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RESUMEN

En este trabajo se han estudiado las bases gené-
ticas de varias respuestas de Phycomyces a la luz,

concluyéndose que:

1. E1 contenido de B-caroteno de la estirpe silvestre,
aumenta en funcibn de los valores absolutos de intensi-
dad luminosa, a partir de un valor umbral de 10-5 W/m2,

aproximadamente.

2. Los mutantes madA y madB poseen umbrales de intensi-
dad mids altos que el silvestre para la fotoinduccién

de B-caroteno y curvas de respuesta semejantes a la del
silvestre pero desplazadas hacia intensidades de 4 a 30

veces mis altas.

3. Se han aislado los primeros mutantes especificamente
defectuosos en la fotoinduccibdn de carotenos. Uno de
ellos (estirpe S$253, mutacidn pic-2) presenta la misma
respuesta que el silvestre, pero a intensidades lumino-
sas mayores y parece afectar a un transductor "tempra-
no". Otro (estirpe S252, mutacidén piec-1) responde menos
que el silvestre a cualquier intensidad y parece afec-

tar a un transductor "tardio".

4. Un doble mutante card car$ carece por completo de

fotoinduccién de carotenos. La funcibén de al menos uno



de estos genes, ya implicados en la regulacibén de la
carotenogénesis, es necesaria para mediar el efecto

de la luz sobre esta ruta.

5. La luz roja no induce la carotenogénesis, haya o no

azul de metileno en el medio.-

6. La luz estimula la formacién de esporangibforos gi-
~gantes (ﬁacroforcgénesis) e inhibe la de esporangib6fo-
ros enanos (microforogénesis). Bastan intensidades del
orden de 10-10 W/m2 de luz azul. No se da una conver-

sién biunfvoca de unos esporangidforos en otros, ya que
son menos los esporangiSforos gigantes inducidos por la

luz que los enanos inhibidos.

7. S6lo los genes madd y madB de la cadena sensorial
del fototropismo participan en la fotodiferenciacién

de esporangibforos.

8. El gen madB no participa en la fotoinhibicién del

crecimiento por quinacrina.

9. Se demuestra la existencia, tanto en micelios como
en esporangib6foros, de un conjunto de transductores
sensoriales comunes a muchas respuestas distintas a

la luz: tropismo, carotenogénesis,,macroforogénesis y
microforogénesis. Otras respuestas a la luz, como la
inhibicibén en presencia de quinacrina, no son mediadas

por este conjunto de transductores. .



INTRODUCCION

Las investigaciones de esta tesis intentan apli-
car a la fisiologia sensorial el mismo enfoque reduc-
cionista que permitié resolver otros problemas b&si-
cos de la Biologia, como los de la naturaleza, repli-
cacidn y expresibn del mensaje genético. El é&xito del
intento depende en gran parte de la eleccidén de un
sistema de estudio apropiado. Phycomyces blakesleeanus
es un organismo relativamente sencillo que posee un
sistema sensorial relativamente complicado y se presta
a estudios morfolbgicos, bioquimicos y genéticos.

CICLO DE VIDA DE PHYCOMYCES

Phycomyces es un hongo unicelular cenocitico,
perteneciente al orden Mucorales de la clase Zigomi-
cetos. Es un saprdfito terrestre con dos ciclos de

vida, uno sexual y otro asexual.

El ciclo de vida asexual comienza con una espora
elipsoidal multinucleada (la mayoria tienen 3 6 4 nG-
cleos). Colocada en un medio apropiado, la espora ger-
mina, produciendo hifas cilindricas no tabicadas. Las
hifas crecen por su &pice y se ramifican, de forma que
su conjunto, o micelio, se extiende unos dos centime-
tros diarios. Los nficleos se dividen por elongacifn y
constriccidn sin péfdida de membrana nuclear (Franke
y Reau, 1973). La masa micelial y el nfimero de nficleos

aumentan ilimitadamente.



A los dos o tres dias, en circunstancias apropia-
das, comienza un proceso de diferenciacidén llamado fo-
rogénesis que consiste en la emisién de grandes hifas
aéreas, cilindricas, no ramificadas, de unas 100 um
de didmetro, que se llaman esporangibforos y atravie-
san los siguientes estadios (Errera, 1884; Gruen,

11959) :

I. El esporangib6foro crece verticalmente, a 1 &6 2
mm/h.

II. Ocurre un segundo proceso de diferenciacién
llamado esporangiogénesis durante el cual el esporan-
~gi6foro deja de crecer verticalmente pero su extremo

se expande dando una esfera apical llamada esporangio.

III. Tercer proceso de diferenciacién o esporogé-
nesis. En esta fase no hay crecimiento ni engrosamien-
to apical, pero una pared transversal o columela apa-
rece dentro del esporangio y en el espacio asi separa-
do del esporangibforo se forman esporas, o sea, porcio-
nes multinucleadas de citoplasma que se rodean de fuer-

tes paredes. Cada esporangio contiene unas 105 esporas.

IV. Comienza de nuevo el crecimiento vertical,
localizado en una zona cilindrica debajo del esporan-
~gio. Adem&s, el esporangio y la parte superior del
esporangiéforo giran alrededor del eje del esporangib-
foro. El esporangio se ennegrece. Inicialmente, y\du-
rante poco tiempo, la rotacidn, vista desde arriba, es
contraria a las agujas del reloj (fase IVa) y posterior-
mente, en sentido de las agujas del reloj (fase IVb).



En esta fase IVb se realizan los estudios fisio-
16gicos, porque la velocidad de elongacién se mantie-
ne muy constante para cada esporangidforo y prbxima a
3 mm/h; la rotacidn del esporangio requiere unos 30

minutos.
El ciclo asexual estd esquematizado en la figura 1.

Sobre el ciclo sexual que tiene menor importancia

pafa este trabajo, véase Cerda Olmedo, 1974. .

SISTEMA SENSORIAL

Phycomyces detecta gran variedad de estimulos am-
bientales, como luz, gravedad, productos quimicos, pro-
ximidad de obst&culos y viento. Las respuestas pueden
ser modificaciones en el crecimiento del esporangibéforo
(mecismos y tropismos), activacién de la sintesis del
B-caroteno y estimulacibén o inhibicién de varias tran-
siciones durante el desarrollo. Se han escrito varias
versiones sobre la fisiologia sensorial de este hongo
(Bergman et al., 1969; Foster, 1977; Delbrlick y Cerds
Olmedo, 1977; Cerd&d Olmedo, 1977). En esta introduccién
trataremos s6lo los aspectos miAs directamente relacio-
nados con nuestras investigaciones, que se centran en
la genética y fisiologia de la fotosensibilidad.

EFstimulo luminoso

La energfa luminosa es utilizada por muchos orga-

nismos vivos como forma de conseguir informacién sobre
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el medio ambiente y esta utilizacibn abarca desde la
simple iniciacidén de una funcidn fisiolbgica en bac-
terias, a la visidén enormemente compleja de los ver-

tebrados.

Las moléculas encargadas de captar dicha energia
luminosa varfan en cuanto al espectro de radiacién lu-
minosa que son capaces de absorber. Los organismos
responden a unas radiaciones u otras seglin sea el es-
pectro de absorcibdn de sus fotorreceptores y la posi-
ble presencia de pigmentos o filtros modificadores.

La luz azul y ultravioleta de onda larga provo-
can diversas respuestas en muchos seres vivos distin-
tos incluyendo bacterias, hongos, protistas, plantas
y animales. Phycomyces se encuentra entre estos orga-

nismos sensibles a la luz azul.
Respuestas a la lu=z

Fotocarotenogénesis. Los carotenoides se encuentran

ampliamente distribuidos por la naturaleza: muchos or-
~ganismos, desde bacterias a plantas superiores, son
capaces de sintetizarlos por si mismos y otros, como

los animales, los obtienen en su dieta.

Una de las principales funciones de los carote-
noides es proteger al organismo de los danos que le
pueda ocasionar la luz (Krinsky, 1968; Burnett, 1976).
Se sabe que la luz visible, captada por moléculas lla-
madas fotosensibilizadoras, es capaz de pasar las mo-
léculas de oxigeno ﬁresentes, desde su estado basal

de triplete al estado de singlete excitado, el cual



es un poderoso agente oxidante que ocasiona dafios
celulares (Foote, 1968). Los carotenoides reaccio-
nan con el oxigeno en estado de singlete haciendo
que vuelva a su estado normal y disipando la ener-

'gia de excitacién en forma de calor.

‘ En Phycomyces el B-caroteno sirve ademds como
precursor de los &cidos trispbSricos, que son mensa-
jeros quimicos en la reaccibn sexual (Sutter, 1975,
1977). También sirve como precursor de las esporopo-
leninas, polimeros del g-caroteno que se encuentran
en las paredés de los esporangibforos y las zigospo-
ras (Furch y Gooday, 1978; Furch, 1978).

En Phycomyces el micelio de tipo silvestre es
de color amarillo debido a que acumula B-caroteno.
En la oscuridad y en ausencia de estimulaciones es-
peciales, el contenido de fg-caroteno en la estirpe
silvestre después de 4 dias de incubacibén es de unos
50 pyg por gramo de materia seca (en adelante ppm).
La genética y la regulacibén de la sintesis ha sido
revisada recientemente por Cerdd Olmedo y Torres Mar-
tinez (1979).

Existen mutantes afectados en los genes que inter-
vienen en la sintesis de B-caroteno. Los mutantes carB
estén bloqueados en la deshidrogenacién del fitoeno,
acumulan este producto en lugar de B-caroteno y son de
color blanco. ILos mutantes carR tienen bloqueada la
ciclacidén del licopeno. Acumulan licopeno y son de co-

lor rojo.



La ruta est@ regulada por varios agentes ambien-

tales con la participacipacién de varios genes.

Las mutaciones en el gen carS incrementan el con-
tenido de B-caroteno hasta aproximadamente 4000 ppm.
La ruta de sintesis es retroinhibida por el B-caroteno
Yy se cree que el alelo silvestre del gen carS partici-

pa en la regulacibén por retroinhibicibn.

Los mutantes en el gen card no acumulan cantida-
des importantes de ningln caroteno, ni siquiera fitoe-
no. Contienen pequenisimas cantidades de B-caroteno
(del orden de 1 ppm). No se ha encontrado ningfin blo-

queo de la ruta de la carotenogénesis.

La reaccibn sexual incrementa la carotenogénesis
(Blakeslee, 1904) a través de los &cidos trispbricos
(Caglioti et al., 1966; Sutter, 1977). Esta reaccién
y la mutacibén carS actfian independientemente en la ca-
rotenogénesis ya que los heterocariontes formados por
mutantes carS de sexo opuesto acumulan aproximadamente
15000 pﬁm (Murillo y Cerdd Olmedo, 1976).

Entre los agentes gquimicos gue estimulan la caro-
tenogénesis estd la vitamina A, que aumenta el conte-
nido de B-caroteno en el tipo silvestre, de licopeno
en mutantes carR y de fitoeno en mutantes carB (Esla-
va et al., 1974). También estimula la carotenogénesis
en los mutantes car4 que se vuelven de color amarillo.
La accibn de la vitamina A es independiente de la reac-
cidn sexual y la mutacidén carS. Se han obtenido mutan-
tes insensibles al efecto de la vitamina A, como las

estirpes S119 y S120 (F.J. Murillo, sin publicar).
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La luz regula la sintesis de los carotenoides en
un amplio rango de organismos. La produccibén en la oOs-
curidad es muy escasa en algunos hongos (Fusarium aquae-
ductum, Neurospora crassa Yy Vertieillium agaricinum),

y algo mayor en otros como Phycomyces (Harding y Shrop-
shire, 1979; Rau, 1976). La luz incrementa el nivel de
pigmento producido (Garton et al., 1951; Bergman et al.,
1973).

Cuando Phycomyces se cultiva bajo iluminacién cons-
tante se encuentra una relacibn aproximadamente lineal
entre el logaritmo del contenido en carotenoides y el
logaritmo de la intensidad luminosa, por encima de cier-
to umbral de intensidad (Bergman et al., 1973 y esta
tesis). Cuando se hacen exposiciones breves, la canti-
dad de B-caroteno inducido parece ser la suma de dos
estimulaciones, cada una con su propio umbral y nivel

de saturacién (Jayaram et al., 1979).

Fotodiferenciacibén. Usualmente la formacién de esporan-

~gibdforos parece ser independiente de que los cultivos
se hagan en luz u oscuridad. Se pone de manifiesto qﬁe
la formacibén de esporangibforos estd sometida a regula-

cidén por luz azul cuando:

a) el micelio se somete a exposiciones alternas
diarias de luz y oscuridad (Bergman, 1972). En este
caso los esporangibfforos aparecen donde estaba el bor-

de del micelio iluminado.

b) el micelio es mantenido en la oscuridad en un
sistema cerrado (Russo, 1977). En este caso la atmés-
fera cerrada acumula un gas que inhibe la forogénesis,

pero la luz azul contrarresta esta inhibicién.

c) en condiciones de escasez de nitrbgeno y baja

temperatura Phycomyces desarrolla esporangibéforos ena-
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nos de unos 0,3 mm de altura (Thornton,1971), ademés
de los esporangiéforos gigantes usuales. La luz inhi-
be la formacibén de esporangiéforos enanos y estimula
la formacibén de esporangibforos gigantes (Thornton,
1973).

Estas condiciones diferentes demuestran que la
luz determina, junto con otras variables externas la
distribucién espacial, el nfimero de esporangidforos
y el estado alternativo de desarrollo del esporangid-

foro (gigante o enano).

La luz también induce la diferenciacidn del espo-
rangio en el extremo del esporangi6foro. La esporan-
~giogénesis empieza aproximadamente 29 horas mds pronto

en la luz que en la oscuridad (Russo, 1977).

La fotodiferenciacibén de esporangiéforos gigantes

y enanos ha sido estudiada en esta tesis.

Fotomecismos. Cuando el esporangibforo est& iluminado

A simétricamente, los cambios de la intensidad luminosa
proﬁocan cambios en la velocidad de crecimiento (mecis-
mo) del tipo que se ve en la figura 2 (Foster, 1972;
Foster y Lipson, 1973). El tamaho de la respuesta se
define por el 4rea de la zona sombreada en la figura

o por la amplitud mixima (diferencia entre las veloci-
dades méaxima y minima) y tiene el»mismo signo que la
variacidn de la intensidad luminosa. La figura 2 da la
respuesta a un estimulo concreto; se han estudiado las
respuestas a variados programas de iluminacién y se ha
determinado la relacién»general entre estimulos y res-

puestas (Lipson, 1975, a, b}.
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Figura 2. Fotomecismo en el tipo silvestre en res-
puesta a una elevacidn de la intensidad luminosa
de 6310 veces durante 0,5 min, empezando en el

tiempo O.
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El fotomecismo tiene caracter transitorio, aun
para estimulos permanentes, lo cual se explica por la
existencia de un mecanismo de adaptacibn: el sistema
tiene un nivel de adaptacidén interno, A, que es compa-
rado continuamente con la intensidad luminosa del ex-
terior, I, de manera que la velocidad de crecimiento
(respuesta) depende de esta comparacién.El nivel de
adaptacidn se aproxima a la intensidad de luz externa
siguiendo una cinética exponencial; el estimulo des-
aparece cuando la diferencia se hace menor que el rui-
do del sistema. La adaptacién a intensidades ascenden-
tes es mis rédpida que la adéptacién a la oscuridad
(Delbrfick y Reichardt, 1956).

Fototropismo. El cambio de una iluminacibén simétrica

a otra asimétrica provoca una variacidn en la direc-
cibén del crecimiento del esporangibéforo hacia la resul-
tante de las iluminaciones que se apliquen. La direc-

. cidén final del crecimiento no coincide exactamente con
la resultante sino que existe una desviacibn azimutal
(dngulo de Buder), generalmente pequefia y otra vertical,
debida al geotropismo.

Cuando la estirpe silvestre se ilumina horizontal-
mente con intensidad mayor de 4 x 10-6 W/m2 de luz azul,
la interaccidn de geotropismo y fototropismo conduce a
un &dngulo final de 75° con la vertical, denominado &n-
~gulo de equilibrio fotogeotrbpico. Por debajo de esta
intensidad el &ngulo de equilibrio fotogeotrépico dis-
minuye y se hace cero para una intensidad umbral de
unos 109 W/m2 (Bergman et al., 1973) (figura 3, arriba).
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Figura 3. Angulos de equilibrio fotogeotrépico para
la estirpe silvestre y dos mutantes. La grdfica in-
dica la desviacibn media de la vertical de esporan-
_gibforos expuestos durante 6 h a iluminacidn azul
lateral de 1la intensidad indicada.
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Fotorreceptor

Las investigaciones sobre el pigmento visual pa-
ra el fototropismo han llevado a la conclusién de que

el fotorreceptor es una flavoproteina.

Los espectros de accibn para fotomecismo y para
fototropismo sugieren que el fotorreceptor sea una
flavina o un carotenoide. El carotenoide ha sido des-
cartado, ya que los mutantes carentes de B-caroteno
presentan fotofisiologia normal (Bergman et al., 1973;
Presti et al., 1977).

El coeficiente de extincidn molecular del foto-
rreceptor, derivado de estudios fisiolbgicos, coincide
con el de la riboflavina (Lipson, 1975, a, b). Otra
prueba a favor de las flavinas es el pequeifio pico que
presenta el espectro de accibn para el fotomecismo a
595 nm (Delbrfick et al., 1976), que corresponde a la
excitacidn necesaria para pasar del estado basal al de
triplete en las flavinas. La existencia de este pico
indica que el estado de triplete es capaz de iniciar

los procesos fisiol6gicos que conducen a la respuesta.

Productos quimicos inhibidores de las flavinas,
como la quinacrina (Haas, 1944), producen un efecto
distinto sobre el crecimiento de Phycomyces en la luz

y en la oscuridad (Carlile, 1962).

En esta tesis se han llevado a cabo experimentos
de fotoinhibicibn por quinacrina en mutantes afectados
en transductores tempranos de la cadena sensorial,
para tratar de establecer si este efecto tiene lugar

via el canal de fototransduccibn.
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Generalmente se admite que el fotorreceptor es
comfin para todas las respuestas a la luz pero no exis-

te la seguridad de que asi sea.

En Fusarium aquaéductum la luz induce la carote-
nogénesis, pero la luz roja también es efectiva si al
medio se anade azul de metileno. Se sabe que los colo-
rantes de este tipo median reacciones de fotooxidacibn,
que pueden ser llevadas a cabo por flavinas pero no por

carotenoides (Lang~Feulner y Rau, 1975).

En el presente trabajo se ha estudiado el papel
del azul de metileno en Phycomyces en experimentos si-

milares.

Canal de transduccidn

La conexibn entre estimulos y respuestas puede
exigir la existencia de moiéculas encargadas de elabo-
rar y transmitir la informacidn recibida por los re-
ceptores de los estimulos a los efectofes encargados
de ejecutar las respuestas. Las moléculas gque partici-
pan en la deteccidn, elaboracibn y transmisién de la
informacién y en la ejecucién de las respuestas se

llaman transductores sensoriales.

Una via para descubrir y estudiar los transduc-
tores es el an&lisis genético del proceso sensorial.
El anélisis»genético permite identificar los genes res-
ponsables de cada paso de la transduccidn y describir

sus interrelaciones.
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Bergman et al. (1973) caracterizaron mutantes con
fototropismo anormal (mutantes mad ) y los clasifica-
ron en tres grupos basidndose en las respuestas a la luz
y a otros estimulos. A partir de estos datos formularon
una propuesta de cadena sensorial gque enlaza tres cla-
ses de estimulos (luz, gravedad y obst&culos) con tres
tipos de respuestas (tropismos, iniciacién de esporan-
~gibforos e induccidén de la carotenogénesis). Ootaki
et al. (1974) encontraron entre los mutantes mad cinco
~grupos de complementacién, que definen los cinco genes
designados madA a madE. Estava et al. (1976) confirma-
ron estos genes, descubrieron uno nuevo, denominado
madG, y determinaron que todos ellos son independientes
~genéticamente. Recientemente se ha encontrado otro gen,
madF (P. Fischer, datos no publicados) que complementa
con todos los dem&s (Ootaki y Presti, datos no publica-
dos) .

Todos estos datos pueden resumirse en el esquema

de la figura 4.

Los mutantes defectivos en el fototropismo mues-
tran curvas de equilibrio fotogeotrbdpico distintas de
la del silvestre (Bergman et al., 1973). Los mutantes
madA, madB y madC, afectados en los transductores tem-
pranos, tienen curvas desplazadas hacia intensidades
mas altas pero con el mismo aspecto general que la del
silvestre. El mutante C21 (madA?) tiene también una
curva del mismo estilo, ﬁero con una pendiente algo més
acusada. Estos mutantes se comportan como el silvestre
si se les da mucha mis luz (104 a 106 veces) que al sil-
vestre. lLos mutantes'que afeétan pasos mis cercanos a
la res?uesta muestran curvas completamente diferentes,
con unaS«ﬁendientes muy reducidas (Fig. 3).
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Figura 4. Flujo de informacidn entre estimulos y
respuestas, y genes responsables de pasos especi-
ficos en la transduccién sensorial (Bergman et al.,

1973, y elaboracibn personal de datos posteriores).
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Algunos mutantes con fototropismos defectuosos,
como los del gen madB, son también defectuosos en la
fotocarotenogénesis (Bergman et al., 1973; Ootaki et
al., 1974). El gen madA qued6é sin estudiar para esta
respuesta, aunque se le supuéo semejante a madB, y
los genes "tardios" presentan fotocarotenogénesis nor-
mal,

La relacidn entre fotoforogénesis y dosis de luz
ha sido determinada en sistemas cerrados.para el tipo
silvestre, mutantes deficientes en el fototropismo y
mutantes carentes de g-caroteno (Galland y Russo, 1979).
S6lo los mutantes madd y madB son defectuosos en esta
reséuesta, con umbrales 103 y 105 veces mis altos que
la estirpe silvestre. El mutante C149 (mutacién madD120)
tiene el extranio efecto de disminuir la respuesta a
altas intensidades luminosas. Los mutantes deficientes
en la sintesis de caroteno tienen el umbral para la fo-
toforogénesis incrementado de 100 a 2000 veces; el in-
cremento es tanto mayor cuanto menor es la capacidad
de sintesis residual de g-caroteno. Los autores no
creeﬂ que el B-caroteno sea el fotorreceptor para la
fotoforogénesis, sino que un derivado del B-caroteno
(probablemente el retinol) es necesario para ejecutar
la respuesta.,:

Los mutantes madAd y madB son también defectuosos
en la formacibén de bandas de esporangibforos cuando se
alterna luz y oscuridad (Bergman, 1972; Bergman et al.,
1973) y en 1la fotoesporangiogénesis (Russo, sin publi-
car). )

Los genes madA y madB definen por tanto dos trans-
ductores implicados en todas las respuestas a la luz
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estudiadas hasta ahora y presentes en todo el orga-
nismo, incluyendo el micelio vegetativo y los espo-

rangib6foros.

En esta tesis se ha estudiado la participacibn
de los productos de varios genes mad, incluyendo
madA y madB, en la fotoinduccibén de caroteno y en la
diferenciacidn alternativa de esporangi6foros gigan-

tes y enanos.

Se ha avanzado Poco en la investigacidn de la
naturaleza quimica de los transductores sensoriales.
Parece improbéble que los mutantes estudiados hasta
ahora afecten al fotorreceptor. Es probable (segfin
resultados de Lipson, Galland y Russo) que los pro-
ductos de los genes madB y madC intervengan en la

adaptacidn.

La estimulacidn luminosa va acompanada de un de-
crecimiento inmediéto, pero transitorio, en la concen-
tracién de adenilato ciclico (Cohen, 1974). Un mu-
tante.madD, gue no muestra esta variacibén del AMPc,
parece contener una fosfodiesterasa del AMPc anormal
(Cohen, 1978). Se puede sugerir que el gen madD deter-
mina la estructura de la fosfodiesterasa, y que esta
enzima estd regulada por la luz (Cohen y Atkinson,
1978) . ‘
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MATERIALES Y METODOS

ESTIRPES

Las estirpes de Phycomyces blakesleeanus utiliza-
das en esta tesis se indican en la Tabla I. Se desig-
nan de acuerdo con la nomenclatura genética propuesta
por Demerec et al..(1966). Cada estirpe se nombra con
una letra mayfiscula que indica el laboratorio de pro-
cedencia (C, California Institute of Technology: S,
Departamento de Genética de la Universidad de Sevilla;
B, Max-Planck-Institut ffir Molekulare Genetik, Berlin;
L, University of Syracuse), seguida de un nimero de

aislamiento.

Los genotipos se indican mediante tres letras mi-
nfisculas que hacen referencia al tipo de mutacibn, se-
~guidas de una letra may@iscula que indica el gen a que
pertenece y de un nfimero de aislamiento: car designa
mutaciones que afectan a la sintesis de carotenoides;
mad, a la respuesta fototrbpica; pic, a la fotoinduc-
cién de carotenoides: ﬁic, a la sintesis de dcido ni-
cotinico. El tipo sexual al que pertenece se expresa
como (+) & (~).

El origen de cada estirpe se indica dando la es-
tirpe original y el mutfgeno utilizado para obtenerla
(NG = N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina) o bien las
estirpes parentales separadas por el signo x para in-

dicar cruzamiento.
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TABLA I. Estirpes de Phycomyces utilizadas en esta tesis

Estirpe Genotipo Origen y observaciones
NRRL1555  (-) Estirpe silvestre patrén
B142 (+) Cruzamientos realizados

por el Prof. A. Pérez
Eslava, isogénica con

NRRL1555
c2 cards (-) ' de NRRL1555, NG
c21 - madA7 (-) de NRRL1555, NG
c47 madA35 (-) de NRRL1555, NG
C59 madCs51 (+) de NRRL1554, NG
Cc109 madB101 (-) de NRRL1555, NG
Cc111 madB103 (-) de NRRL1555, NG
Cc112 madB104 (-) de NRRL1555, NG
Ccl14 madB106 (-) de NRRL1555, NG
C141 earA5 madCs51 (-) C59 x C2
C149 madD120 (-) de NRRL1555, NG
C304 madB103 nicA101 (+) de C262 c Cl11
L51 madA7 madB103 (-) de C303 x C21
S120 car-114 (-) de NRRL1555, NG

: insensible a vit. A

5252 pie-1 (-) de NRRL1555, NG
S253 pie=2 (-) de NRRL1555, NG
5278 pie-=1 (+) B142 x S252
s$283 carA5 carS42 nicAl0l (-)C242 x C1l15

S290 madB103 pie=-1 (-) §252 x C304

MEDIOS DE CULTIVO

Se usaron los siguientes medios para cultivar a Phy-

comyces:
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Medio minimo GA. Glucosa, asparragina, sales
(Heisenberg and Cerd& Olmedo, 1968).

Medio GAEL. Igual que el medio GA m&s 1 g/1 de

extracto de levadura.

Medio agar patata. 1 1 de extracto de 200 g de
patatas, 20 g de glucosa y 15 g de agar suplementado
con 0,25 mg de tiamina. En algunos casos se utilizé

sacarosa en vez de glucosa.

Medio minimo SIV. Glucosa, asparragina y sales
(Sutter, 1975).

Medio inductor de enanos. Es un medio minimo con
muy escaso nitrégeno (2,33 ug/ml Asn) (Thornton,1973).

Estos medios se usan en matraces de Erlenmayer de
vidrio transparente (25 ml de medio en matraces de 250
ml 6 50 ml de medio en matraces de 500 ml) o, solidifi-
cados con 15 g de agar Analema, en cajas de plistico
transparente (25 ml de medio en cajas de 8,5 cm de di&-

metro).

Cuando se quiere obtener crecimiento colonial se
acidifica el medio hasta pH 3,3 anadiendo ClH 1 N.

Aditives. En algunos casos los medios de cultivo
se han suplementado con productos quimicos.

Azul de metileno. Al medio de cultivo ya autocla-
vado se anade una alicuota de una solucibén concentrada
acuosa de azul de metileno de modo que quede a una con-

centracidén final en el medio de 30 uM.
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Quinacrina. Se afiade una alicuota de una solucidn
acuosa concentrada y esterilizada por filtracién al
medio de cultivo para que quede a una concentracidén fi-
nal de 0,18 mM. El producto utilizado se vende comer-
cialmente con el nombre de "Atebrin" (Gurr, High Wycombe,

Inglaterra).

Vitamina A. El acetato de retinol (Sigma Chemical
Company, St. Louis, Missouri) emulsificado segfin Eslava
et al.. (1974) se afiade al medio ya autoclavado en las

concentraciones deseadas.

METODOS GENERALES

Las esporas empleadas como inbculos, fueron acti-
vadas por calentamiento durante quince minutos a 48°C
(Rudolph, 1960).

Los cruces se realizaron como se detalla en Torres
Martinez (1978).

Para mutagenizar esporas se utiliz6 el procedimien-
to nmero 2 de mutagénesis con N-metil-N'-nitro-N-nitro-
soguanidina descrito por Bergman et al. (1973) que em-
plea un tratamiento de 30 minutos y una concentracibn

del mutédgeno de 0,1 mg/ml.

La determinacién del sexo de una estirpe se reali-
z6 observando la aparicién o no de reaccibén sexual y
zigosporas en el frente de contacto con una estirpe pa-
trdén; para ello, ambas estirpes se cultivan en la misma

caja con agar patata a 15°C.
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La ceguera para el fototropismo se determiné en
un cajén con el fondo de cristal iluminado desde aba-

jo seglin Bergman et al. (1973).

FOTOCAROTENOGENESIS

Cada caja de cultivo con agar GAEL se inoculé con
un fragmento de micelio (aproxim. 1 mm2) y se incub$ a
22°C durante 4 dias. Se determind peso seco de micelio
y contehido de B-caroteno siguiendo el procedimiento
descrito por De la Guardia et al. (1971), expreséndose
los resultados en pg de g-caroteno por gramo de materia

seca, abreviado ppm.

Seis cajas de cultivo se colocaron dentro de cajas
(31,5 x 19 x 8,5 cm) enteramente opacas excepto por una
de sus caras mayores, que se encontraba cubierta con
planchas de polimetacrilato de metilo ("Plexiglas", Ple-
xi, Valencia, bajo licencia R8hn, Darmstadt). Estas plan-
chas eran transparentes (nfimero de catflogo 10), grises
(nimero 365), u opacas (nfimero 190); para obtener diver-
sas intensidades luminosas se emplearon diversos groso-
res de planchas grises. Seis de estas cajas paralelepi-
‘pédicas se colocaron bajo una fuente luminosa blanca
(una baterfa de 5 tubos fluorescentes Sylvania F40 T121D
de 120 cm de longitud) en una habitacidn termostatizada
a 22°C. La intensidad de la luz azul bajo la bateria de
de luces. es de 1,32 W/m2 y &sta seri la intensidad uti-

lizada en todos los casos en que no se mencione otra.
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MEDIDAS DE INTENSIDADES LUMINOSAS

Para medir la intensidad luminosa se usd un foto-
diodo de silicio Pin-10DB/541 (United Detector Techno-
logy, Santa M6nica, California) conectado directamente
a un microamperimetro. El1 fotodiodo produce una corrien-
te que es proporcional a la intensidad de la luz inci-

dente.

Para la luz azul, medida a través de un filtro
5-61 (Corning Glassworks, Corning, N.Y.) se usd como
respuesta del fotodiodo 0,19 amperios/watio, que es la

correspondiente a la luz monocromdtica de 470 nm.

En algunos casos la intensidad luminosa se midié
con un Radiant Flux Meter 8330A y un Radiant Flux Detec-
tor 8334A (Hewlett Packard, Palo Alto, California).

La intensidad de luz roja se determind con el flu-
jémetro a través de un filtro rojo (polimetacrilato de
metilo n® 52, Plexi) y un filtro anticalbérico (KGl
Schott, Mainz). Juntos, transmitian principalmente luz
entre 600 y 800 nm.

Las intensidades menores de 10—'3 W/m2, obtenidas
mediante la interposicibén de filtros neutros de poli-
metacrilato de metilo, no se pudieron medir directa-
mente. Se determind la absorbancia media de cada plan-
cha de polimetacrilato de metilo entre 420 y 500 nm en
un espectrofotémetro Beckman, modelo Acta III. Se en-
contrd experimentalmente que la absorbancia de dos plan-
chas éu?erpuestas no era exactamente la suma de las ab-
sorbancias de cada una por separado, sino 0,1 unidades

de densidad 6ptica menor. Se calculdé la absorbancia An
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de un conjunto de »n planchas por la f6rmula

i=n
A = I A

n =, ; i - 0,1 x(n - 1), donde Aj es la absor-
7

bancia de la plancha 7. Se considerd6 que la intensidad
se reduce a un factor 102n al colocar el conjunto de n
planchas. N6tese que los valores resultantes represen-
tan una extrapolacién sin confirmacidn experimental di-

recta.

FOTOCAROTENOGENESIS CON AZUL DE METILENO

Se inocularon matraces de medio liquido SIV & GA
con o sin azul de metileno (30 uM), con 104 esporas
activadas por ml de medio. Se colocaron en cajas de
cartdn cubiertas con planchas rojas de polimetacrila-
to de metilo (nfimero 52), que excluyen la radiacidén de
menos de 590 nm (su transmitancia a 450 nm es nv1%) . Se
incubaron bajo la bateria citada en el apartado anterior

o bajo una lé&mpara Sylvania Tew 1500 W L209.

En este iltimo caso, que daba las intensidades
mayores, se instalaron entre lampara y cultivos varias
planchas de vidrio transparente y una capa de 4 cm de
agua y se utilizd un ventilador para disipar el calor;
aun asi la temperatura de los cultivos sobrepas6 a ve-
ces los 22°C. Los matraces testigo se mantuvieron en
las mismas condiciones, pero envueltos en papel de alu-

minio.

FOTODIFERENCIACION

Se inocularon cajas de cultivo con medio de Thor-

ton con fragmentos de micelio, se colocaron en cajas
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opacas cubiertas con diversos grosores de planchas
~grises de polimetacrilato de metilo o con una plan-
cha opaca, y se incubaron a 11°C bajo un tubo fluo-
rescente blanco Osram L15W/10-2 de 40 cm de longi-
tud. A los 17 dias se contaron los esporangiéforos
normales ("gigantes") y enanos aparecidos en cada

caja de cultivo.

FOTOINHIBICION DEL CRECIMIENTO

Se inocularon matraces con medio SIV, con o sin
gquinacrina con 103 esporas/ml y se incubaron a 22°C
bajo la bateria de tubos fluorescentes citada ante-
riormente. Los testigos no iluminados se envolvieron

en papel de aluminio.
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RESULTADOS

FOTOINDUCCION DE CAROTENOIDES

Relacidén entre el contenido de B—caroteno y la inten-

stdad Lluminosa

La exposicién a la luz incrementa el contenido de
B—caroteno en Phycomyces. La figura 5 muestra la canti-
dad de B-caroteno presente al cabo de cuatro dias de
incubacién de la estirpe silvestre NRRL1555 bajo dife-

rentes intensidades luminosas.

Hasta cierto umbral de intensidad luminosa (del
orden de 1072 W/mz), el contenido de B-caroteno es el
mismo que en la oscuridad. Por encima del umbral hay
una relacibn aproximadamente lineal entre el logaritmo
del contenido en B-caroteno y el logaritmo de la in-
tensidad. Estos resultados confirman y extienden los
de Eslava, 1973; Bergman et al., 1973). Cabe esperar
- que, a intensidades suficientemente elevadas, la res-
puesta se sature y aun disminuya, pero en estos expe-

rimentos no se ha podido llegar a tales intensidades.
Fotocarotenogénesis en mutantes mad
Se ha estudiado la fotocarotenogénesis en estir-

pes defectuosas en el fototropismo, portadoras de mu-

taciones en los genes madA y madB.
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Figura 5. Fotocarotenogénesis. Contenido de B-caroteno
(ppm) de la estirpe silvestre NRRL1555 en funcibén de la

intensidad luminosa.



-30-

Los mutantes en el gen madB, C109 y Clll, respon-
den a distintas intensidades luminosas como se muestra

en la figura 6.

Las curvas de respuesta a la intensidad son las
mismas del silvestre, pero desplazadas a intensidades
més altas. Para dar las mismas respuestas que el sil-
vestre, Clll requiere unas 26 veces mis luz y C1l09,
unas 14 veces. Los umbrales respectivos se encuentran

correspondientemente incrementados.

Las estirpes C21 y C47, con mutaciones en el gen
madd, responden a la intensidad de luz como se obser-

va en la figura 7.

La curva de C21 tiene el aspectb.general de 1la
del silvestre, pero la pendiente es algo mayor. El
umbral es unas 30 veces el umbral del silvestre, pero
a altas intensidades la diferencia de respuestas es

pequeia.

C47 responde siempre menos que el silvestre, pero
la diferencia es poco importante; en cada caso exige
una intensidad luminosa 4 veces mayor que el silvestre

para igualar su respuesta.

La estirpe L51 doble mutante mad4 madB, obtenida
por E. Lipson mediante el cruzamiento épropiado, pre-
senta la fotoinduccién de carotenos notablemente dis-
minuida. A intensidades de luz (1,23 W/m2) en que las
estirpes C21 y Cl11, poseedoras de las mismas mutacio-
nes madA y madB por separado, incrementan 9 y 5 veces
el valor de la oscuridad, el doble mutante s6lo foto-
induce 2 veces. |
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Figura 6. Fotocarotenogénesis. Contenido de B-caroteno
de los mutantes madB, Clll y Cl1l09, y la estirpe silves-
tre NRRL1555 a distintas intensidades luminosas, en re-

lacibn con el contenido en la oscuridad.
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Figura 7. Fotocarotenogénesis. Contenido de B-caroteno
de los mutantes madAd,C2l y C47, y la estirpe silvestre
NRRL1555 a distintas intensidades luminosas, en rela-

cién con el contenido en la oscuridad.
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La produccibén de B-caroteno en la oscuridad va-
ria poco entre estas estirpes (Tabla I} . Las dife-
rencias pueden deberse a pequefias variaciones en el
medio y circunstancias ambientales tanto como a po-
sibles diferencias genéticas. Para evitar estas pe-
quefias variaciones y medir verdaderamente la fotoin-
duccién, las grdficas de las figuras indican el con-
tenido relativo de B-caroteno respecto de muestras

mantenidas en la oscuridad.

TABLA II. Contenido de B-caroteno (ppm) de estirpes

silvestre y mutantes cultivadas en oscu-

ridad.
Estirpe Genotipo B—caroteno
NRRL1555 (=) 52
Ccli1l madB103 (=) 61
c109 madB101 (=) 54
c21 madA? (=) 39
c47 madl3s (=) 56
L51 madA? madB103 (=) 40

Aislamiento y caracterizacidn de mutantes pic

Para investigar la existencia de genes cuyos pro-
ductos estén implicados en la fotocarotenogénesis se
buscaron mutantes que exhibieran color normal en la os-
curidad, pero menos pigmentacién que el tipo silvestre

en la luz.
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Las esporas de la estirpe silvestre NRRL1555 se
trataron con nitrosoguanidina, se incubaron a 22°C
bajo luz blanca y se observaron a los 4-5 dias, ais-

l4ndose las colonias m&s claras.

Algunas de las colonias obtenidas resultaron ser
heterocariontes con nfcleos silvestres y nficleos mu-
tantes card o carB y se reconocieron por la segrega-
cibén de colonias blancas y amarillas tras sembrar sus
esporas en medio GAEL &cido. Otras colonias presentan
una reduccibén de la carotenogénesis tanto en la luz
como en la oscuridad, por bloqueo o represién parcial
de la ruta. Estos tipos de mutantes no interesan en

este trabajo.

Se aislaron dos estirpes, designadas 5252 y S253,
gue crecen normalmente, pero fotoinducen menos que el
silvestre (Tabla III).Las mutaciones responsables de
la conducta de estas estirpes se denominaron pie-1 Y

pie-2, respectivamente.

TABLA III.Contenido de B-caroteno,en luz blanca y en la

oscuridad,de la estirpe silvestre y los mutan-

tes pic.
Estirpe Genotipo B—-caroteno
luz oscuridad
NRRL1555 (-) . 464 52
§252 pite-1 (=) 206 46

S253 pie—2 (-) 220 44
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Se comprob8é que eran normales fototrbpicamente,
ilumin&ndolos desde abajo en un cajén con el fondo
de cristal. Como testigos se usaron estirpes silves-

tres y mutantes madB, con fototropismo defectuoso.

Con respecto a la estimulacibén de la carotenogé-
nesis por vitamina A, la estirpe S253 se comporta
igual que el silvestre mientras que 5252 es parcial-
mente insensible; su respuesta a distintas concen-

traciones de vitamina A se muestra en la figura 8.

Las dos estirpes S252 y 5253 fueron cruzadas por

la estirpe B1l42, un tipo silvestre de sexo opuesto.

Para determinar 1la ?robabilidad de diferenciar
visualmente los fenotipos piec y silvestre, se hicieron
experimentos de reconstitucién mezclando esporas de
B142 (+) y S252 o S253. La distincifn a simple vista
del fenotipo de S252 respecto del silvestre es muy
clara: se sembraron esporas de Bl42 y S252 en propor-
cién 1:7 en 2 cajas de medio GAEL &cido y se incubaron
3 dias bajo luz blanca a 22°C; se escogieron diez co-
lonjas como normalesrpara la fotoinduccidén segfin su co-
lor vy se comprobd su sexo; las diez eran, en efecto,

de sexo (+), y por tanto Bl42,

Por el contrario, S253 se distingue mal a simple
vista del tipo silvestre: en cajas sembradas en la
misma forma que para S252, resulté imposible diferen-
ciar colores y, al intentarlo, se aislaron indistinta-
mente colonias de ambos sexos y, por tanto, de ambos

~genotipos.
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El cruzamiento S252 x B142 dié abundante nfmero
de zigosporas de tamano muy pequeino, que germinaron

a los 135 dfas de la inoculacibén de los parentales.

Aproximadamente la mitad de las zigosporas que
~germinan son fértiles y dan lugar a germoesporas via-
bles (de 15 germoesporangios analizados individualmen-
te, 7 fueron fértiles y el resto estériles). Entre la
descendencia procedente de 250 zigosporas, aproximada-
mente la mitad presentan la fotoinduccibén defectuosa
tipica de 8252, lo cual confirma que S252 contiene una
sola mutacién, pie-1, implicada en la fotocarotenogé-
nesis. Entre esta mitad se aisldé un recombinante pic-I
(+) -designado por S278 y confirmado por andlisis cuan-

titativo.

El cruzamiento S253 x B142 dié abundantes zigos-
poras, que, tras una dormancia de 135 dias, produje-
ron germoesporangios en su mayor parte estériles (70%) .
No se consiguid ningfin andlisis Gtil de la descenden-
cia, ante la dificultad de distinguir los fenotipos

mutante y silvestre.
Curvas de respuesta a la intensidad en mutantes pic
La figura 9 muestra el contenido de B-caroteno

en funcibn de la intensidad luminosa para los mutan-
tes S§252 (pic-1) y S253 (pic-2).
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~ Figura 9. Fotocarotenogénesis. Contenido de g-caroteno
de los mutantes S252 (pze-1) y 8253 (pZe-2) y la estir-
pe silvestre NRRL1555 a distintas intensidades lumino-

sas, en relacibdn con el contenido en la oscuridad.
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La estirpe S253 tiene una curva de respuesta a
la intensidad de aspecto semejante a la del silves-
tre y los mutantes madAd y madB; requiere unas 10 ve-
ces m8s luz que el silvestre para alcanzar los mis-

mos contenidos de g-caroteno.

Por el contrario, la curva de fotoinduccién de
§252 en funcién de la intensidad luminosa tiene un as-
pecto muy distinto de la del silvestre: el umbral es
aproximadamente el mismo, pero es mucho menor la res-
puesta a cada intensidad luminosa por encima de la
umbral.

Obtencidn de dobles mutantes madB pic

Ni los mutantes pic¢ ni los mutantes madB o madA
carecen totalmente de fotocarotenogénesis. Los mutan-
tes mad son ciegos para el fototropismo, pero no los

mutantes pic.

Para observar el efecto de la presencia, en un
mismo genomio, de una mutacién de cada tipo, se hi~
cieron los cruzamientos C304 x S252 y C304 x 3253; la
estirpe C304 tiene el genotipo madB103 nicAl101 (+).

En ambbs cruzamientos se obtuvieron bastantes zigospo-
ras; el tiempo de dormancia fue de 106 y 95 dias, res-

pectivamente.

En el cruzamiento C304 x S252 la mayoria de los
~germoesporangios fueron estériles; s6lo 5 de 19 anali-
zados resultaron fértiles. Se determinaron los fenoti-
pos de las germoesporas estudiando la ceguera para el
fototropismo y el color de los micelios incubados bajo

luz blanca.
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De los 5 germoesporangios fértiles analizados
separadamente, 3 daban lugar a germoesporas de dos
tipos: ciegas claras y videntes oscuras. Entre las
videntes oscuras a veces se podian apreciar diferen-
tes intensidades de pigmentacibn, pero estas dife-
rencias eran escasas. Los otros dos germoesporangios
contenian germoesporas ciegas claras, ciegas oscuras
y videntes oscuras. Entre las videntes oscuras se dis-
tingufan dos grados, de coloracién mds y menos inten-

sa.

Uno de estos germoesporangios se analiz6 cuan-
titativamente y los resultados se indican en la Ta-

bla 1v).

Estos resultados descartan la posibilidad de que
la mutacidén piec-1 afecte al gen madB y sugieren que el
~gen afectado por la mutacibén pie-1 es independiente o

al menos no préximo de madB.

El resultado mé&s importante de este cruzamiento
es el aislamiento de dobles mutantes madB103 pie-1,
cuya respuesta a la luz aparece en la Tabla V y la

figura 10.

Las germoesporas del cruzamiento C304 x S253 pro-
dujeron colonias ciegas y videntes para el fototropis-
mo, pero sin diferencias notables a simple vista en
cuanto a color. Con &nimo de obtener dobles mutantes
madB103 pie—-2, se aislaron las colonias aparentemente
mids claras entre las ciegas, pero, tras varios reais-
lamientos, se comérobé que nd fotoinducen menos que la
estirpe parental C304. Es posible que el doble mutante
buscado no sea muy diferente de los parentales en cuan-

to a fotoinduccibn.



TABLA IV. Andlisis de 90 de las germoesporas de un solo germoesporangio del cruzamiento

€304 x 5252.
Fenotipo
Germoesporas Frecuencia fototropismo fotoinduccibn en luz blanca Genotipo
N& 3 " ‘color g—caroteno

Tipo 1 19 20 ciegas claras 180 madB pic-1

2 20 27 ciegas oscuras - madB

3 51 53 videntes oscuras 347 pie-1

4 V - videntes muy oscuras 527 silvestre
Testigos
NRRL1555 vidente .muy oscuras 542 silvestre
Cc304 ciega oscura 360 madB
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Figura 10. Fotocarotenogénesis. Contenido de B-caroteno
de los mutantes S290 (madB103 pie-1), Cl1l1l (madB103),

S252 (pze-1) y la estirpe silvestre NRRL1555 a distin-
tas intensidades luminosas, en relacién con el conteni-

do en la oscuridad.
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TABLA V. Contenido de ﬁ—carqteno sintetizado a la luz

y a la oscuridad por la estirpe silvestre

NRRL1555, la estirpe doble mutante madB pic-1I

y las estirpes parentales 5262 y C304

Estirpe Genotipo B—caroteno (ppm)
luz oscuridad
NRRL1555 (=) 459 45
C304 madB103 nicA101 (+) 266 59
5252 - pie-1 (-) 252 38
$290 madB103 pie-1 (=) 116 29

Fotocarotenogénesis en mutantes defectivos en la regula-

etén de la carotenogénesis

Se determindé la acumulacibén de B-caroteno en la luz

y en la oscuridad en la estirpe S120, genotipo car-114,

que es parcialmente insensible a la vitamina A (Tabla V

TABLA VI.Fotoinduccidén del B-—caroteno en la estirpe S120

Est”rée Genotigo
NRRL1555 (-)

S120 car-114 (=)

B—caroteno, ppm

luz oscuridad
555 74
471 46
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Se concluye que la mutacidn car-114 no afecta a

la capacidad de fotoinduccibn.

La estirpe C2, genotipo card5 (-), acumula en la
oscuridad una pequeifiisima cantidad de B-caroteno y una
variedad de sus precursores que dan como resultado un

- complicado espectro de absorcién (Fig. 11, a).

Si se cultiva bajo iluminacibn, el espectro de ab-
sorcién mantiene su apariencia general, perd cambia al-
~go 1los vélores absolutos (Fig. 11, b), indicando algtn
~grado de fotoinduccibén. Con los resultados existentes
- por ahora, no se puede decir si la fotoinduccibn rela-
tiva en C2 es comparable a la del silvestre (diez ve-
ces mis en luz que en la oscuridad), aunque desde luego
en C2 la cantidad absoluta de B-caroteno producida bajo
el estimulo luminosos queda muy por debajo de la produ-

cida en el silvestre (unas 500 ppm) .

No estd claro si los mutantes carS, que acumulan
enormes cantidades de B-caroteno en la oscuridad (unas
2000-4000 ppm), son fotoinducibles (Eslava, 1973; Muri-
llo, 1975). Desde luego, la luz no 1es estimula a acu-
mular diez veces mis, pero no es f4cil decir si les es-
timula a producir 500 ppm mis, ya que esta cantidad es
pequena comparada con la presente en la oscuridad y la
luz debe destruir los carotenos presentes, en propor-

cidén desconocida.

M.I.G. Roncero, después de llevar a cabo el cruce
apropiado en este laboratorio, obtuvo la estirpe S283,
de genotipo card5 carS42 (=), que reune la mutacibén es-
timuladora carS y la inhibidora card. En la oscuridad,

estas dos instrucciones contradictorias dan lugar a la
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Figura 11. Espectro de absorcién en un extracto de la
estirpé C2 (carAd5). a) Absorbancia por gramo de mate-
ria seca en micelios incubados 4 dias a la luz. b) Ab-
sorbancia por gramo de materia seca en micelios incuba-~
dos 4 dias en la oscuridad. Los micelios se rompieron

en una mezcla de &ter de petrdleo y metanol; la fraccibn
de é&ter de petrbleo (que contiene los carotenos) se de-
secb y resuspendid en hexano antes de obtener el espec-

tro de absorcién.



acumulacién de unas 100 me g—caroteno, cantidad apre-
ciable, algo mayor que la acostumbrada en el silvestre.
La curva de respuesta a la luz aparece en la figura 12.
Se concluye que el doble mutante card carS es incapaz
de fotoinducir la carotenogénesis. El ligero descenso
del caroteno a altas intensidades de luz puede atri-
buirse a la fotolisis. La fotolisis no alcanzaria a
contrarrestar en esta estirpe una fotoinduccién normal,
de 500 ppm B—~caroteno, de la misma manera que no alcan-

za en el silvestre:

Fotoinduceidn de B-caroteno por luz roja mediante azul

de metileno

En Phycomyces la luz roja no es efectiva en indu-
cir la carotenogénesis, haya o no azul de metileno en
el medio (Tabla VII).

Las diferencias de contenido de B-caroteno son
poco importantes y no sistemfticas. Para confirmar que
los valores no eran significativamente distintos, se
estudid de nuevo la fotoinduccién de carotenos por luz
roja a dos intensidades diferentes en la estirpe sil-
vestre NRRL1555 incubada en medio GA un nGmero varia-
ble de dfas (Tabla VIII).
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Figura 12. Fotocarotenogénesis. Contenido de B-caroteno
de la estirpe S283 (doble mutante card carS) y la estir-
pe silvestre NRRL1555, a distintas intensidades lumino-

sas,en relacidn con el contenido en la oscuridad.
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TABLA VII.Contenido de B-caroteno (ppm) en micelios in-
cubados durante ? dias en medio SIV, con azul
de metileno (30 uM) o sin él, e <luminadas

continuamente con luz roja (4 W/m2) o en la

oscuridad.
Condiciones Azul de
Estirpe Genotipo . . . metileno
iluminacién S
I NO
NRRL1555. (=) luz roja 101 107
oscuridad 62 91
C109 madB101 (-) luz roja 77 109
oscuridad 165
Cl14 madB106 (=) luz roja 85 88

TABLA VIII.Contenido de B—caroteno de micelios silvestres
de NRRL1555 incubados en medio GA un nimero
variable de dias, con o sin aszsul de metileno -

(30 uM) e Zluminado o nmo con luz roja.

Dias Luz roja Azul de metileno

(W/m?) | SI NO

4 144 173
4 4 264
0 164

7 4 384 455
0 422

4 4 91 103

96

0
0

7 0,4 222 334
0 249
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Los altos contenidos en B-caroteno se deben atri-
buir a las temperaturas algo elevadas a que dié lugar
la fuerte iluminacidn, a pesar de los esfuersoé para
evitarlas. No se 6bserva fotoinduccibén por luz roja en

presencia de azul de metileno.

Hay que sehalar que el azul de metileno no pene-
tra apreciablemente en las cé&lulas de Phycomyces: ni
los micelios vivos ni sus extractos tienen trazas de
coloracidn ‘azul tras la incubacidn con azul de metile-

no.

FOTODIFERENCIACION

En determinadas condiciones ambientales la luz
decide la diferenciacién de los esporangibéforos en dos
estados alternativos, "gigante y enano" (Thornton,
1973) . Se han determinado por primera vez las relacio-
nes entre intensidad luminosa y respuesta en la estir-
pe silvestre NRRL1555 (Fig. 13). La luz inhibe la apa-
ricidn de esporangibforos enanos e induce la de gigan-
tes. La estimulacidn de gigantes es mucho menos acusa-
da que la inhibicién de enanos: a la intensidad més
alta utilizada, hay 2300 veces menos enanos que en la
oscuridad, pero sb6lo 26 veces mis gigantes. En otras
palabras, no hay una interconversién biunivoca de un

tipo en otro.

El umbral de intensidad para este efecto es muy

bajo, probablemente inferior a 1010 w/m2.
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Figura 13. Fotodiferenciacién de esporangiéforos en la
estirpe silvestre. Nimero de esporangi6foros enanos y

nGmero de esporangibforos gigantes en funcidén de la in-

tensidad de luz azul.
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Fotoinieiacidn de esporangidforos gigantes en mutantes

mad

La figura 14 muestra el nlmero de esporangiéforos
~gigantes en funcibén de la intensidad luminosa en varios

mutantes.

El mutante madB es ciego para intensidades que ve
el silvestre. Su umbral, mucho mds alto que el del
silvestre, es del orden de 10~ W/m2.

La estirpe C21 (mutacidn madA?7) no produce espo-
rangiéforos gigantes por debajo de 10-7 W/m2 y produce

menos que el silvestre por encima de ese umbral.

La estirpe Cl41 (mutacidén mad(C61) produce menos
esporangi6foros gigantes que el silvestre a todas las
intensidades. La misma mutacién est8 presente, en otro
fondo genético, en la estirpe C59; los resultados con
C59 (no dibujados) fueron bastante mds parecidos a los
del silvestre que los de Cl41l, lo que sugiere un papel
importante para el fondo genético de la estirpe, més

que para la mutacidn madC concreta.

Fotoinhibicidn de esporangidforos enanos en mutantes

mad

La figura 15 muestra la produccién de esporangib-
foros enanos en funcibén de la intensidad luminosa. En
cada experimento se incluyd la estirpe silvestre
NRRL1555 como testigo. Los resultados se dan como el
nmero de esporangiéforos enanos relativo al del sil-
vestre en la oscuridad; de esta manera se eliminan las
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Figura 14. Fotoiniciacibn de esporangib6foros gigantes
en mutantes mad. Nfmero de esporangibéforos gigantes

por caja de Petri en funcidn de la intensidad lumino-
sa en la estirpe silvestre NRRL1555 y los mutantes Cl1l1l
(madB103), €21 (madid?) y Cl41 (earA5 madC51).
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Figura 15. Fotoinhibicidn de esporangi6foros enanos.
Nfimero de esporangifforos enanos por caja respecto

al valor del silvestre en la oscuridad, en funcidn

de la intensidad de luz azul, en las estirpes mutantes
' Cl11 (madB103), C21 (madA7) y Cl41 (madC51 carA5). En
cada experimento se incluye la estirpe silvestre
NRRL1555 como testigo.
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variaciones ambientales propias de experimentos tan

largos como estos.

Las mutaciones en los genes madA y madB, que
hacen a los esporangibéforos ciegos para el fototro-
pismo, hacen los micelios ciegos para la fotoinhibi-
cibn de esporangibforos enanos. Ambas respuestas
son provocadas, sin embargo, por altas intensidades
luminosas. La mutacién en el gen madC afecta al foto-
tropismo-pero no a la fotoinhibicién. La estirpe C149,
portadora de una mutacién madD, tiene un nGmero de
esporangiéforos enanos sensiblemente inferior al del
silvestreA(unas siete veces mis pequeno en la oscuri-
dad), pero la fotoinhibicién se produce tanto o més

que en el silvestre.

FOTOINHIBICION DEL CRECIMIENTO EN PRESENCIA DE QUINA-~-
CRINA

La riboflavina y la quinacrina, a altas concen-
traciones en el medio, inhiben fuertemente el creci-
miento de Phycomyces cuando se incuba a la luz, pero

apenas lo afectan en la oscuridad (Carlile, 1962).

La figura 16a muestra los pesos secos (mg) por cul-
tivo, de micelios del tipo silvestre y del mutante C109
incubados con 0,18 mM de gquinacrina bajo luz blanca o
en la oscuridad. La figura 16b muestra los resultados

de un experimento similar con el mutante Cl112.

Tanto los mutantes como el tipo silvestre son
fuertemente inhibidos por la combinacién de quinacri-

na y luz.
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Figura 16. Fotoinhibicién por quinacrina. a) Peso seco
de micelios de la estirpe silvestre NRRL1555 y el mu-
tante C109 (madB101) cultivados con 0,18 mM de quina-
crina durante distinto nlimero de dias bajo la luz o en
la oscuridad. b) Lo mismo para el mutante Cl1l12 (madB104)

y el correspondiente testigo silvestre.
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En estos experimentos aparecen de vez en cuando
cultivos iluminados que contienen una masa normal de
micelio, es decir, no inhibidos por la quinacrina.
Estos casos se explican por la frequentisima apari-
cién de mutantes esponta&nos con efectos en la permea-
sa de la riboflavina (Delbrfick y Ootaki, en prensa).
Estos mutantes no admitirfan tan f&cilmente la entrada

de quinacrina y serian menos inhibidos.

Los mutantes defectuosos en la permeasa de la
riboflavina son resistentes a 5-deazarriboflavina, un
anfilogo t6xico de la riboflavina que penetra en las
células por la misma permeasa de la riboflavina (Del-
bfﬂck y Ootaki, en prensa). En consecuencia, la sospe-
cha de que los micelios iluminados no inhibidos por
qguinacrina tienen una permeasa de la riboflavina algo
diferente puede investigarse sembrando sus esporas en
un medio que contenga 5-deazarriboflavina (1 pg/ml).
La capacidad de formar colonias en este medio fue de
5,9 x 10-5 para las esporas de un cultivo C112 ilumi-
nado y no inhibido, pero sblo de 2,9 x 10-6 para las
esporas normales. En cuanto a las esporas de un culti-
vo NRRL1555 iluminado y no inhibido, casi todas fueron
capaces de crecer algo en presencia de 5-deazarribo-
flavina, dando micelios tenues de 2-3 mm de difmetro.

Concluimos, por consiguiente, que los casos espo-
rddicos de crecimiento de cultivos iluminados en pre-
sencia de quinacrina se deben a seleccién de los abun-
dantes mutantes defectuosos en la permeasa de la ribo-

flavina.
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DISCUSION

FOTOINDUCCION DE CAROTENOS
La respuesta de la estirpe silvestre

. El contenido de B-caroteno sintetizado por Phyco-
myces depende de los valores absolutos de intensidad
luminosa a los que se expone el micelio. En el presen-
te trabajo se ha estudiado un ampiio intervalo de in-
tensidades luminosas y se ha determinado la intensidad
umbral de luz azul, por debajo de la cual el contenido
de g-caroteno es el mismo que en la oscuridad. Dicha
intensidad umbral, del orden de 10-> W/m2 en 1la estirpe
silvestre NRRL1555, es unas diez mil veces mayor que la
intensidad umbral, 10™2 W/m2, para el equilibrio foto-
_geotrbpico (Bergman et al., 1973). No se alcanzd, sin
embargo, la saturacién de la respuesta, a pesar de ha-
ber empleado intensidades muy superiores a las que sa-

turan el fototropismo.

Estas diferencias entre fotocarotenogénesis y fo-
totropismo son congruentes con los diferentes papeles
que juegan en la vida del organismo. El fototropismo
facilita presumiblemente la dispersidn de las esporas
~guiando al esporangi6foro desde el sustrato donde crez-
ca el micelio,al airé libre; la luz, incluso poco in-
tensa, constituye una guia fiable. La mayor parte del
B-—caroteno parece tener una funcién fotoprotectora;
seria superfluo inducir su sintesis a intensidades ba-

jas que no causan dahos.
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Por otra parte, el fototropismo se basa en el
fotomecismo, respuesta provocada sb6lo por cambios
en la intensidad luminosa, mientras que la fotoin-
duccibn de carotenos depende de la intensidad lumi-

nosa absoluta.

Ademés el fototropismo es una respuesta exélu-
siva de los esporangidforos, mientras que la fotoca-
rotenogénesis se da en otras estructuras del organis-
mo, y muy especialmente en micelios, aunque estén des-
provistos de esporangiSforos. La fotocarotenogénesis
demuestra por tanto que el micelio tiene la capacidad

de detectar la luz y reaccionar a ella.

Los mis altos contenidos de B-caroteno inducidos
por la luz (5600 ppm) estdn lejos de alcanzar el 1li-
mite potencial de la carotenogénesis. En otros casos,
las cantidades de g-caroteno acumuladas por la estir-
pe silvestre son mucho mayores: 2000 ppm para la vita-
mina A (Eslava et al., 1974) y 25000 ppm en estirpes
de determinado genotipo, en ausencia de estimulos ex-
ternos (Murillo et al., 1978). |

Base genética de la fotocarotenogénesis

Las mutaciones en los genes madA y madB, que afec-
tan pasos tempranos de la cadena de transduccién sen-
sorial del fototropismo, afectan también a la fotoca-
rotenogénesis. Los productos de estos genes deben ser
transduétores comunes a las dos respuestas. La presencia
de los mismos elementos tempranos en las dos cadenas
de transduccidn sensorial sugiere la idea de un fotorre-
ceptor comfin. No puede excluirse por completo la idea
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opuesta de que los mismos elementos transduzcan in-
formacién procedente de una flavina, en el caso del
fototropismo, y de un caroteno, en el caso de la fo-

tocarotenogénesis.

El doble mutante madA madB es mucho mis defec-
tivo que las estirpes que contienen las mutaciones
por separado, tanto para el fototropismo, para el
cual es précticamente ciego (Lipson, comunicacién per-
sonal), como para la fotocarotenogénesis. Se supone
gue los productos de ambos genes interaccionan y por

tanto el efecto de las mutaciones es cooperativo.

Las curvas de equilibrio fotogeotrSpico para los
mutantes madA, madB y madC, afectados en pasos tempra-
nos de la cadena sensorial, son idénticas a la del ti-
po silvestre, pero desplazadas hacia intensidades mas
altas. Los mutantes afectados en transductores tardios
muestran curvas distintas, con menores respuestas a
todas las intensidades (ver figura 3, p4g. 14) (Berg-
man et al., 1973). Por analogia, las curvas de foto-
carotenogénesis en funcibn de la intensidad luminosa
sugieren que las mutaciones madA, madB y pic-2 afectan
a pasos tempranos de la cadena sensorial responsable
de la fotocarotenogénsis, mientras que pic-1 afecta a

un paso tardio.

La analogia se extiende a particularidades como
el comportamiento de la estirpe C21, que muestra en
los dos casos curvas desplazadas con una pendiente al-
~go mayor de lo normal (Bergman et al., 1973 y esta te-

sis) .
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El factor de desplazamiento de las curvas de la
fotocarotenogénesis en mutantes "tempranos" es de 4
a 30 veces, mientras que en las del fototropismo es
de 104 a 105 veces (Bergman et al., 1973). Estas di-
ferencias excluyen muchas interpretaciones sencillas
y tentadoras sobre la funcidén de estos genes, como,
'por ejemplo, que el gen madA determine el fotorrecep-
tor y los mutantes mad4d tengan menos fotorreceptor
activo. Las diferencias citadas tienen gue ver proba-
blemente con las muy distintas relaciones cuantitati-
vas entre estimulo y respuesta que caracterizan a las

dos cadenas sensoriales.

El doble mutante madB pie-1 no es mis defectivo
para la fotocarotenogé&nesis que cualquiera de los dos
mutantes sencillos por separado, lo cual indica que
las dos mutaciones afectan a una misma cadena senso-
rial y no a dos cadenas paralelas y aditivas para la

fotoinduccién de B-caroteno.

El doble mutante car4d carS es por ahora el Gnico
mutante con la fotoinduccién blogqueada por completo.
La fotoinduccibén de los mutantes sencillos por separado
es diffcil de estudiar debido al efecto que estas muta-
ciones ejercen sobre la carotenogénesis. Una al menos,
de las mutaciones card o carS afecta la fotoinduccién
de B—caroteno. Dentro del canal de transduccién senso-
rial seria responsable de un transductor tardio, ya que
dichas mﬁtaciones afectan a otras propiedades de la ca-

rotenogénesis no relacionadas con la luz.

La ordenacidén de las mutaciones implicadas en la
fotocarotenogénesis dentro de un canal de transduccibn

sensorial se muestra en la figura 17.
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tenogénesis.
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Jayaram et al. (1979) han descubierto reciente-
mente dos componentes en la fotocarotenogénesis, res-
ponsables respectivamente de la respuesta a dosis ba-
jas, que se satura a 20 J/m2, y de la respuesta a do-
sis altas, con la saturacién a 1000 J/m2. En nuestros
experimentos no se detecta la existencia de dos com-
ponentes. Hay que tener en cuenta que nuestros expe-
rimentos utilizan exposiciones continuas a la luz,
mientras que Jayaram et al. hicieron exposiciones cor-

tas.

Los experimentos de fotoinduccidn por luz roja me-
diada éor.azul de meéetileno, que en Fusarium aquaeductum
(Lang-Feulner v Rau, 1975) dieron resultado positivo,
han resultado negativos en Phycomyces, debido probable-
mente a que el azul de metileno no penetra en la célu-
la. Esto mismo ocurre en Neurospora crassa (Rau, comu-

nicacién personal).

FOTODIFERENCIACION
Respuesta en el tipo silvestre

El efecto inhibidor de la luz sobre el desarrollo
de esporangibéforos enanos es mucho més acusado que el
efecto estimulador de esporangibéforos gigantes.

No hay una conversibn de primordios enanos en
~gigantes, sino que, ademés, la luz inhibe el desarrollo
de érimordios. Los primofdioé de los esporangibforos
enanos y gigantes difieren en su morfogénesis (Thornton,

1975) . La inhibicibén de unos y la estimulacidén de otros
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parecen ser dos respuestas sensoriales distintas, a
las que podemos llamar macroforogénesis y microforo-

~génesis.

El umbral, al gue no se ha llegado experimental-
mente, est8 por debajo del umbral fotogeotrdpico.
Desconocemos realmente el umbral absoluto para el foto-
tropismo, porque, mientras nas limitemos a nuestro pla-
neta, s8lo podemos medir el umbral de luz en que el fo-
totropismo comienza a compensar al geotropismo. Parece
ser, en todo caso, que Phycomyces es capaz de responder
a intensidades luminosas menores de lo que se creia.

No se conoce el sentido biolbgico de un umbral
tan bajo, ya que no se sabe en qué condiciones se pro-
ducen esporangibéforos enanos y gigantes en la natura-
leza. Las condiciones en que hemos observado microfo-
rogénesis son particularmente adversas (frio, oscuridad,
escasez de nitrbgeno) y puede parecer conveniente aho-
rrar materiales y energia aun a costa de reducir la
dispersidén de las esporas. La luz hasta muy bajas in-
tensidadés, serfa una sefial favorable en cuanto a la
posibilidad de dispersién. La fotodiferenciacibén tendria

asi una ventaja selectiva.

La fotodiferenciacién de esporangiéforos enanos
y gigantes como la fotocarotenogénesis, es una res-
puesta micelial dependiente de intensidades luminosas

absolutas.

Los experimentos sobre fotodiferenciacidén de es-
porangibdforos tropiezan con la dificultad de que la
pobreza del medio y la baja temperatura retrasan mu-
cho el crecimiento. Los experimentos duran unas tres
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semanas. La larga duracidn contribuye probablemente a
su menor reproducibilidad. Seria conveniente explorar

exhaustivamente condiciones ambientales mAs favorables.

Parece que el contenido de nitrbgeno no es muy
importante, ya que usando un medio con mil veces més
asparragina, se seguian produciendo muchos enanos en

la oscuridad.

Base genétiea de la fotodiferenciacidn

Las mutaciones en algunos de los genes gque afectan
al fototropismo también afectan a la fotodiferenciacién.
Los mutantes mad4 y madB son defectuosos en la fotoin-
hibicidén de enanos y en la fotoinduccidén de gigantes y
por tanto los productos de los genes madA y madB parti-

cipan en ambos canales de transduccibn.

Para las dos respuestas las mutaciones en dichos
_genes conducen a una pérdida de sensibilidad; son nece~-
sarias intensidades mucho mds altas para conseguir la

misma respuesta que el silvestre.

Al iguél que ocurre con la estirpe silvestre, el
umbral de estos mutantes para la fotodiferenciacién
(entre 10-7 Yy 10-> W/m2) esti por debajo del umbral
para el equilibrio fotogeotrd&pico (1073 a 10-4 w/m2).

La macroforogénesis de la estirpe C1l41, con la
mutacidn madC51, es algo diferente de la silvestre.
La diferencia, que afecta al nGmero de esporangiéforos
~gigantes, se achaca a diferencias en el fondo genético,

ya que la misma mutacién en un fondo diferente produce
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diferencias mis pequenas. Una de estas diferencias
podria ser la presencia en el genotipo de Cl41 de
una mutacidén card, que impide la sintesis de g-ca-
roteno. Galland y Russo (1979), estudiando la ma-
croforogénesis en atmésfera cerrada con exposicio-
nes luminosas de 1 minuto de duracidn, encontraron
gque las estirpes carentes de g-caroteno tienen
alterada la respuesta en mayor grado cuanto menos

g—caroteno residual presentan.

La estirpe C149, con una mutacidn madD, tiene
la misma sensibilidad a la luz que el silvestre, pe
ro los nimeros absolutos de esporangiéforos enanos,
tanto en la luz como en la oscuridad, son muy bajos.
Este mutante también tiene un comportamiento espe -
cial para la macroforpgénesis en atmbsfera cerrada
(Galland y Russo, 1979}, incluyendo disminucidn de
1a respuesta para las intensidades m&s altas.

La determinacidn de los genes implicados en
las dos respuestas,.fototroéismo y fotodiferencia-~-
cibn, permite establecer la conexién entre las res
peétivas cadenas de transductores. Como en las de-
més respuestas miceliares participan en la fotodi-
ferenciacién los productos de 1os_genes.tempranos,
quA y’madB (Fig. 18).
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FOTOINHIBICION DEL. CRECIMIENTO

La quinacrina, inhibidor de las flavinas (Haas,
1944), produce un efecto sobre la estirpe silvestre
notablemente distinto en la luz que en la oscuridad,
y este hecho fue interpretado como prueba a favor de
que el fotorreceptor es una flavina (Carlile, 1961).
Sin embargo todos los efectos causados por la luz no
tienen que realizarse obligatoriamente a través de
la misma.cadena de transductores. Por ejemplo, la luz
actuando a través de una molécula fotosensibilizado-
ra podria ocasionar dafios a la cé&lula a nivel de la
cadena fespiratoria, sin relacibn con el canal de fo-
totransduccibn. 7

El hecho de que los mutantes en el gen madB no
éresenten diferencia con el tiéo silvestre respecto
a la fotoinhibicibn del crecimiento por guinacrina
demuestra que el éroducto del gen madB no intervie-
ne en este efecto de la luz. Como el producto del
.gen madB es un transductor temprano, implicado en
todos los demds efectos conocidos de la luz en Phy-
comyces, cabeisuponer que la fotoinhibicién del
crecimiento en presencia de quinacrina no esté re-
lacionada con el sistema sensorial, sino que tiene
lugar a un nivel celular muy distinto.
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INTEGRACION DE LAS RESPUESTAS

Una de las respuestas del micelio a la luz, la
fotocarotenogénesis, tiene un umbral mayor que el
del fototropismo; las otras dos, fotomacroforogéne-
sis y fotomicroforogénesis, menor. Estas diferencias
pueden explicarse por el papel que juega cada respues-

ta en la vida del organismo.

Del estudio de dichas respuestas en los mutantes
mad se concluye que los genes madA y madB est&n impli-
cados tambié&n en la transduccibén sensorial para la fo-
tocarotenogénesis y la fotodiferenciacién de esporan-
~gibdforos. Las mutaciones en estos genes conducen siem-
pre a disminucibén de la sensibilidad a la luz (curvas
desplazadas y umbrales m&s altos respecto al silvestre).
pero esta disminucibn es cuantitativamente diferente de

unas respuestas a otras.

Estos genes, por tanto, deben controlar pasos tem-
pranos, comunes a todos los procesos de transduccibn
fotosensorial y presentes en el micelio como en los espo-

rangibforos.

El gen madB no participa en la fotoinhibicién del
crecimiento por quinacrina. Esta respuesta a la luz no
parece, por tanto, estar mediada por la misma cadena de
transduccidn sensorial.

La conexién de la fotodiferenciacidn con el canal
' sensorial del fototropismo se hace a un nivel anterior
a madC, en el mismo punto que las demis respuestas mi-

celiares.
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El hecho de que el mutante madD, que se cree que
tiene el metabolismo del AMPc alterado (Cohen, 1978)
presente ciertas peculiaridades en las respuestas de
fotodiferenciacidén sugiere una posible participacibn
del AMPc en otras respuestas distintas del fototropis-
mo. Esta posibilidad debe ser estudiada més profunda-
mente utilizando otros mutantes y analizando en deta-

lle otras respuestas, como la fotocarotenogénesis.

La fotocarotenogénesis depende también de genes
no implicados en el fototropismo. Los mutantes defec-
tuosos en la fotoinduccibn de carotenos, al igual que
los del fototropismo, pueden tener dos tipos de res-
puestas: desplazada hacia intensidades m&s altas o re-
ducida a todas las intensidades. Esta similitud entre
una respuesta del esporangibéforo y otra micelial hace
pensar que la estructura y organizacién de los canales
de transduccidén que transfieren la informacibén desde el
fotorreceptor a cada respuesta es la misma en todos los

casos.

La luz actfia sobre la carotenogénesis a través de
uno al menos de los genes card o0 carS. Estos genes es-
taban ya implicados en la regulacibén de la sintesis de

carotenos.

Los tropismos, la carotenogénesis y la diferencia-
cidn de esporangiéforos son procesos importantes para
el'organismo no relacionados entre si, y sometidos a
una regulacidén precisa que puede ser afectada por otros
~agentes distintos de la luz. Es interesante, sin embar-
~go, que la luz afecte a todos ellos a través de un equi-
po comfin de transductores, presentes en todo el organis-

mo.
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