 * 1.2 258 * 16 0.127 * 0.002 13 2.46 * 0.04

v red trp-1 21.0 £ 2.3 245 * 31 0.121 * 0.004 12.5 2.10 £ 0.24

v red trp-2 19.2 + 0.1 218 + 2 0.095 * 0.004 .10 - -

red 34.0 + 1.3 450 % 17 0.059 + 0.003 6.5 1.28 +* 0.02

Or-R (300%) 24.6 * 0.8 300 % 11 - - - - -

Or-R (100%) 11.5 + 0.3 100 + 4 - - - -— -

Or-R (40%) - - - -- 0.368 *+ 0,001 40 -- -

Or-R (20%) -- - - - 0.214 20 - -




triptéfano presentd una dréastica disminucidn de viabilidad
(7% de supe%vivientes con 0.2 mg de triptdéfamo y alrededor
de un O% con 0.3 mg o mds). Esto contrasta con los valores
observados para la cepa vermilion suplementada con 0.3 g,
donde la disminucidn de la viabilidad (37% de
supervivientes) es mucho menoé drastica.

La sintesis de una cepa portadora de las mutaciones v,
cn y red parecid indicar que la acumulacidén de triptédfano en

la cepa v__red no era la causa de que su actividad GTPCH

fuera distinta de la de 1a cepa c¢cn__red. La cepa v_cn_red
presentaba un fenotipo de color de ojos similar al de cn
red. Se comprobd que este fenotipo era debido a que ambas
cepas presentaban una cantidad de drosopterinas casi

idéntica (ver tabla 12).

El andlisis de la actividad enzimatica GTPCH de 1la

cepa v__cn__red nos reportd la sorpresa de encontrar una

actividad del 89% (tabla 15), valor que se encuentra mucho

con el valor de drosopterinas encontrado en la cepa v__cn

red.
Como el fenotipo de color de ojos de la cepa v_cn_red

er-a sorprendentemente diferente del de v_red, especulamos

con la posibilidad de gue aunque la cepa v_red no poseyera
HE, si fuera capaz de producir un compuesto errdneoc en el
paso enzimatico bloqueado por el gen vermilion (triptdfano

ox<igenasa), el cual pudiera metabolizarse a algun compuesto

caipaz de producir un efecto similar al de 1la HQ@. En
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presencia de la mutacidén cn, este compuesto no se produciria
con lo que la sintesis de pigmentos rojos seria similar a la
de cn_red.

Utilizamos el método de Ehrlich para la detecccidn de

aminas. Tras el revelado de los cromatogramas de las cepas v

siendo una mancha de color violetay gue correspondia al
triptdfano, la uUnica que aparecia en cantidades apreciables.

Los resultados presentados hasta este momento indican
que cuando la sintesis de HR estd interrumpida la actividad
de la enzima GTP ciclohidrolasa es inferior a la del
individuo normal, y gque esta 1inhibicidn sélo se produce
cuando la mutacidn red estd presente. Para poder determinar
cual era el tipo de inhibicidén se recurrid a realizar una
experiencia de inhibicidn directa del enzima por el
compuesto HR, utilizando para ello la cepa c¢n_red que no
presenta esta sustancia. Como testigo se wutilizé la cepa
Oregon R, vya que in vivo no se produce en ella ninguna
inhibicion.

En la figura 23 se observa un experimento consistente
en incubar extractos de Oregon R y cn__red a distintas
concentraciones y con la presencia o ausencia de HR. Como se
puede observar, estos datos parecian indicar que tanto el
enzima GTPCH de Oregon R como el de cn_red eran inhibidos
por la HR. Como in vivo no se habia observado ninguna

inhibicidn de 1la actividad enzimdtica en la cepa Or-R se

optd por confirmar esta inhibicidn mediante la adicidn de HQ
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a una solucidn de pterina.

Como se observa en la figura 24 la fluorescencia de la
solucidn de pterina decrece con 1la adicidn de HQ de forma
proporcional a la concentracidon de pterina. Estos resultados
indicaron que la supuesta inhibicidén observada en la figura
23 era un artefacto, debido pfobablemente a un efecto
secuestrador de la fluorescencia por parte de la HQ.

Con el fin de comprobar si una parte de esta
disminucidn podia ser debida realmente a la inhibicidn de la
enzima, se realizd una experiencia en la que la mitad de los
extractos fueron incubados con HR y la otra mitad sin ella.
Antes de la medicidn de la fluorescencia se arnadid HR a los
extractos que no 1la poseian Yy se paso a medirlos
comparandolos con los que habian tenido HR durante toda 1la
incubacidén. Los resultados obtenidos (figura 25) mostraron
tunas ligeras diferencias. EIl hecﬁo de que éstas se
jprodujeran no solo en la cepa cn_reds sino también en 1la

(cepa tipo salvaje, en la cual no se observa inhibicidn in
wivos indicdéd que probablemente eran debidas a8 que la HR
iincubada a 42 tuviera una mayor facilidad de secuestrarv la
ffluorescencia.

Un segundo efecto de 1la HR sobre la sintesis de
ppteridinas consiste en el aumento de la cantidad de
tbiopterina (ver tabla 13). Este aumento es contradictorio
con el hecho de que la HR produzca una dismingcidn de la

aactividad de 1la enzima GTPCH, vya que ésta es la primera

enzima de la ruta de sintesis ys por tanto, una actividad
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Figura 23.- Comparacién de los ensayos enzimadticos GTPCH

incubados con o sin 3-hidroxiquinurenina.

Les simbolos que corresponden a cada tipo de ensayo
son: en red sin HQ (A), en red con HQ (J), Or-R sin
HQ (A) y Or-R con HQ (H).
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Figura 24.- Efecto de la 3-hidroxiquinurenina sobre 1la flidores

cencia de una solucién de pterina.

Fluorescencia de las soluciones de pterina (°) y

de las soluciones de pterina con HQ (O).



70-

35-
<
o 70—
z
9
g
e o
)
LL
35-

O
Or-R
O
O
[ |
*
f *
i i i
30 45 60
O
en red
O
O
I *
l *
30 45 &0

N! DE CABEZAS

Figura 25.- Ensayo enzimatico GTPCH.

Fluorescencia de 1los extractos incubados con HQ (.),
sin HQ () y de aquéllos incubados sin HQ, a los que

se afiadidé esta sustancia inmediatamente antes de su

medicién (*).



menor conduciria a wuna disminucidn de las cantidades de
todas las pteridinas.

Para explicar este hecho contradictorio se intentd, en
primer 1lugar, comparar 1la cantidad de biopterina vy la
actividad GTPCH en el mismo momento de; desarrollo, vya que
la primera se media a los nueve dias (se ha producido la
total deposicidn de los pigmentos oculares) y la segunda en
moscas recién nacidas (mé&ximo pico de actividad enzimatica).
Se realizd una cuantificacién de 1la biopterina en moscas
recién nacidas de las cepas cn_red, red y Or—-R (tabla 18).

—— ———— -_—

Los valores relativos obtenidos para las cepas cn_red vy red
eran similares a los que se detecta a los 2 dias de edad.
Sin embargos 1las cantidades absolutas de biopterina eran,
como cabia esperar, mucho mds bajas que a los nueve dias.

Para detectar si este aumento de biopterina eré
producido por un efecto activador de 1la H@ sobre alguna de
las enzimas que actuan en la ruta que conduce a la sintesis
de biopterina (figure 3), se optd por estudiar algunas de
estas enzimas. Las enzimas elegidas fueron la biopterina
sintasa o sepiapterina reductasa y la dihidropterin oxidasa.
Se eligieron ambas al haber sido descrito un método para la
medicidén conjunta de sus actividades (Ferré y Jacobson,
1985).

En la tabla 19 se presentan los datos de actividad
enzimdtica de las cepas Or—R, cn_red vy red. Las cepas ¢gn_red

y red presentan actividades de la enzima dihidropterin

1))}

oxidasa inferiores a las de Or—-R. Por el contrario, los
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valores de actividad de la enzima biopterina sintasa de las
cepas mutantes no saon significativamente diferentes del

valor de la misma en QOr-R.
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Tabla 18.- Cuantificacién de biopterina en moscas de un dia

de edad
Cepa Fluorescencia % Oregon R
red 4.0 £+ 0.4 410
cn red 1.6 £ 0.3 165
Or-R (400%) 3.9 * 0.2 -
Or-R (200%) 1.9 + 0.0 -
Or-R (100%) 1.2 £ 0.0 -

Tabla 19.- Actividades enziméticas biopterina sintasa y dihi
dropterin oxidasa
Los resultados se expresan en nanomoles de sepiap
terina metabolizados.

Cepa H,PTE oxidasa BP sintasa
nmoles 13.31 £ 0,37 2.11 £ 0.34
Or-R
(% Or-R) 100 = 3 100 * 16
nmoles 10.23 + 0.10 2.07 + 0.92
red
(% Or-R) 77 £ 1 98 + 44
nmoles 9.21 = 0.24 2.48 + 0.41
cn red

(% Or-R) 69

I+
n
[y
[y
ov)
i+

19




4. DISCUSION



Una parte de los métodos utilizados durante la
realizacion de este trabajo, han sido me jorados
sustancialmente respecto a los descritos en la bibliografia.
El método utilizado para la cuantificacidn de las pteridinas
estd basado en los descritos por Wilson y Jacobson (1977a) y
Ferre et al. (1986). E1 método consistia en separar las
pteridinas en cromatogramas bidimensionales, realizando
posteriormente su cuantificacidn mediante la emision
fluorescente de las manchas del cromatograma.

La primera wvariacidén introducida a este meétodo
consistid en separar en dos extractos diferentes los cuerpos
y las cabezas de las moscas. En los cuerpos de las moscas se
acumulan varias pteridinas, siendo la isoxantopterina la que
lo hace en cantidades mayores. En cabezas, por el contrario,
esta sustancia apenas se detecta. Puesto que la
isoxantopterina que ibamos a cuantificar estaba
mayoritariamente presente en los cuerpos, realizamos un
extracto independiente con ellos y cuantificamos 1la
sustancia por fluorescencia en cromatogramas
unidimensionales realizados en el solvente isopropanol/2%
acetato aménico (1:1), De esta forma conseguimos que 1la
mancha de IXP no viera afectada su forma y, por tanto, su

concentracidn por la presencia de las otras pteridinas. Al

mismo tiempo, se obtuvo una mayor resolucidn de los
cromatogramas realizados con extractos de cabezas, al
@liminar las sustancias corporales; que habitualmente

afectaban al desarrollo de los cromatogramas.
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La segunda variacidn del meétodo consistid en disminuir
la cantidad de liquido depositado sobre el cromatograma en
cada toque (aproximadamente 0.3 microlitros)s manteniendo el
mismo volumen de muestra por cromatograma. Esta variacidn
era muy importante, puesto que la ventana (o rendija) del
accesorio del espectrofluorimetro, utilizada para medir las
placas de cromatografia, era siempre menor que las manchas
que se median, con lo que a igualdad en la cantidad de
sustancia 1los resultados podian ser muy diferentes si
variaba el area de la mancha.

Fue, por esta razén, por 1lo que se planted 1la
realizacion de barridos sobre las manchas cromatograficas,
método que vya habia sido descrito en numerosos trabajos
sobre cuantificaciodn por fluorescencia de manchas
cromatograficas. Aunque probamos a aplicar el método a todas
las manchas cromatograficas, y observamos que los errores
obtenidos eran siempre menores que si se cuantificaba solo
el madximo de fluorescencia de cada mancha, nos encontramos
con que el tiempo necesario para realizar estos barridos era
siempre muy elevado, con lo que presentaba la desventaja de
requerir mucho tiempo para cuantificar cada placa. Por dicha
razén, limitamos la wutilizacidn de loé barridos a las
manchas de sepiapterina y drosopterima, ya que estaban entre
las manchas de mayor tamano que aparecian en los
cromatogramas y tenian, ademas; bastante importancia en la
ruta de sintesis de las pteridinas.

Una variacion introducida en este método fue la de

-166-



restar de los maximos fluorescentes 1la fluorescencia que
presentaba la celulosa en cada placa. En el caso de las
sustancias de fluorescencia roja o amarilla, la
fluorescencia de la celulosa era muy baja y apenas afectaba,
pero para las sustancias de fluorescencia azulada, 1la
intensidad fluorescente de la celulosa era,
proporcionalmente, bastante alta frente a las sustancias que
se cuantificaban.

La acetildihidrohomopterinay cuya mancha en los

cromatogramas fue descubierta por Wilson y Jacobson (1977a),

siendo bautizada como '"quench spot" por su capacidad de
secuestrar la fluorescencia emitida por la celulosa,
presentaba el inconveniente de tener que ser medida

unicamente por la superficie del 4rea de su mancha sobre el
cromatograma (Ferré et al., 1986). Wilson y Jacobson (1977a)
habian descrito que esta sustancia se volvia fluorescente
cuando era cromatografiada en solventes alcohélicos a bajo
pH, atribuyéndolo al hecho de que 1las pteridinas al
hidratarse perdian su aromaticidad ys por tanto, su
fluorescencia. ’

Las pruebas llevadas a cabo por Ferré et al. (1986)
con solventes alcohdlicos no permitieron la deteccidon de
fluorescencia en la ADHP, al menos a las 24 horas de secado
de 1los cromatogramas. Sin gmbargo, nosostros pudimos
observar que cuando las placas de cromatografia eran dejadas
secar durante algun tiempo en la oscuridad, podia observarse

una cierta fluorescencia verde oliva en la mancha, la cual,
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tras realizar su espectro de emisidén, se situaba sobre los
512 nm. Como las condiciones de secado eran dificiles de
controlar, se optd por utilizar este tipo de cuantificacion
unicamente entre plaéas que habian sido dejadas secar al
mismo tiempo. La cuantificacidn se realizd por barrido de
fluorescencia, dado que, en cuélquier casos la fluorescencia
de la sustancia no era muy alta.

Por ultimo, hemﬁs podido desarrollar un nuevo método
de cuantificacién de la isoxantopterina, sin realizar la
separacioén de la sustancia por cromatografia, que resulta
mucho mads rapido y preciso. Con este método, se obtiene un
extracto bruto, con todas las pteridinas, en el cual se
cuantifica la IXP en base a sus méximo;- de excitacidn vy
emision fluorescentes. Para determinar el efecto de las
otras pteridinas sobre la cuantificacidon de la IXP se llevd
a cabo un experimento en el que se coﬁpard la fluorescencia
de extractos de cuerpos de machos y de hembras en la cepa
tipo salvaje y en el mutante marron-like, al que no se le ha
detectado IXP por otros métodos. Los ?ésultados obtenidos
indicaron que el efecto de las otras pteridinas del extracto

era inferior al 1%.

Se ha desarrollado un nuevo método para la medicidn de
la actividad GTP ciclohidrolasa en Drosophila. Este método
estd basado en las técnicas descritas por Fan y Brown (1976)

en Drosophila, utilizando isdtopos radiactivos vy por

Fukushima et al. (1977) en aves, detectando la actividad en
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base a la fluorescencia del producto de reaccidn. El1 nuevo
método, descrito en este trabajo, wutiliza la emisidn
fluorescente del producto de reaccién como método de
cuantificacidon de la actividad enzimdtica. Para que esta
cuantificacidn fuera correcta era necesario eliminar
totalmente las pteridinas presentes en 1los extractos de
Drosophila, a diferencia de lo gque ocurria en los extractos
de tejidos de aves en los que las pteridinas eran muy poco
abundantes. Se utilizé la técnica de Neal y Florini (1973)
con la cual 1las proteinas gquedaban separadas de los
compuestos de bajo peso molecular. Tras la incubacidn a 42
grados durante wuna hora, se utilizd 1la misma teécnica
empleada por Fukushima et al. (1977) para oxidar 1la
dihidroneopterina trifosfato formada, ya gque el compuesto

oxidado era mucho mas fluorescente.

Se ha descrito 1la presencia de un gran numero de
pteridinas en Drosophila melanogaster. La existencia de esta
gran variedad se debe a que, en este insecto, las pteridinas
presentan un gran numere de funcioness vy al hecho de que se
acumulen en gran cantidad en los ojos en forma de pigmento.
El bloqueo de la sintesis de algunas pteridinas por parte de
ciertas mutaciones, produce la acumulacién de otras
pteridinas que habitualmente no podrian detectarse en la
cepa tipo salvaje, por estar en muy baja cantidad.

Schwinck y Mancini (1973) observaron la existencia de

cinco tipos de pteridinas de color rojo (drosopterinas) en
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los cromatogramas de varias cepas de D. melanogaster: 1la
neaodrosopterina,; la drosopterina, la isodrosopterina, la
aurodrosopterina y la fraccidn "e".

Theobald y Pfleiderer (1978) determinaron la
est:ructura de la drosopterina e isodrosopterina como dos
estiereoisdmeros de 1la misma molécula. Rokos y Pfleiderer
(19'7S) determinaron parcialmente las estructuras de 1la
neocwdrosopterina y aurodrosopterina, la primera de las cuales
era un isémero cis-trans de la drosopterina e
isodrosopterina. Estos mismos autores detectaron dos formas
racemicas de la aurodrosopterina, pero estas dos formas no
habiian sido detectadas en cromatogramas de extractos de
moscas. Con 1las mejoras introducidas a 1la técnica de
cromatografia en capa fina, bemos podido detectar 1la
pressencia de estas dos formas racémicas, no habiendo sido
dete:ctadas con anterioridad debido al fuerte solapamiento de
laétdos sustancias (figura 20).

Respecto a las otras sustancias que componen las
drossopterinas, se pueden también observar, en los solventes
que utilizamos habitualmente, la neodrosopterina, la
droscopterina y lavisodrosopterina.

La fraccion "e" fue descrita por Schwinck y Mancini
(1973)» como wuna sustancia de fluorescencia y color rojo
(comoo la neodrosopterina). Esta sustaﬁcia se detectaba en
cromaatografia bidimensional con.los solventes acido aceético
iIM yy propanol-2% acetato amdénico (2:1). Utilizando unos

solveantes similares pudimos detectar esta sustancia,
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encontrdandonos con que, al igual que ocurria con la
aurodrosopterina, estaba formada por la superposicidén de dos
manchass probablemente formas racémicas. En los solventes
utilizados habitualmente para revelar nuestros
cromatogramas, esta sustancia se situa en una posicidén muy
cercana a la que ocupa la neodrosopterina, por lo que es muy
dificil de distinguir.

El 4cido dihidropterin carboxilico (mancha n°® 18)
aparece en varias cepas mutantes que acumulan grandes
cantidades de pteridinas, al tener interrumpida la sintesis
de drosopterina. El1 hecho de que esta pteridina esté formada
por un anillo de dihidropterina y una cadena lateral en
posicion 6, formada por un uUnico carbonoy, nos llevd a
plantearnos 1la pregunta de si podia tratarse de wuna
sustancia intermediaria en insectos entre las pterinas con
cadenas laterales de 3 carbonos vy la dihidropterina, de
forma similar a lo que ocurre en esta via en E. coli, donde
el producto intermediario que se forma es la
b-hidroximetildihidropterina (Brown, 1971). En las cepas
Or-R v bg*s'no se detectd 1la sustancia, mientras que en la

cepa se_Hn™ se encontrd una cantidad similar a la de 1la
cepa gse. Dado que la mutacidn Hn"™ es, probablemente, la que
controla el primer paso enzimatico entre la PHLPTE y la
H=PTE (Ferre et al., 1986); no parece que esta sustancia
pueda ser considerada un intérmediario en esta ruta de

sintesis, sino mas bien un producto de degradacidn producido

por la acumulacidn de grandes cantidades de pteridinas en
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La dihidroformilpterina (mancha ne 8) es otro
compuesto sin localizar en 1la ruta de sintesis de las
pteridinas,; el cual habia sido detectado en D. melanogaster
por Ferré (1984). El andlisis del patrdn de pteridinas de 1la
cepa cn_pre«/prm®fgse nos permitié observar, en primer lugar,
gque la mancha n® B estaba formada por la superposicidn de
dos sustancias y, en segundo lugar, que su acumulacidn
estaba 1ligada a la disminucidn de la actividad de la enzima
piruvoiltetrahidropterina sintasa (o sepiapterina sintasa
A). Esto era algo similar a lo encontrado para la neopterina
(mancha n* 13), 1la cual se acumula preferentemente en
aquellas cepas que son portadoras de una mutacidn de dicha
enzima (mutacidn purple). Puesto gque un defecto en dicha
enzima produce la acumulacion de dihidroneopterina
trifosfato, es evidente que estas dos sustancias provienen
de dicho compuesto, quedando en el aire si son productos de
existencia real in vive o solo productos de degradacidn de
la dihidroneopterina trifosfato, producidos durante la
extraccidn de.las pteridinas.

Se han descrito dos nuevas manchas (n®* 29 y 30,
figura 20), de las cuales 1la primera corresponde por su Rf
en el segundo solvente y fluorescencia a 1la formilpterina,
mientras Qque la segunda posee unos maximos de fluorescencia
similares a 1los encontrados .para el 4&cido dihidropterin
carboxilico. Ambas sustancias son, probablemente, productos

de degradacidn. En el caso de la formilpterina, esta seria
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el producto de oxidacidn de 1la dihidroformilpterina
mroducido durante el secado entre 1los dos solventes de

cromatografia.

La formacidn de cepas con dos mutaciones de color de
o jos suele provocar, en alguhos casoss; patrones de
pteridinas que no coinciden exactamente con 1lo que cabria
eesperar si se produjera la simple adicidn de los efectos de
c.ada mutacion. Para facilitar la discusidn, las cepas dobles
mutantes han sido agrupadas en base al tipo de interaccidn
que producen.

Uno de los tipos de interacciones mas fuertes que se
producen al combinar mutaciones de color de o0jos en
Drosophila melanogaster estd representado por las cepas del:
grupo I. Las cepas dobles mutantes que 1llevan dos de las
mutaciones garnet, 1lightoid, ruby vy rose®, presentan una
cantidad de pteridinas muy inferior a 1la esperada. Estas
mismas mutaciones suelen presentar interacciones con la
mayor parte del resto de mutantes de color de ojos. De esta
faorma, las cepas dobles mutantes que 1llevan una de las
mutaciones citadas anteriormente, suelen presentar patrones
de pteridinas diferentes de lo esperado. Generalmente, este
tipo de cepas producen cantidades de pteridinas inferiores a
las esperadas; sin embargo, se observa que la biopterina
suele ser la pteridina que estéa henos disminuida, o incluso
aumentada en algunas cepas.

Por dltimo, hay una serie de cepas cuyos patrones de

-173-



pteridinas no siguen la pauta descrita anteriormente. En
ellas, las drosopterinas suelen estar ligeramente
aumentadas; mientras gue el resto de las pteridinas estan
disminuidas, incluyendo la biopterina. Dentro de este grupo;
estdn las cepas ras_1ltd y pn_ltd » que presentan patrones de
pteridinas ma&s cercanos a los que presentan los mutantes ras
Yy pn que a los esperados al combinarse con ltd. Este tipo de
epistasia parcial es una caracteristica observada
habitualmente en las cepas dobles mutantes que presentan las
mutaciones pns; ras y» en menor medida, pr.

Como ocurre con la mayor parte de mutaciones de color
de ojos, se desconoce cuales son los defectos genéticos
provocados por las mutaciones ltd, g» rs® y rb, aunque se ha
demostrado que ltd v g presentan defectos en el transporte
de precursores del pigmento marrén (Sullivan y Sullivan,
1975; Howells et al., 1977). Estos dos mutantes han sido
propuestos por el grupo de Sullivan entre aquellos que
podrian alterar el sistema de transporte de precursores de
los dos tipos de pigmentos oculares (pferidinas Yy
omocromos) . Si esto fuera asis los patrones de pteridinas de
las cepas dobles mutantes gq__1ltd vy rb_ltd, con casi total
ausencia de pteridinas en los ojos, podrian interpretarse
como una consecuencia de la fuerte alteracidén del transporte

de precursores al que estarian afectando estas dos

mutaciones.
En las cepas dobles mutantes de clot (grupo I11) se han
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detectado patrones de pteridinas gque no coinciden con los
esperados. Estos patrones, de pteridinas no esperados se
limitan a aquellas cepas en las que la mutacion que acompara
a clot afecta a 1la sintesis de pteridinas. Dentro de las
mutaciones que afectan a la sintesis de pteridinas cabe
hacer dos subgrupos. En el primero estarian las cepas pn_cl,
ras_cl, cl _pr vy cl_se, en las que las mutaciones pns ras, pr
y se producen una cierta epistasia parcial sobre el patron
de pteridinas. En el segundo estan las cepas cl_red, cho_cl,
cm__cly cl __cay cl__p vy 4g__cl, que presentan patrones de
pteridinas no esperados, en los que las cantidades de
drosopterinas estan aumentadas' frente a lo esperado,
mientras que en el resto de las pteridinas predominan los
valores similares. Este aumento de drosopterinas ya habia
sido encontrado en la cepa cl_ca por Taira (1%261la), aunque
no lo considerd importante. Este mismo autor también
encontrd valores de drosaopterinas similares a los nuestros
en la cepa v_cl.

Un caso especial es la cepa cl__Hn"®, en la que se
produce una cierta cantidad de pterina, cuando en el mutante
Hn"® no se detecta. Esto es similar a lo que ocurre con la
cepa se__Hn"2, y una posible explicacidn seria que se
produjera por degradacidn de algunas de las pteridinas que
se presentan en grandes cantidades en estas cepas. Sin
embargo, también podria ser sintetizado in vivo,s ya que el

mutante Hn"® sintetiza algo de dihidropterina, que parece

destinada casi totalmente a la sintesis de drosopterinas,
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pero que, al menos en la cepa se_Hn"2, podria transformarse
en pterina al bloguearse totalmente la sintesis de
drosopterinas. Esta presencia de pterina en la cepa se_Hn"®

ya habia sido observada anteriormente por Wilson y Jacobson

(1977b).

En el grupo II1I de dobles mutantes se presenta un
miscelaneo de las cepas cuyos patrones de pteridinas
difieren de lo esperado, y que no han sido situadas en
ningun otro grupo.

La cepa cn_ry presenta un patron de pteridinas en el
que las cantidades de drosopterinas estdn muy disminuidas,
mientras que se acumulan las sustancias SP, ADHP y PTE. Este
tipo de interaccidn entre mutaciones, que afectan a la
sintesis de omocromos y rosy (ry)s; fue encontrado tambien
por Taira - (1961la) en las cepas cn_ry Y v_ry. Este autor
también  considera que la cepa ca__ry presenta esta
interaccidn, pero las cantidades de drosopterinas que cita
para las cepas ca__rys ca y ry no parecen indicar que la
diferencia sea significativa. E1 patréon de pteridinas de
nuestra cepa rosy parece indicar que esta interaccién podria
deberse a una inhibicidn del paso enzimdtico en el que 1la
H=PTE se une a la ADHP para formar las drosopterinas.

Un mutante que presenta una interaccidn similar, con
una mutacidn de la ruta de éintesis de los omocromos, es
safranin (sf), siendo la cepa analizada sf_st. Este tipo de

interaccién se presenta también en la cepa v_sf, que posee

-176-



una cantidad de dfosopterinas muy baja. Esta cepa no aparece
en tablas al haber sido cuantificadeas solo las
drosopterinas.

Dentro del grupo III se situaron, también, un grupo de
cepas dobles mutantes. que llevaban por. un lado las
mutaciones pn,; ras o prs y por otro las mutaciones se o
Hn"®. La unica cepa que no se analizd fue pr_se ya que
presentd una viabilidad tan baja, tras su sintesis, que
apenas pudo mantenerse un par de generaciones en el
laboratorio. En estas cepas dobles mutantes, se observa una
epistasia parcial por parte de las mutaciones pns ras y pr.
Este tipo de epistasia parece ser bastante habitual en estos
mutantes.

Otras dos cepas que presentany, también, una cierta
epistasia son Pu®_se y lt_se, aunque al igual que pasaba con
los anteriores dobles mutantes de sepia, la falta de
drosopterinas y ADHP producida por la mutacidn sepia, se
mantiene invariable en las cepas dobles mutantes.

Las cepas v__1l%, car__dke, cm__dke, cm__cn vy cn p
presentan patrones de pteridinas que al compa}arlos con los
esperados, podrian interpretarse como procedentes de una
interaccidn similar a la descrita en las cepas del grupo I,
aunque no lleven ninguna de las mutaciones incluidas en la
definicidn del grupo.

Por ultimo, entre las éepas situadas en el grupo III

estdn pr_ca vy pr__ps 1las cuales presentan un patrdn de

pteridinas en el que 1las drosopterinas estan aumentadas
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frente a lo esperado, mientras que otras pteridinas como la

BP vy la SP estan disminuidas.

En el grupo IV se hanmn situado toda una serie de cepas
dobles mutantes cuyos patrones de pteridinas no difieren

excesivamente de los esperados.

En el grupoc V se presentan los datos de las cepas
dobles mutantes de brown. Este mutante provoca la ausencia
total de pteridinas oculares; asi como la de isoxantopterina
en el cuerpo. La uUnica sustancia que aparece en ocasiones en
los cromatogramas es el acido xanturénico, wuna quinoleina
que se forma como producto lateral durante la sintesis de

xantomatina.

Aunque se desconoce la causa primera por la que la
mutacién red Malpighian tubules afecta al patron de
pteridinas, si que se puede deducir, de los resultados
obtenidos con 1las cepas dobles mutantes de reds que el
efecto bdsico de esta mutacidon, sobre 1la sintesis de
pteridinas, estaria representado por el patrén que presenta
la cepa ¢n_red, es decir, una cantidad de biopterina y ADHP
del doble de 1la cantidad de 1la cepa tipo salvaje y una
cantidad de, aproximadamente, la mitad de pterina,
isoxantaopterina y drosopterinas. Este efecto se ve

incrementado por la presencia, en individuos portadores de

la mutacidn reds de 3-hidroxiquinurenina o de alguna
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sustancia sintetizada a partir de ella. Cuando esta
sustancia se encuentra presente la cantidad de drosopterinas
del organismo disminuye drasticamente, hasta valores
cercanos al 10%, mientras que 1la cantidad de biopterina
aumenta, llegando a valores superiores al 400%. Otras
pteridinas que estaban afectadas, como la isoxantopterina vy
la pterinas; mantienen aproximadamente sus porcentajes,
mientras que la ADHP disminuye hasta valores similares a los
de la cepa tipo salvaje.

Este efecto de un metabolito de 1la sintesis del
pigmento marrdn sobre el patrdn de pteridinas, parece estar
relegado en D. melanogaster a 1los individuos portadores de
la mutacidén red, pues cepas mutantes como cn o v, Qque no
poseen 3-hidroxiquinurenina, presentan patrones de
pteridinas practicamente equivalentes a 1los de la cepa tipo
salvaje.

El efecto de 1la 3-hidroxiquinurenina (HQR) o un
metabolito sintetizado a partir de ella, se pudo deducir en
base a 1los patrones de pteridinas de 1las cepas dobles
mutantes de reds y de la cantidad de HQR que presentaban
estas cepas. Sin embargo, para confirmarlo se realizd una

experiencia in vivo en la que se suplementd con HR la dieta

de 1la cepa cn__red (no sintetiza HQ). Los resul tados
permitieron comprobar que el patrén de pteridinas de los
individuos de esta cepas que habian ingerido HRs; se acercaba
mucho al de 1la cepa red, 1lo cual indicaba que 1las

diferencias, en el patrdn de pteridinas, entre las cepas cn

-179-



red v red eran debidas mayoritariamente a la capacidad de
sintesis de HR por la segunda.

La razdén por la que se ha dicho que el compuesto gque
producia este segundo efecto sobre la sintesis de pteridinas
era la HR@, o una sustancia sintetizada a partir de ella, se
debe a que no podemas asegurar que en la experiencia de
suplementacidén, la HR ingerida por el organismo no pueda ser
metabolizada por este a otros compuestos. A esto se une, el
no poseer mutaciones de D. melanogaster que impidan
totalmente la transformacidn de HQR en otras sustancias. Sin
embargo, si disponemos de la mutacidn cardinal (cd)y, que
impide que la mayor parte de HQ se transforme en xantomatina
o pigmento marron (se sintetiza Jnicamente un 12% de la
cantidad del tipo salvaje).

La cepa cd_red presenta una cantidad de HQR similar a

la de la cepa red, mientras que 1la cantidad de pigmento

17

marrén, aunque .no ha sido cuantificada, es claramente
inferior. Si observamos el patrdn de pteridinas podemos ver
que ambas cepas presentan cantidades similares de BP, lo que
indicaria que la xantomatina no es la responsable de esta
acumulacidn; sin embargo, la cantidad de drosopterinas es
ligeramente superior en 1la cepa cd_red,s, lo que indicaria,
por el contrario, que hay un ligero efecto sobre la sintesis
de drosopterinas por parte de la xantomatina.

Una vez descartado, casi totalmente, el efecto de la
xantomatina, tenemos que recurrir al resto de sustancias que
se originan.a partir de la HR, pero que en D. melanogaste;
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poseen mucha menor importancia. En primer lugar esta el
adcido xanturénico, sustancia que apenas se detecta en la
cepa red y en sus cepas dobles mutantes, por 1lo que no
parece que pueda tener excesiva importancia. En segundo
lugar estdn los glucdsidos de la 3-hidroxiquinurenina y del
dcido xanturénico, sustancias que nunca han sido detectadas
en las cepas mutantes de red. Por ultimo, la cepa red
presenta, de forma excepcional en Drosophila, un omocromo
~la omina A- (Wessing y Bonses 1966), que aunque tiene una
amplia presencia en varios ordenes de insectos (Linzen,
1974), no sé ha encontrado nunca en D. melanogasters ni en
el individuo tipo salvajes; ni en ninguna de las cepas
mutantes conocidas a excepcidn de la cepa red. En este
mutante, la omina se acumula en los tubulos de Malpighi, 1lo
que es precisamente la causa del nombre de la mutacidn.

La omina A estd formada, al menos, por dos moléculas
de HGE, al igual que ocurria con la xantomatina, pero una de
ellas lleva ademds otro compuesto no identificado, portador
de un Atomo de azufre (Linzen, 1967). La causa por la que
esta sustancia se acumula en los tubulos de Malpighi del
mutante red es desconocida, y solo hay referencia en la
bibliografia a un fendmeno similar. Linzen (1974)s en su
revisién sobre los omocromos, cita la observacidén realizada
por varios autores segun la cual ciertas lesiones no
especificas de 1los tejidos .conducen a la formacidn de
omocromoss como medio de excreccion metabdlica del

triptéfano producido al utilizar el organismo las reservas
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de profeinas como fuente de energia. En Drosophila,
concretamente, los tubulos de Malpighi se colorean de rojo
(presumiblemente un omocromo) tras lesiones experimentales
como irradiacidon ultravioleta o choques osmédticos.

El siguiente problema que surgia era.la forma en que
la HQ, o 1la mutacidn red, afectaban a la sintesis de
pteridinas. Para resolver el problema decidimos estudiar las
actividades de algunas de las enzimas que actuan en la ruta
de biosintesis de las pteridinas.

La primera enzima que estudiamos fue 1l1la GTP
ciclohidrolasa debido, en primer lugar, a que es la primera
enzima de la ruta de sintesis y, por tanto, una enzima sobre
la que facilmente puede recaer la regulacidn de la ruta vy,
en segundo lugar por que Mackay vy 0’Donnell (1983) habian
detectado en el mutante red una alteracién de 1la actividad
enzimdtica durante el desarrollo.

Las actividades enzimadticas obtenidas para las cepas
mutantes pudieron ser correlacionadas facilmente con las
cantidades de HR que presentaban dichas cepas. Dentro de
esta correlacidn negativa,; entre actividad GTPCH y cantidad
de HQ@ (figura 22), se detectd, sin embargo, una clara
excepcion en' la cepa v__red. Esta excepcién también se

observd cuando se compararon los patrones de pteridinas, ya

a8 la de 1la cepa cn__redy 1la cantidad de drosopterinas era

mucho mas baja.

Basandonos en el doble efecto que hemos descrito para
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el mutante red, nos encontrariamos con que esta mutacidn,
por si misma, provocaria como maximo un ligero aumento de la
actividad GTPCH (120%), mientras que 1la presencia de HG
seria la responsable de la disminucidon de actividad en las
cepas mutantes. Esta disminucidn seria mayor cuanto mas HQ
poseyera la cepas hasta llegar a la aétividad de un 67% que
presenta la cepa red. Este efecto, de 1la HR sobre 1la
actividad GTPCH, estaria reducido a cepas que fueran
portadoras de la mutacidn reds vya que las cepas v y Cns que
no presentan HE tienen la misma actividad enzimatica q&e las
cepas Or-R y cd, que si la presentan.

Para confirmar in vivo el efecto de 1la HR sobre 1la

actividad GTPCHs; se suplementd la comida de la cepa cn_red
con cantidades crecientes de esta sustancia, detectandose
que la actividad GTPCH iba disminuyendo conforme aumentaba
la cantidad de HR suplementada.

Para interpretar esta disminucidn de 1la actividad
GTPCH producida por la HR pueden emitirse dos hipdtesis. La
primera, que creemos la mas probable, seria debida a una
disminucidn de 1la cantidad de la enzima producida por una
inhibicidn transcripcional o postranscripcional. La segunda
implicaria que la HR actua directamente sobre la cinética de
la enzima, inhibiendo su actividad.

El propio método de medicidn de la actividad
enzimatica utilizado parecé descartar esta segunda

hipotesisy vya gue los compuestos de bajo peso molecular son

separados del extrato crudo antes de realizar los ensayos
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enzimdticos. Solo en el caso de que 1la HR estuviera
covalentemente unida a8 la enzima podria separarse junto a
las proteinas vy, provocar luego la inhibicidén de 1la
actividad enzimatica en los ensayos.

Para determinar si esta inhibicidn directa de la
actividad enzimdtica se producia realizamos una experiencia
de cinética enzimatica, que presentd el problema del efecto

secuestrador de la fluorescencia de 1la HG@, con lo que los

resul tados quedaban enmascarados. Por dicha razony
realizamos una experiencia en la que comparamos la
disminucidn de fluorescencia producida por el efecto

"quencher"” de la H con la producida por la suma de este
efecto mds la posible inhibicidn de la sintesis del producto
fluorescente formado en la reaccidn. Los resultados
obtenidos no parecen indicar que la HR inhiba a la enzima
GTPCHs aungque seria necesario realizar una medicidn de la
actividad GTPCH por otros métodos en los que la HR pudiera
ser separada del producto de reaccidn.

Otras dos enzimas analizadas fueron la dihidropterin
oxidasa y la biopterina sintasa. La primera cataliza la
transformacidn de dihidropterina en pte?ina, aunque in vitro
se ha detectado que también puede catalizar 1las reacciones
entre 1la dihidrobiopterina vy 1la biopterina, vy entre la
sepiapterina (lactoildihidropterina) y la sepiapterina
oxidada (lactoilpterina). 8in ehbargo, la Km ¥ el tiempo de
recambio de 1la enzima, para cada uno de los diferentes

sustratos; parece indicar que la dihidropterina seria el
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sustrato de mayor importancia (Unnasch y Brown,
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1982).

La segunda enzima, la biopterina sintasa, cataliza la
transformacidén de sepiapterina en dihidrobiopterina, aungue
recientemente Switchenko et al. (1984) han detectado que es
capaz de producir 1la transformacidn de PHLPTE en H,BP,
cuestionando al mismo tiempo la existencia real de una ruta
de sintesis para la H,BP a partir de la SP y la H=BP.

Para la enzima biopterina sintasa no se han encontrado
diferencias entre las cepas analizadas (cn_red, red y Or=-R).
Estos datos, sin embargo, no incluyen la posibilidad de que
exista algun inhibidor o activador in vivo, ya que en los
extractos utilizados para 1los ensayos enzimaticos han sido
eliminadas las sustancias de bajo peso molecular.

Se han encontrado diferencias en las actividades de la
Or-R. Las actividades de 1las dos primeras se encuentran
disminuidas en algo menos de un tercio de la actividad de la
cepa normal. Estos resul tados concordarian con la
disminucidn de pterina e isoxantopterina que presentan ambas
cepas.

Los datos de actividades enzimaticas obtenidos para
las enzimas GTPCH, H=PTE oxidasa y BP sintasa permiten
explicar, en parte, los patrones de pteridinas que presentan
las cepas mutantes de red. Por un lado, la cantidad de

podria explicarse si 1la cantidad de H=PTE estuviera
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disminuida en la cepa cn_red, lo que produciria el descenso
de la cantidad de drosopterinas vy 1la acumulacidn del otro
precursor de las drosopterinas, la ADHP. La H=PTE no ha
podido ser detectada en los cromatogramas, bien porque se
oxida a pterina o bien porque se situa en la misma posicidn
que otra mancha de fluorescencia azulada Yy queda
enmascaraday, al ser la HePTE mucho menos fluorescente que
las pterinas oxidadas. Aunque esto nunca ha sido probado,
creemos que la HgPTE oxidasa podria ser una enzima funcional
no soclo en el paso entre H=PTE y PTE sinoc tambien entre 1la
PHLPTE y 1la HzPTE, ya que se ha comprobado que esta enzima
puede utilizar como sustrato pterinas reducidas con cadenas
laterales en posicidn 6, como la sepiapterina, la
dihidroneopterina vy 1la dihidrobiopterina (Unnasch y Brown,
1982). Como para que 1la PHLPTE se transforme en H=PTE es
necesario, por un lado, la eliminacidn de la cadena lateral
ys por otro lado,la reduccidon de la forma tetrahidro- a la
forma dihidro—s creemos que la enzima que lleva a cabo esta
reduccidén podria ser la HzPTE oxidasa. De esta forma, la
cepa cn__red tendria las drosopterinas disminuidas como
consecuencia de la baja actividad de esta enzima que
conduciria a una disminucidn de su precursor HzPTE.

.Per otro lado, la cantidad de drosopterinas de la cepa
red, que es mucho mds baja que en ¢n__red, podria ser
explicada, al menos en parte, ﬁor la disminucidn conjunta de

las actividades de las enzimas GTPCH y H=PTE oxidasa, lo que

provocaria una cantidad bastante mds baja de HePTE que en la
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cepa cp_red.

La otra caracteristica mads sobresaliente de los
patrones de pteridinas de las cepas mutantes de red es el
aumento de la cantidad de biopterina, que en la cepa red es
de aproximadamente un 400% de la del tipo salvaje, ¥ en 1la
cepa c¢cn_red de un 200%. La GTPCH es la primera enzima de la
ruta, y por tanto la que controla la cantidad de la primera
pteridina que se forma, la dihidroneopterina trifosfato. A
partir de esta sustancia se forman todas las demas
pteridinas, incluyendo a la biopterina. Las cantidades de BP
en las cepas red y cn__red no solo no pueden ser explicadas
en base a las actividades GTPCH de estas cepasy sino que
incluso estas serian contradictorias, vya que la cepa que
presenta mayor cantidad de BP es 1la que posee menor
actividad GTPCH y viceversa.

Una posible explicacidn s;ria que los patrones de
pteridinas se cuantifican en moscas de 9 dias de edad, en
las que los pigmentos ya se han depositado, mientras que las
actividades GTPCH se miden en moscas recien nacidas, que es
el estadio en que se produce el pico de madxima actividad
enzimdtica, ya gque a partir de los dos dias de la emergencia
del adulto la actividad GTPCH préacticamente ha desaparecido.
Por dicha razdéns se cuantificd la BP en moscas de un dia de
edad, encontrdndose que las cantidades de BP eran mucho méas
bajas que en adultos de @9 dias, pero guardaban las mismas

proporciones relativas frente a la cepa tipo salvaje gque en

los adultos de nueve dias. Esto rechaza la posibilidad de
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que la cantidad de BP en moscas recién nacidas fuera mas
baja y acorde con la actividad GTPCH. Por tanto, la eleQada
cantidad de BP, observada en adultos de 9 dias, no puede ser
explicada por 1; actividad GTPCH, sino que la misma causa
que hace gue en moscas recién nacidas la cantidad de BP esté
aumentada, debe ser la que haga que se mantenga este aumento
en adultos de 9 dias.

La otra posibilidad consistiria en que alguna de las
enzimas de la ruta que intervienen en 1la sintesis de
biopterina pudiera estar activada. Esta activacidén podria
ser debida a una mayor cantidad de enzima, a que el enzima
de las cepas mutantes no fuera idéntico al de Or—-Rs o a que
existiera algun compuesto activador.

Los resultados obtenidos al analizar la biopterina
sintasas; una enzima que se describid primeramente para el
paso entre la 5P y 1la HgBP, pero que luego ha sido
cuestionada y parece que actua entre la PHLPTE y la H4BPs no
indican diferencias de actividad enzimdtica entre las cepas

ensayos enzimaticos, podria ocurrir que estas cepas
presentaran in vivo algun activador o inhibidor del enzima,
perdido al pasar los extractos brutos por las columnas de
Sephadex.

Los patrones de pteridinas de 1las otras cepas dobles
mutantes de red nc siempre h;n podido ser interpretados

totalmente. Se ha encontrado una correlacién negativa

bastante buena entre las cantidades de HQ de las cepas
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mutantes de red y sus actividades GTPCH. La dnica cepa que
presentaba un resultado fuertemente discrepante fue la cepa

v_red, que trataremos mas adelante.

Respecto a la cantidad de drosopterinas totales, el

valor de la cepa cd_red resulta excesivamente mayor gque el

de la cepa red, teniendo presente una actividad GTPCH solo
ligeramente mayor.

Los valores de las cepas cn__red, ltd _red y rb_red son

interpretables teniendo presente 1la actividad GTPCH, 1la
cantidad de drosopterinas de las cepas cn, 1ltd y rb, vy

suponiendo que la actividad dihidropterin oxidasa de cn_red

sea equivalente a la de las cepas ltd red v rb_red. Por el

contrarioy, la cantidad de drosopterinas de cm_red deberia

ser similar a la de rb_red y es, sin embargo, mas alta.

La cantidad de drosopterinas de 1la cepa cl_red es
mucho méds alta de la esperada, aunque en esta cepa hay que
tener en cuenta el efecto observado para la mutacidn clot en
varias de sus cepas dobles mutantes.

Las cantidades de BP de las cepas reds, cn_red, v_red y

cd__reds en las que las mutaciones cns v y cd afectan a la
ruta de sintesis de la xantomatina, son interpretables segun
las hipdtesis descritas aﬁteriormente. Por el contario, para
interpretar las cantidades de biopterina del resto de las
cepas habria que conocer si se produce algun otro tipo de
interaccion entre red y las otfas mutaciones.

Como ya se ha dicho anteriormentes la excepcidn mas

importante a la hipdtesis planteada se centra en la cepa v
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red la cual, sin poseer HR, presenta una actividad GTPCH vy
wna cantidad de drosopterinas solo ligeramente mayores que
las de la cepa red.

La interpretacidon mas plausible de esta excepcion
consistiria en que la acumulacidn de triptdfano que origina
la mutacidn v afectara a la actividad GTPCH y a la sintesis
de drosopterinas. Los resultados de una experiencia de
suplementacidn con triptéfanos en los que se determind el
efecto sobre 1la BGTPCH, y las cantidades de drosopterinas y
biopterina, no fueron muy concluyentes. La cepa v_red fue
elegida para llevar a cabo esta experiencia al tener Ila
seguridad de gque el TRP ingerido por las moscas no podria
ser metabolizado por la ruta de los omocromos. Sin embargo,
como la cepa v_reds ya acumulaba TRP, 1lo dnico que podia
detectarse era si una mayor acumulacidén de TRP podria
producir una mayor disminucidn de drosopterinas vy de 1la
actividad GTPCH. Aunque, si se observo una ligera
disminucidén, vino écompaﬁada po} un considerable aumento de-
la mortalidad, lo que podria indicar 1la existencia de un
efecto general no especifico sobre 21 metabolismo.

Esta experiencia no descartaba que el TRP pudiera
tener un efecto inhibidor de la GTPCH y de la sintesis de
drosopterinas,; pero para poder demostrarlo habria que haber
hecho crecer a la cepa v_red en un medio donde la cantidad

de TRP fuera baja ys por tanto, controlada. Si en este

medio, la cepa v__red presentara un patrdn de pteridinas
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el triptédfamo era el causante de esta inhibicidn.
Desgraciadamentes; 1la obtencidn en Drosophila de medios
sintéticos, donde 1las cantidades de cada uno de los
aminoadcidos esenciales estén controladas, es bastante
complicado, al desarrolllarse 1las larvas mucho peor que
cuando los aminodcidos son suministrados en forma de
proteinas.

Un dltimo resultado que ha contribuido a dificultar
mas la explicacidn de esta excepcidn, ha sido el valor de la
actividad GTPCH y la cantidad de drosopterinas encontrados
en la cepa v_cn_red. El1 primero resultd ser similar al de la

cepa Vv__redy como cabia esperars mientras que el segundo

resultd mucho mads alto que la cepa v_red, y similar al de la

cepa cn_red. Esto pone de manifiesto la complejidad de las

interacciones genicas y la dificultad que supone

interpretarlas.
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S. CONCLUSIONES



1.-

Se han mejorado 1los métodos de cuantificacidn de

pteridinas por cromatografia en capa fina.

Se ha desarrollado un nuevo método de cuantificacidn de
isoxantopterina, que resulta mucho mas rdpido vy

preciso.

Se ha desarrollado un nuevo método de medicidn de la
actividad GTP ciclohidrolasa en Drosophila. Este método
detecta 1la actividad enzimatica en base a la
fluorescencia del producto de la reaccidn, y permite
eliminar la mayor parte de compuestos fluorescentes

antes de que se lleven a cabo los ensayos enzimaticos.

Se han detectado dos nuevas manchas en los
cromatogramas de cepas mutantes de Drosophila

melanogaster. Ambas son, presumiblemente, productos de
degradacidn de otras pteridinas presentes en los
extractos. Una de ellas ha sido parcialmente
caracterizada por sus Rfs como 6-formilpterina,
mientras que la otra presenta unos maximos de

fluorescencia idénticos a los del &cido dihidropterin

carboxilico.
Se han detectado, en las placas de cromatografia, las
dos formas racémicas de la aurodrosopterina

descubiertas por Rokos y Pfleiderer (1975).
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b.-

La mancha n= 18 (dihidroformilpterina) estd formada por
la superposicidén de dos manchas, que podrian ser formas

racemicasy al igual que ocurre con otras pteridinas.

La dihidroformilpterina y la neopterina se acumulan,
preferentemente, en cepas que llevan 1la mutacidn
purple. Esto indica que su sintesis se produce a partir
de 1la dihidroneopterina trifosfato, por wuna ruta
diferente de la ruta por la gque se sintetizan el resto

de las pteridinas.

El acido dihidropterin carboxilico no es un
intermediario en 1la ruta de sintesis que desde la

piruvoiltetrahidropterina conduce a la dihidropterina.

Los loci garnet, lightoids rose vy ruby parecen actuar
de manera similar durante la sintesis de pteridinas.
Por dicha razdn, las combinaciones de dos alelos
mutantes de estos loci producen cantidades de
pteridinas muy inferiores frente a las esperados. Estas
mismas sustancias interaccionan con otraé de color de
0 jos, produciendo patrones de pteridinas no esperados,
en los que 1la mayor parte de las pteridinas estan
disminuidas, frente a lo ésperado, siendo la biopterina
la que suele éstarlo en menor proporcion, estando

incluso aumentada en algunas ocasiones.
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10.- La mutacidn clot interacciomna con varias mutaciones
gue afectan a la sintesis de pteridinas, produciendo en
las cepas dobles mutantes patrones de pteridinas en los
que la cantidad de drosopterinas es muy superior a la

esperada.

11.- La mutacidn rosy interacciona con las mutaciones que
afectan a la sintesis de xantomatina, produciendo en
las cepas dobles mutantes patrones de pteridinas en los
que las drosopterinas estdn disminuidas, mientras que
la sepiapterina, 1la acetildihidrohomopterina vy 1la
pterina estédn aumentadas. Este tipo de interaccidén
parece indicar que el paso enzimatico afectado seria el

de la unidn de la dihidropterina con la

acetildihidrohomopterina.

12.- La mutacidn safranin presenta una interaccion, similar
a la anterior, con 1las mutaciones qgue afectan a la

sintesis de omocromos.

13.- Las mutaciones prune, raspberry y purple presentan una
epistasia parcial con 1las mutaciones que producen
grandes acumulos de pteridinas, como sepia o0 Henna

recessive 3.
14 .~ No se ha detectado sintesis de pteridinas en ninguna
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cepa doble mutante portadora de la mutacidn brown.

15.- La enzima dihidropterin oxidasa, que in vivo parece
actuar en el paso enzimatico entre la dihidropterina vy
la pterina, podria actuar también en uno de los pasos

enzimdticos entre 1la piruvoiltetrahidropterina vy la

dihidropterina.

16.- La mutacidn red Malpighian tubules afecta a la

sintesis de pteridinas, disminuyendo la actividad de la

enzima dihidropterin oxidasa. Esta disminucidn
explicaria 1las bajas cantidades de drosopterinas,
pterina e isoxantopterina, y el aumento de las

cantidades de acetildihidrohomobtérina y biopterina.

17.— La presencia de 3-hidroxiquinurenina, o un metabolito
‘sintetizado a partir de ella, produce en las cepas
portadoras de la mutacidn red una disminucidn de la
actividad GTP ciclohidrolasa. En estas cepas se ha
detectado una correlacidn negativa entre la actividad

de dicha enzima y la cantidad de 3-hidroxiquinurenina.

i8.- El efecto inhibidor de la 3-hidroxiquinurenina sobre
la . actividad GTPCH no parece ser debido a wuna
inhibicidn directa sobre la enzima, sino que
probablemente las diferentes actividades enzimdticas se

deben a diferencias en la cantidad de enzima.
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19.—- E1 aumento de la cantidad de biopterina producido por
la presencia de 3-hidroxiquinurenina no puede ser
explicado, unicamentes, por la disminucidn de las
actividades de las enzimas OGTPCH y H=PTE oxidasa. Este
aumento, tampoco ha podido cofrelacionarse con un

aumento de la actividad biopterina sintasa.

20.- La cepa v__red es una excepcidn a la correlaciodn
negativa entre cantidad de HQ y actividad GTPCH. Esta
excepcidon puede ser debida a la acumulacidon de

triptdfano en esta cepa.

21.- La suplementacidn de la dieta de la cepa yv__red con
triptéfano, produce una pequena disminucidn de 1la
actividad GTPCH de 1la cepa. Esta disminucidn es; sin

embargo, debida probablemente a un efecto metabdlico

general o no especifico.
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