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RESUMEN Y CONCLUSIONES

La produccién de los cuerpos fruct{feros (esporangidéfo-
ros) de Phycomyces estd regulada por la 1luz (fotoforogéne-

sis). En esta Tesis hemos definido unas condiciones experi-
mentales que nos han permitido obtener respuestas morfoge-
néticas graduales, cuantitativas y ajustables a una funcién
algebraica. Hemos caracterizado la fotoforogénesis de la
estirpe silvestre de Phycomyces y de diversas estirpes alte-

radas en el fototropismo de 1los esporangiéforos y en la
biosintesis del beta-caroteno. A la 1luz de los resultados
obtenidos concluimos que:

1. E1 aumento en la densidad de siembra de esporas, la
hermeticidad de 1los "cultivos y la falta de asparragina en el
medio de cultivo inducen la microforogénesis e inhiben la

macroforogénesis.

2. En las condiciones recomendadas, sélo se forman espo-
rangidéforos al tercer y cuarto dia de edad del cultivo.

3. La iluminacién de los cultivos inhibe 1la microforogé-
nesis y estimula la macroforogénesis.

4. Los cultivos son competentes a la luz entre las 32 y
las 68 horas de edad y la mdxima respuesta se obtiene ilumi-
nando a las 48 horas de edad.

5. La iluminacidén continua con luz azul induce respuestas
morfogenéticas con un solo componente cuyo umbral es, aproxi-
madamente, 108 w m~2.



6. Los destellos azules aplicados a los dos dias de edad
inducen respuestas con dos componentes cuyos umbrales son,

aproximadamente, 1074 y 1 J m~2,

7. La diferencia entre las formas de las curvas obtenidas
con iluminacién continua y con destellos se debe a la falta
de sincronfia y a la brevedad de los periodos de competencia
de los micelios inoculados en cada caja de Petri. El periodo
de competencia de cada micelio es de unas pocas horas, mucho

mds corto que el del cultivo.

8. La fotoforogénesis sigue la ley de Bunsen-Roscoe o de
la reciprocidad de la respuesta con estimulos que duran entre
12 y 12000 segundos, por lo menos.

9. Los espectros de accién de los dos componentes de las
dos respuestas se parecen entre si y a los de las otras

fotorrespuestas de Phycomyces, pero existen diferencias

significativas que indican gque 1los fotorreceptores no son

idénticos.

10. Las mutaciones en los genes madA y madB desplazan el

umbral de las dos fotorrespuestas cien y diez mil veces,
respectivamente. Las mutaciones en estos genes producen un

efecto multiplicativo cuando estdn en el mismo genomio.

11. Los mutantes en los genes madC a madH no tienen alte-

rada la fotosensibilidad de ninguna de las dos fotorrespues-

tas.

12. Ni la superproduccién de beta-caroteno (mutaciones en
los genes carS y carh) ni las mutaciones en lo0s genes picA,

picB y carC alteran la fotosensibilidad de ninguna de las dos

fotorrespuestas.



13. El1 beta-caroteno Yy el producto del gen carA (pA) son
necesarios para la fotoforogénesis. Su ausencia tiene un

efecto multiplicativo sobre las mutaciones en los genes madaA
y madB.

l4. Proponemos como hipStesis de trabajo que el sistema
de fotorrecepcién para la fotoforogénesis estd compuesto por
flavinas, 1los productos de 1los genes madA y madB y el
complejo beta-caroteno-pA, que funcionarfia como pigmento
antena en un agregado macromolecular.



INTRODUCCION

El hecho de que una sola célula, el cigoto, dé lugar a un
ser vivo tan complejo como el que lee estas lineas ha fasci-
nado durante mucho tiempo a 1los cientificos. El'problema
esencial consiste en entender cémo pueden tener aspectos Yy
funciones diferentes células con la misma informacién gené-
tica.

La biologia del desarrollo ha reunido muchas descripcio-
nes, desde el nivel macroscépico hasta el molecular. Sin
embargo, para entender el desarrollo no basta una descripcién
de 1lo que ocurre. Es necesario conocer como actlan e interac-
cionan los elementos implicados y de gue manera se toman las
decisiones que dan lugar al proceso de desarrollo. La genéti-
ca permite investigar 1las interacciones moleculares que
ocurren en un proceso de desarrollo sin saber la identidad de
los elementos implicados. El aislamiento de mutantes permite,
ademds, identificar 1los auténticos elementos involucrados en
un proceso de desarrollo y descartar los gue Sson consecuencia
del proceso en sfi. La combinacién de 1la genética con las
nuevas técnicas de la biologfa molecular estd demostrando ser

fundamental para comenzar a entender estos problemas.

El éxito de esta tarea dependerd del organismo con el que
estemos trabajando. No creo que exista un organismo modelo
para investigar la biologfa del desarrollo. Sin embargo,
podemos esperar que lo que aprendamos del desarrollo de un
organismo nos dard ideas y nuevos enfoques que puedan ser
aplicados al desarrollo de otros organismos.

Es conveniente gque el organismo objeto de estudio crezca
en medios de cultivo quimicamente definidos y sea accesible

al mayor nimero posible de técnicas genéticas y bioqufmicas.



Existen problemas de desarrollo en todos los seres vivos,
desde el ensamblaje de un virus hasta la compleja embriogéne-
sis de 1los vertebrados superiores. El cient{fico elegird el
organismo en funcién del tipo de problema que pretenda
resolver. El1 mejor ejemplo de un organismo elegido para
investigar las bases del desarrollo es el pequefio nematodo
Caenorhabditis elegans. Este animal de un mil{metro de longi-

tud tiene un f4cil manejo en el laboratorio, crece rdpidamen-
te y se obtienen mutantes y se analizan genéticamente con
gran facilidad (Brenner 1974). Un individuo hermafrodita
adulto tiene un sistema nervioso formado por 350 de sus 808
células somdticas (Edgar 198Q0). El nimero tan pequefio y fijo
de células favorecié 1la eleccién de este organismo para
investigar el desarrollo del sistema nervioso.

Se han investigado organismos multicelulares que son
complicados en su desarrollo. Sin embargo, muchos problemas
bdsicos pueden ser también estudiados en organismos mas
sencillos y que son manipulados genéticamente con mds facili-
dad. De entre ellos, los hongos son organismos muy simples
que tienen un desarrollo con estad{os definidos: germinacién
de las esporas, construccién de cuerpos fructiferos, sexuali-
dad etc. El1 ser eucariotas facilita extender los resultados
obtenidos al desarrollo de otros eucariotas mds complejos. La
mayoria de los hongos son capaces de crecer en medios defini-
dos, su genética estd mds o menos desarrollada, segin el
organismo, y se estdn comenzando a aplicar en ellos los
métodos de la Genética Molecular (Timberlake 1985, Bennett y
Lasure 1985).

Entender el desarrollo de los hongos en general nos puede
ayudar a comprender problemas muy bdsicos de 1la Biologfa. La
espora durmiente es una célula inactiva. ¢;Cémo se bloguea el
metabolismo celular?, ¢mediante qué mecanismo se inactiva la
transcripcién génica?. La activacién de la espora por diver-
sos factores ambientales supone la puesta en marcha de todo
el metabolismo celular para dar lugar al organismo adulto.



¢Cudl es el mecanismo molecular responsable de la activacién
de la espora?, ¢qué mecanismo permite la activacién génica?z,
ccémo se regula todo el proceso?.

.Tras un periodo de crecimiento vegetativo, el organismo
"decide" esporular. Para ello, una célula o segmento celular
desarrolla el cuerpo fruct{fero. Este contiene o0 sostiene a
las esporas, formas de resistencia y dispersién. La esporula-
cién es un claro ejemplo de desarrollo celular. Qué factores
desencadenan este proceso?; diferentes grupos de genes
parecen activarse para construir el cuerpo fructffero, ¢cudl
es el mecanismo molecular de 1la activacién génica gque da
lugar al desarrollo celular?, :es este mecanismo andlogo a
los responsables de otros procesos de desarrollo de organis-
mos superiores?.

La mayorfa de los hongos tienen reproduccién sexual. Esto
requiere, generalmente, 1la produccién de estructuras especia-
lizadas que favorezcan la unidén de los gametos y 1la supervi-
vencia del cigoto. Al igual que la esporulacién, la repro-
duccién sexual es un claro ejemplo de desarrollo celular. En
los hongos heterotdlicos la respuesta sexual estd dirigida
por sustancias quimicas, las "hormonas sexuales®. Adem4ds de
las preguntas sobre el desarrollo celular surgen muchas otras
sobre la reproduccién sexual en s{: ;Cémo saben dos nicleos
que son de distinto sexo?, ¢cémo se produce la fusién nuclear
y la posterior meiosis?. El1l cardcter «casi universal de la
reproduccién sexual augura un evidente interés a la resolu-
cién de estos problemas. ‘

Por todo lo expuesto, el desarrollo de 1los hongos es un
atractivo modelo para investigar problemas fundamentales de
la biologfa del desarrollo. Pese al gran avance de la

genética en muchos hongos ascomicetos (Neurospora crassa,

Aspergillus nidulans y Saccharomyces cerevisiae) poco se ha

avanzado en la genética de su desarrollo. Honrosas excepcio-
nes son las investigaciones sobre el fenémeno del cambio de
sexo en Saccharomyces cerevisiae (Nasmyth 1982), y sobre la

regulacién del <ciclo celular en Saccharomyces cerevisiae y




Schizosaccharomyces pombe (Nurse 1985). También es de desta-
car el trabajo realizado sobre la genética de la esporulacién
en Aspergillus nidulans (Timberlake 1987, Timberlake y
Marshall 1988).

Los hongos como modelo para la investigacién del desarro-
llo no han sido atn utilizados en todas sus posibilidades.
Intentando completar este vacf{o, nos hemos propuesto utilizar
un hongo filamentoso, Phycomyces blakesleeanus, con la

esperanza de utilizarlo como modelo para 1la Biologfa del
Desarrollo.

Phycomyces es capaz de crecer con rapidez en medios

definidos a temperatura ambiente y es accesible a la gran
mayorfa de los métodos biogqufmicos y genéticos. Su biologfa
bha sido ampliamente revisada en dos ocasiones (Bergman et al.
1969, Cerdd Olmedo y Lipson 1987a).

Tras una etapa de crecimiento vegetativo, Phycomyces

construye unas hifas aéreas especializadas (los esporangié-
foros) para soportar el esporangio gque contiene las esporas
vegetativas. Existen dos tipos de esporangiéforos de distinto
tamafio, los macréforos y los micréforos, y su iniciacién estd
regulada por 1la 1luz. El1 desarrollo de los esporangiéforos
(forogénesis) en Phycomyces es un claro ejemplo de diferen-

ciacién celular regulado por un factor ambiental, la luz.

El objeto de esta Tesis es investigar la regulacién por
la luz de la produccién de esporangiéforos en Phycomyces.

Nuestro objetivo a largo plazo es entender el fenémeno de la
regulacién del desarrollo en este eucariota, con la esperanza
de que 1lo que aprendamos en Phycomyces nos ayude a solucionar

otros problemas del desarrollo de otros organismos.



CAPITULO PRIMERO

MORFOGENESIS DE PHYCOMYCES

INTRODUCCION
El organismo

Phycomyces blakesleeanus Burgeff es un hongo filamentoso

que pertenece a la familia Mucoraceas, orden Mucorales y

clase Cigomicetos. Phycomyces tiene un ciclo de vida asexual

y otro sexual que estdn caracterizados por profundos cambios
morfoldégicos (revisados recientemente por Cerdd Olmedo y
Lipson 1987k). Los <ciclos de vida de Phycomyces aparecen

descritos en la figura 1.

El ciclo de vida asexual comienza a partir de una espora,
generalmente multinucleada, gque darda lugar al micelio. Las
esporas germinan tras afladir acetato Yy propionato, entre
otros productos quimicos, o tras un choque térmico (general-
mente a 482C durante 10 minutos). La biologia de la germina-

cibén de las esporas de Phycomyces ha sido revisada extensa-

mente por Van Laere et al. (1987). Tras la activacién y al
incubarla a una temperatura adecuada (generalmente 222C), la
espora se hincha. A 1las cinco horas el crecimiento esférico
cambia a un crecimiento localizado que dard lugar a uno, dos
y a veces tres tubos de germinacién. Estos crecen y se rami-
fican para dar lugar a un micelio. Las hifas del micelio no
estdn tabicadas, por lo que todo el micelio es una célula
multinucleada (cenocito).

Tras una etapa de crecimiento, comienza la reproduccién
vegetativa. El1 micelio produce unas pequeflas protuberancias
(primordios) que dan lugar a unas hifas aéreas (esporangidéfo-
ros). Tras una fase de crecimiento apical, cada esporangiéfo-
ro desarrolla una pegquefia bolita (esporangia) con esporas en
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su interior. Durante el desarrollo de los esporangiéforos
(forogénesis) se producen intensas corrientes citopldsmicas
que llevan nutrientes y productos de reserva al esporangiéfo-
ro (Delbriick y Galle 1978).

Existen dos tipos de esporangidéforos de distinta longi-
tud, macréforos y micréforos, originados a partir de primor-
dios morfoldégicamente diferentes (macro- y microprimordios)
(Thornton 1972, 1975). Los macréforos miden alrededor de 100
mm y tienen un peso seco de unos 120 P9 (Gruen 1959). Su
esporangio es de unos 500 Jm de didmetro con unas cien mil
esporas en su interior. Los micréforos, por el contrario,
tienen alrededor de 1 mm de longitud y sostienen un esporan-
gio de wunos 100 jpum de didmetro con unas mil esporas (Gutié-
rrez Corona y Cerdd Olmedo 1985).

Las corrientes citopldsmicas que se producen durante la
forogénesis 1llevan varios cientos de miles de nicleos hasta
la punta del esporangiéforo donde se va ha formar el esporan-
gio. Una vez alif, los nlcleos se empagquetan formando las
esporas que serdn liberadas al ser tocado el esporangio
maduro. El1 desarrollo de los macréforos consta de cinco
estadios que se caracterizan por cambios en la velocidad de
crecimiento y en 1la direccién de giro del esporangio (Figura
1).

Los macréforos cambian la velocidad y la direccién de su
crecimiento en respuesta a estimulos ambientales. Un aumento
o un descenso en la intensidad de la 1luz producen, respecti-
vamente, un aumento o un descenso transitorio en la velocidad
de crecimiento del esporangiéforo (fotomecisma). La ilumina-
cién con 1luz asimétrica induce un fototropismo positivo. El
esporangiéforo crece en contra de 1las corrientes de aire
(anemotropisme) y en contra de la gravedad (gravitropismo) y
evita objetos cercanos alejdndose de ellos sin 1llegar a
tocarlos (evitacién). La velocidad de crecimiento del espo-
rangiéforo varfa al introducir en el aire ciertos productos
quimicos (quimiomecismo) y al colocar o gquitar una cajita
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alrededor del esporangiéforo (claustromecisma). Las fotorres-
puestas del macréforo han sido revisadas por Galland y Lipson
(1987b) y las respuestas a otros esti{mulos por Shropshire y
Lafay (1981).

Las estirpes de Phycomyces pertenecen al sexo (+) o al

(=), sin ninguna diferencia morfolbégica entre s{. La repro-
duccidén sexual requiere el desarrollo de estructuras especia-
les que se esquematizan en la figura 1. La sucesién morfolé-
gica en el ciclo sexual de Phycomyces ha sido revisada por

Cerdd Olmedo y Lipson (1987b) y 1la fisiologfa sexual por
Sutter (1981).

Regulacién del desarrollo de los esporangiéforos de Phycomyces

La iniciacién de los esporangidforos de Phycomyces es el

cambio mds aparente en su ciclo de vida. El organismo decide,
en un determinado momento, iniciar la reproduccién vegetativa
y desarrollar loé primordios que dardn lugar a los esporan-
giéforos. Este proceso morfogenético estd regulado por varios
factores, entre 1los que podemos destacar la disponibilidad de
nutrientes, la aireacién de los micelios, la temperatura, el
AMPc, el 4cido indolacético (auxina) y la luz. El desarrollo
de los esporangiéforos de Phycomyces ha sido revisado por
Galland y Ootaki (1981).

Podemos decir, en general, gque los factores que limitan

el crecimiento miceliar limitan también 1la producciédn de
macréforos y estimulan la de micréforos. La falta de =zinc en
el medio de cultivo impide el desarrollo del micelio y que se
produzcan esporangiéforos (Hilgenberg y Hofmann 1971). EIl
aumento de la concentracién de glucosa en el medio favorece
el crecimiento miceliar y el de los esporangiéforos (Rudolph
1958). Una reduccién en la concentracién de nitrdgeno (aspa-
rragina) y/0 una disminucién de la temperatura de incubacién
reduce el crecimiento del micelio, inhibe 1la macroforogénesis
y estimula la microforogénesis (Thornton 1972, Ortiz Caste-
llanos y Gutiérrez Corona 1988). Las altas densidades de
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siembra dan lugar a micelios con abundantes micréforos vy
pocos macréforos (Rudolph 1958, Gutiérrez Corona y Cerdd
Olmedo 1985). Esto se debe a que disminuyen los nutrientes
disponibles por espora, ya que la microforogénesis se reprime
al afiadir medio fresco a estos cultivos (Rudolph 1958).

La falta de aireacidén de los cultivos favorece la micro-
forogénesis e inhibe 1la macroforogénesis sin afectar al
crecimiento miceliar. La acumulacién de COy parece ser
parcialmente responsable de este efecto (Russo et al. 1981,
Gutiérrez Corona y Cerdd Olmedo 1985).

Se ha investigado el efecto sobre la forogénesis de
algunas moléculas conocidas por su papel como mediadores de
la accién hormonal en diversos organismos. El retinol y el
retinal no producen ningln efecto sobre la forogénesis de la

estirpe silvestre de  Phycomyces. Sin embargo, eliminan la

hipersensibilidad de 1la forogénesis de algunos mutantes de
Phycomyces a una atmésfera cerrada (Galland y Russo 1979h).

La auxina, 4cido indolacético, induce macréforos mayores y
mds numerosos cuando se afiade a cultivos de tres dias de edad
(Hilgenberg et al. 1980). La adicién de AMPc al medio de
cultivo inhibe la macro- y microforogénesis (Russo et al.
1980, Gutiérrez Corona y Cerdd Olmedo 1985). Sin embargo, el
dibutiril-AMPc afecta a la macroforogénesis pero no a la
microforogénesis (Gutiérrez Corona y Cerdd Olmedo 1985).

La 1luz es el regulador morfogenético mads interesante y el
mds estudiado en los UGltimos afios. En determinadas condicio-
nes de cultivo 1la 1luz estimula la macroforogénesis e inhibe
la microforogénesis. Bergman (1972) wutilizaba cultivos en
tubos que sometfia a tratamientos de una hora de luz y veinti-
trés de oscuridad. Con este método observaba una gran produc-
cién de macréforos en el lugar donde estaba el frente mice-
liar en el momento de la iluminacién. El método desarrollado
por Thornton (1973) wutiliza wunas precarias condiciones de
cultivo (baja temperatura y poco nitrdégena) que favorecen la
microforogénesis y bloguean casi completamente la macroforo-
génesis. La iluminacién continua de los cultivos estimula la
macroforogénesis e inhibe la microforogénesis.
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Otros sistemas experimentales aprovechan el efecto que
una atmésfera cerrada tiene sobre la forogénesis. Russo
(1977) cultivaba un nlmero variable de viales inoculados con

esporas de Phycomyces en un vaso de precipitado invertido y

sellado con parafina. En estas condiciones casi no aparecen
macréforos si se incuban los viales en oscuridad. Un destello
azul a las 50 horas de crecimiento es suficiente para estimu-
lar 1la macroforogénesis. Este método favorece la microforogé-
nesis en oscuridad; sin embargo no se bha comunicado ningun
resultado al respecto.

Existe otro método basado en una antigua observacidn
hecha por Grehn (1932): cuando el micelio se cubre con una
fina capa de aceite de parafina la macroforogénesis se inhibe
y la microforogénesis se estimula sin afectar al crecimiento
miceliar. Gutiérrez Corona y Cerdd Olmedo (1985) desarrolla-
ron este método realizando estimaciones cuantitativas de la
forogénesis al cubrir el micelio con agua, agar o cualquier
otro gel acuoso. También en estas condiciones, la luz esti-

mula la macroforogénesis e inhibe la microforogénesis.

La regulacién del desarrollo de 1los esporangibéforos de

Phycomyces por la 1luz (fotoforogénesis) es un interesante

problema de desarrollo que atin no ha sido investigado con la
profundidad que merece. La fotoforogénesis nos permite,
ademds, abordar problemas bisicos de la visién que son inves-
tigados con dificultad en otros organismos. Creemos que la
falta de investigaciones detalladas sobre 1la fotoforogénesis
se debe, en parte, a los problemas prdcticos de los métodos
experimentales disponibles. Para investigar el efecto de 1la
luz sobre 1la forogénesis es necesario gque en oscuridad el
nimero de macréforos sea minimo y el de micréforos méximo, de
manera gque la luz tenga un efecto lo mds evidente posible. En
este capitulo se investigan varios de 1los factores ambienta-
les que afectan 1la forogénesis. El1 objeto es disefiar un
método experimental que permita investigar con comodidad Yy de

una manera repetitiva la fotoforogénesis de Phycomyces.
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RESULTADOS

Forogénesis en la oscuridad

La produccién de esporangiéforos (nimero de micréforos y
peso de macréforos por caja) es independiente de la densidad
de inoculacién hasta 104 esporas por caja; las densidades mis
altas inhiben enormemente la macroforogénesis y estimulan 1la
microforogénesis (Figura 2). Aungue el nGmero total de micré-
foros por caja aumenta con la densidad de siembra, el numero
de micréforos por espora inoculada disminuye desde varios
miles (con unas 10 esporas por caja) hasta menos de uno (con
107 esporas por caja). La produccién de macréforos disminuye
absoluta y relativamente. A baja densidad de siembra (unas 10
esporas por caja), se puede estimar que cada colonia produce
unos 120 macréforos.

El hermetismo estimula la microforogénesis e inhibe la
macroforogénesis (Figura 2). Para conseguir el cerramiento
hermético se sella con papel de parafina un recipiente de 2.4
litros que contiene dos cajas de Petri.

Como consecuencia de estos resultados, decidimos realizar
el resto de los experimentos de esta Tesis con cultivos no
herméticos inoculados con 102 esporas por caja. Las cajas de
Petri no se apilaron para mantener una aireacién constante.

En estas condiciones, el desarrollo de los esporangidfo-
ros es sincrénico (Figura 3). Los esporangiéforos aparecen al
tercer dfa, alcanzan sus valores méximos al cuarto dia y los
mantienen al menos otros seis dias. Por consiguiente, en
todos los demds experimentos, la forogénesis se estimé en
cultivos de cuatro dfas de edad.

A baja densidad de siembra aparecen grandes macroesporan-
gios con unas 10° esporas cada uno. En nuestras condiciones
(102 esporas por caja), los macroesporangios son mucho mas

pequefios y contienen solamente 1380 ¥ 460 esporas cada uno.
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Figura 2. Efecto de la densidad de siembra sobre la forogéne-
sis de Phycomyces. Se determind el numero de micréforos y el
peso seco de los macréforos en cultivos herméticos (O) y no
herméticos (@) inoculados con el numero de esporas indicado
en abscisas e incubados durante siete dias en oscuridad. Los
simbolos de este capitulo representan la media de dos experi-
mentos independientes.




16

I T T T T T T T 1 I I
ms_ s $ S ¢ ¢ 8 $ _
®
™
V2]
2
o
‘0
(%
© L
£ 1 - -L
/P 4/
0 — L 1011
T T T 1 T | T T T
102 . S o o o g -
g 2 ° ® L ‘ :
3 ('] :
") ]
2
S 5
‘0
S oL .
o s :/
£ 49 4(
oL4¢$ ¢ ¢+ 11111 |
0 5 10

edad del cultivo, dias

Figura 3. Forogénesis de Phycomyces en el tiempo. Los micré-
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ticos inoculados con 102 esporas e incubados en oscuridad
durante el tiempo indicado en las abscisas.
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Los microesporangios que estdn en la punta de los micréforos
contienen unas 103 esporas cada uno (Gutiérrez Corona y Cerda
Olmedo 1985).

Como en todos los seres vivos, el suministro de nitrédégeno
determina el crecimiento y 1la reproduccién (Figura 4). La

microforogénesis se inhibe a concentraciones de asparragina
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Figura 4. Efecto de la concentracidén de L-aspa-
rragina sobre la forogénesis de Phycomyces. La
forogénesis se determiné en cultivos no hermé-
ticos (@) y abiertos (®) incubados en oscuri-
dad. La concentracién de asparragina utilizada
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mayores de 30 mM. La macroforogénesis es mdxima alrededor de
25 mM y disminuye a concentraciones mayores en cultivos
normales no herméticos. Esta inhibicién no aparece en culti-
vos "abiertos" (incubados sin tapaderas en una caja de 14
litros). La concentracién de asparragina usada normalmente en
el medio minimo, 13 mM (2 g 171), es apropiada para nuestros
experimentos.

Fotoforogénesis

En condiciones normales la luz inhibe 1la microforogénesis
y estimula la macroforogénesis (Tabla 1l). El andlisis de la
varianza de los experimentos (Sokal y Rohlf 1979) indica que
la mayor parte de la variabilidad de los resultados ocurre
entre experimentos independientes y solamente una fracciédn
menor (17-27 %) entre réplicas del mismo experimento. Es, por
consiguiente, preferible realizar repeticiones independientes
de 1los experimentos mds que aumentar el numero de cajas
dentro de cada experimento.

Tabla 1. Forogénesis de cultivos cultivados cuatro dias en
luz blanca (0.6 W m™2) o en oscuridad. Resultados de once
experimentos independientes con dos réplicas cada uno.

Media Desviacién Varianza entre
tipica experimentos (%)
Oscuridad
micréforos@ 105000 12000 83
macréforosP 60 21 73
Luz
micréforosé 0 0
macréforosbP 124 23 81

4 nGmero por caja
b mg de peso seco por caja
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Periodo de competencia a 1la 1luz en 1la forogénesis de
Phycomyces

La iluminacién permanente no es esencial para inhibir la
microforogénesis y estimular la macroforogénesis. El periodo
de competencia a la 1luz se determind transfiriendo cultivos
de la oscuridad a la 1luz o viceversa (Figura §5). La 1luz
produce efectos morfogenéticos cuando se da durante cualquier
momento del periodo de competencia, desde las 32 hasta las 68
horas (contadas desde el momento de la inoculacién). La tabla
2 confirma la alta competencia a la luz de los cultivos de 32
a 68 horas de edad.

El periodo de competencia a la luz se definid posterior-
mente iluminando durante cuatro horas cultivos gque se incuba-
ron el resto del tiempo en la oscuridad (Figura 6). La méxima
respuesta se da en cultivos de 44 y 48 horas de edad.

Tabla 2. Periodo de competencia a la 1luz de la forogénesis.
Micréforos y macrédforos de cultivos de cuatro dias de edad
iluminados durante los periodos indicados. Media y su desvia-
cién tipica de 1los resultados de dos experimentos indepen-
dientes con dos réplicas cada uno.

Periodo de Micréforos Macréforos

iluminacién (nGmero (mg de peso seco
(horas) por caja) por caja)
0 - 96 0Xo 105 * 15
32 - 68 oXo 97 * 17
¥ 9900 61 X 12

Ninguna 107000
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Figura 6. Periodo de competencia a la luz de la forogénesis
de Phycomyces. La forogénesis se determiné en cultivos de
cuatro dias de edad que habian sido expuestos a la luz duran-
te las cuatro horas que indican las lineas horizontales.

DISCUSION

El desarrollo de los esporangiéforos de Phycomyces depen-

de de 1la iluminacién y las condiciones de cultivo. En este
capitulo hemos examinado los efectos de distintas variables

ambientales sobre 1la forogénesis de Phycomyces. Los resulta-

dos nos han permitido definir unas condiciones apropiadas

para la investigacién de los efectos de la luz sobre el desa-
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rrollo de Phycomyces. El1 nuevo protocolo permite un creci-

miento de los cultivos rdpido y vigoroso y una suficiente
reproducibilidad de 1los resultados. El1 método consiste en
inocular 25 ml de agar mfnimo en cajas de Petri con 105
esporas activadas por calor, incubar durante cuatro dfas a
229C las cajas y contar el nimero absoluto de micréforos vy
desecar y pesar los macréforos.

Muchos estf{mulos hacen variar a la macro y microforogéne-
sis en direcciones opuestas, pero no existe una tasa fija de
intercambio entre ellas: un macréforo no substituye a un
nimero determinado de micréforos. Aunque ambos fenbémenos
morfogenéticos estén relacionados, el conocimiento de uno no
permite predecir exactamente el otro. Esto aparece particu-
larmente claro en 1los resultados de las figuras 4 y 5. Nos
encontramos, en consecuencia, con dos efectos separados de la
luz.

No es sorprendente, desde un punto de vista adaptativo,
que la oscuridad, la alta densidad de siembra, la falta de
ventilacién y la escasez de nitrégeno favorezcan la microfo-
rogénesis. En nuestras condiciones experimentales los macro-
y microesporangios no difieren mucho en el ntmero de esporas,
pero la construccién de 1los macréforos requiere un mayor

gasto de material y energfa. Phycomyces aparentemente toma la

luz y la ventilacién como sefiales de que los complejos meca-
nismos que gufan a los macréforos tendrdn la oportunidad de
llevar las esporas a cielo abierto y por tanto, en términos
econdémicos, que la inversién en macréforos puede ser renta-
ble. En ausencia de estas sefiales, . prevalece la microforogé-
nesis.

Los efectos morfogenéticos de cada variable dependen de
los valores de las otras variables. As{, el hermetismo es
decisivo si hay mucha asparragina. Esto se entiende si el
cerramiento causara la acumulacién de un metabolito volatil
abundantemente excretado por el denso micelio que crece en
medio rico (Russo 1977; Galland y Russo 1979hb).

La competencia a la luz es un fenémeno de desarrollo con
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una precisa pauta temporal. Los cultivos son competentes 32 a
68 horas después de la inoculacién, justo antes de la apari-
cién de los esporangiéforos en los controles en oscuridad. La
iluminacién durante cuatro horas en el momento Sptimo (44-48
horas) reduce el nimero de micréforos al 30 ¥ de lo observado
en la oscuridad (Figura 6). La razén de que no desaparezcan
todos los micr&foros es la asincronfa en los periodos de
competencia de 1los micelios inoculados, como se verd en el
capftulo segundo.
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CAPITULO SEGUNDO

FOTOMORFOGENESIS DE PHYCOMYCES

INTRODUCCION

Entre los factores que controlan la forogénesis, la 1luz
da al investigador 1las mejores ventajas experimentales. El
estimulo se aplica y se elimina con la facilidad con que se
conecta y desconecta una lampara. No existen problemas para
controlar el tiempo de estimulo, gque aparece Yy desaparece
casi instantaneamente. Es muy fdcil modificar la calidad, la
cualidad y la direccién de la luz, y los métodos de medida
disponibles permiten controlar con precisién el nlmero de
fotones aplicados.

La luz controla el desarrollo de muchos organismos. La

fotoforogénesis de Phycomyces es solo un ejemplo de la gran

variedad de pautas de desarrollo reguladas por la 1luz que
existen en la naturaleza. La fotomorfogénesis es un problema
cldsico de 1la fisiologia vegetal gque ha sido revisado
recientemente en dos volimenes de la "Encyclopedia of Plant
Physiology" (Shropshire y Mohr 1983).

Para la mayoria de los organismos la luz es una fuente de
informacién. Como tal, la luz determina la pauta de desarro-
1llo de las plantas. En oscuridad, la pldntula invierte sus
reservas energéticas sobre todo en un crecimiento longitudi-
nal que lleva los primordios foliares hasta la 1luz. En la
luz, la pldntula desarrolla hojas y todo el sistema fotosin-
tético, incluyendo las clorofilas y otros pigmentos acceso-
rios. La 1luz contiene una informacidén posicional que permite
mejorar la efectividad de 1la fotosintesis controlando 1la
direccién del crecimiento y la posicién de las bhojas. Muchos

movimientos de cloroplastos inducidos por 1la luz permiten
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mejorar la fotosintesis del organismo. La luz informa,
ademds, sobre las condiciones ambientales. Muchas plantas se
guian por la duracién de los dias y de las noches para indu-
cir 1la floracidén en épocas favorables del afio. En muchas
plantas la luz induce el movimiento de las hojas y la apertu-
ra de las flores por motivos ecolédgicos.

La 1luz también induce pautas de desarrollo en los hongos,
generalmente la esporulacién (Gressel y Rau 1983, Kumagai
1988). El1 hongo wutiliza 1la luz como sefial que indica que la
dispersién de sus esporas serd mds eficaz. En algunos casos,

como en Phycomyces, la luz es uno de los estimulos que guian

a los esporangi6foros al aire libre, donde es mas facil 1la
dispersién de las esporas. La fotoinduccién de la esporula-
cién completa el papel de la 1luz en la fisiologia de los
esporangiéforos.

La fotoinduccidén de la biosintesis de carotenos en muchos
hongos parece proteger al organismo de altas intensidades de
luz (Rau y Schrott 1987). La gran mayoria de estas fotorres-

puestas morfogenéticas se induce con luz azul.

El fotorreceptor de la fotomorfogénesis de las plantas es
el fitocromo. Este pigmento existe en dos formas fotoconver-
tibles que absorben en el rojo y en el rojo lejano, donde la
fotosintesis es méds eficaz. Existe mucha informacién sobre la
estructura molecular del fitocromo y su mecanismo de acciébn
(Shropshire y Mohr 1983, Smith y Holmes 1984, Schédfer y
Briggs 1986, Riudiger 1987, Cordonnier 19817).

La investigacidén de la fotomorfogénesis en 1los hongos en
vez de en las plantas tiene varias ventajas. El fotorreceptor
de la luz azul, pese a su ubicuidad en la gran mayoria de 1los
grupos filogenéticos, no ha sido identificado aGn. La inves-
tigacién de su naturaleza molécular debe ser mads facil en los
hongos, que carecen de otros pigmentos como el fitocromo y
las clorofilas. Ademds, 1las plantas tienen complicadas

estructuras tridimensionales, pero los hongos gque se usan
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para estas investigaciones crecen prdcticamente en dos dimen-
siones, lo que facilita las mediciones de la luz incidente, Yy
sus micelios son muy translucidos y delgados, 1lo que permite

la iluminacién homogénea.

Las fotorrespuestas de Phycomyces estdn muy relacionadas

entre s{. Las investigaciones sobre la fotoforogénesis de
Phycomyces permitirdn integrar 1la regulacién del desarrollo

de este organismo dentro de su complejo sistema sensorial. La
disponibilidad del andlisis genético debe ayudarnos a conse-

guir este propébsito.

A continuacién resumimos la fotofisiologia de Phycomyces

para poder relacionar 1la fotoforogénesis con las otras foto-
rrespuestas de este organismo.

Fotorrespuestas del macréforo

El esporangiéforo crece hacia una fuente de luz azul
(fototropismo positive) y modifica su velocidad de crecimien-
to cuando se cambia la intensidad de la 1luz ambiental (foto-
mecisme). La fotobiologia del esporangidéforo ha sido revisada
recientemente por Galland y Lipson (1987b).

La iluminacién continua y lateral del esporangiéforo
induce el crecimiento hacia la fuente de luz hasta que se
equilibran el fototropismo y el gravitropismo. Se obtiene
como resultado un 4&ngulo de equilibrio fotogravitrdpico
(Figura 7). La respuesta es gradual y dispone de un enorme
intervalo de intensidades activas, desde 109 hasta 10 W m™2
de luz azul, lo que atrajo inicialmente a los investigadores
del fototropismo de Phycomyces (Delbriick y Reichardt 1956).

El esporangi6foro tiene un mecanismo de adaptacién que le
permite manejar el enorme intervalo de intensidades a las que
puede reaccionar.

La velocidad de giro es otro de los pardmetros del foto-
tropismo investigados en detalle. La figura 7 representa la
relacién entre velocidad de giro e intensidad. Se observan

dos componentes cuyos umbrales son 10-7 y 1074 w m~2,
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Figura 7. Respuesta fototrdpica de los macréforos de Phycomy-
ces. (A) Angulo de equilibrio fotogravitrépico (&) que se
obtiene tras iluminar lateralmente 1los esporangiéforos con
luz azul de la intensidad que se indica en abscisas. (B)
Velocidad de giro fototrdédpico (V). Los esporangidéforos se
iluminaron bilateralmente con luz azul de distintas intensi-
dades y posteriormente se expusieron a luz azul unilateral de
la misma intensidad para medir la velocidad de giro. La figu-
ra ha sido tomada de Galland y Lipson (1987b).

El fototropismo de 1los esporangidéforos también se induce
con destellos azules. La sensibilidad depende del estadio de
desarrollo, ya que los esporangidéforos en estadio I tienen el
umbral a 10~7 J m~2 y los que estdn en el estadio 1IVb 1lo
tienen a 3 x 1072 J m~2.

El fotomecismo tiene un intervalo de sensibilidad entre
10-8 y 10 W m~2. El1 umbral del fotomecismo cuando se dan
destellos de 450 nm a esporangidéforos adaptados a la oscuri-
dad es 107% J m~2,

Cuando se cumple la ley de Bunsen-Roscoe, © de la reci-
procidad, se obtiene la misma respuesta siempre que el

producto entre intensidad y duracidén del estimulo (en 1la 1luz,
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el nUmero total de fotones) se mantenga constante. El cumpli-
miento de la ley de 1la reciprocidad para duraciones del
estimulo muy largas indica que existe algin tipo de memoria
en la cadena de transduccién sensorial que acumula 1los foto-
nes capturados por el fotorreceptor. El cumplimiento de esta
ley para tiempos de estimulo cortos indica que el fotorrecep-
tor es Unico y simple.

El fototropismo y el fotomecismo cumplen la ley de la
reciprocidad entre 0.06 y 64 segundos. Sin embargo, la reci-
procidad se rompe con destellos gue duran menos de 0.06
segundos.

Fotorrespuestas del micelio

Aunque las fotorrespuestas del esporangiéforo han sido
las mds estudiadas de Phycomyces, el micelio tiene también un

amplio repertorio.
Quizds la mds aparente fotorrespuesta miceliar sea la
fotoinduccién de la biosintesis de beta-caroteno. El micelio

de Phycomyces tiene un color amarillo pdlido en 1la oscuridad

debido a la acumulacién de beta-caroteno (40 yg/g de peso
seca). La iluminacién continua con 1 W m~2 de luz azul incre-
menta diez veces 1la concentracién de beta-caroteno. La caro-
tenogénesis de Phycomyces ha sido revisada recientemente por
Cerda Olmedo (1987a).

En iluminacién continua, el umbral de la fotocarotenogé-
nesis es 1072 W m~2 de luz azul (Lépez Diaz y Cerdd Olmedo

1980). La respuesta a destellos de duracidén variable tiene
una cinética con dos componentes (Jayaram et al. 1973). E.R.
Bejarano (comunicacién personal) ha estimado los umbrales de
los dos componentes en 1004y 143 m~2 de luz azul.

Jayaram et al. (1979) investigaron la ley de 1la recipro-
cidad en 1la fotocarotenogénesis y demostraron que se cumple
para el primer y el segundo componente al menos en los inter-

valos de 2 a 16 y de 30 a 120 minutos, respectivamente.



29

La luz afecta a la actividad de varias enzimas de Phyco-
myces. La actividad de la deshidrogenasa del alcohol disminu-
ye al cultivar Phycomyces en presencia de luz (Garcés y

Medina 1985). Algunas enzimas del metabolismo del carbono
también sufren cambios en sus actividades segin exista o no
luz durante el crecimiento (Sandmann y Hilgenberg 1978, 1980,
Rodriguez Aparicio et al. 1987).

Varios autores han mencionado el papel de la luz como
regulador de la forogénesis (véase el capitulo primera), pero
se han hecho pocas investigaciones detalladas, y para esto se
han aplicado 1los métodos de Thornton (1973) y de Russo
(1977). El propio Thornton (1975) investigé el efecto de la
luz sobre 1las diferentes estructuras gque aparecen en el
desarrollo de los esporangidéforos. Los esporangiéforos se
desarrollan a partir de primordios que se forman en las hifas
vegetativas. Existen dos clases de primordios de diferentes
tamafios. La 1luz inhibe la formacién de microprimordios y
estimula la de los macroprimordios. Los macroprimordios dan
lugar invariablemente a macréforos; los microprimordios se
desarrollan en micréforos en oscuridad, pero la luz permite a
algunos de ellos desarrollarse como macréforos. Con este
método, Lépez Diaz y Cerdd Olmedo (1981) descubrieron que la
fotoforogénesis es mds sensible que el fototropismo (umbral
menor de 1079 W m~4). Sin embargo, las dificultades experi-
mentales de este método no han permitido una exacta determi-
nacién del umbral. ’

Russo (19771) estimé que, en sus condiciones experimenta-
les, el umbral de la fotomacroforogénesis es 6 x 10-4 J m™2.

En el capitulo primero hemos descrito un nuevo método
para investigar 1la fotoforogénesis de Phycomyces. En este

capitulo se describen algunos parametros fotobiolbgicos obte-
nidos con este método y se comparan con las de otras foto-

rrespuestas de Phycomyces.
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RESULTADOS

La figura 8 muestra el efecto de la iluminacidén continua

con luz azul sobre la forogénesis de Phycomyces. Las dos

respuestas tienen el umbral aproximadamente a 1008 w m2. 1La
iluminacién estimula la macroforogénesis. El efecto maximo se
alcanza con 1073 W m~2 y las intensidades mayores son menos
efectivas. La iluminacién inhibe 1la microforogénesis Yy la
hace desaparecer por completo cuando la intensidad supera
1073 W m 2. La luz roja no tiene efecto sobre la forogénesis,
lo que permite utilizarla para las manipulaciones de los
cultivos en oscuridad.

La iluminacién continua no es necesaria pafa obtener un
efecto morfogenético. En el capitulo primero (Figura 6)
determinamos que la mdxima respuesta se da a las 48 horas de
edad. Los efectos morfogenéticos de destellos luminosos de
dos minutos aplicados a micelios de 48 horas de edad dependen
de la exposicidn luminosa siguiendo funciones de dos compo-
nentes (Figura 9). De ahora en adelante llamaremos primer
componente al qﬁe aparece iluminando con baja exposicién Yy
segundo componente al gque aparece iluminando con alta expo-
sicién. Ambos componentes son sigmoidales cuando los efectos
morfogenéticos se representan en funcién del logaritmo de la
exposicién luminosa. Sus umbrales son, aproximadamente, 10-4
y1ld m~2 de luz azul.

En ambos componentes, la exposicidén saturante es unas 100
veces mayor que la umbral. Esto nos permitié hacer la regre-
sién de 1los resultados experimentales a la funcidén descrita
en el apéndice. En cada componente sigmoidal de la funcidn,
el punto de inflexidn corresponde a una exposicién diez veces
menor que la que da 91 % de la respuesta mdxima y diez veces
mayor que la que da 9 % de la respuesta maxima. Las pendien-
tes en los puntos de inflexién estdn en proporcidén constante
(58 %) con el nivel de saturacién.
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Figura 8. Efecto de la iluminacidn continua sobre la forogé-
nesis de Phycomyces. La forogénesis se estimé en cultivos que
habfian crecido durante cuatro dfas bajo luz azul. Los tridn-
gulos indican micelios iluminados con luz roja. Los resulta-
dos de cada experimento de esta y las siguientes figuras se
representan como el cociente de 1los esporangiéforos que se
obtienen con 1luz y la media de los que se obtienen en cuatro
cultivos mantenidos en oscuridad. Los simbolos representan la
media y su desviaciébn tipica de los resultados de cuatro a
seis experimentos independientes.
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Tabla 3. Verificacién de la ley de la reciprocidad para la fotoforogéne-
sis a 486 nm. lLos valores de los macréforos y los micrdéforos son los
cocientes entre los resultados experimentales y los respectivos controles
no iluminados. Los resultados son la media y su desviacién tipica de los
resultados de cuatro experimentos independientes

Intensidad Duracién de Exposicién Macréforos Micréforos
, la iluminacién

mol m—2 s~1 s mol m~2 (luz/oscuridad) (luz/oscuridad)
4,91 x 107 12 5.9 x 10> 2.50 X 0.18 0.33 X 0.05
4.91 x 10~7 120 5.9 x 1075 2.38 X 0.16 0.40 X 0.04
4,91 x 1078 1200 5.9 x 10°5 2.50 X 0.21 0.30 * 0.05
4.37 x 1010 12 5.2 x 1079  1.59 X 0.07 0.65 X 0.07
4.37 x 10711 120 5.2 x 1072 1.46 X 0.14 0.67 X 0.05
4.37 x 10712 1200 5.2 x 1079 1.58 * 0.11 0.65 X 0.10

Las curvas que describen la fotoforogénesis dependen de
las condiciones de iluminacién. Las curvas obtenidas con
iluminacién continua tienen un solo componente mientras que
las obtenidas con destellos tienen dos (Figuras 8 y 2). Esta
diferencia entre la forma de las curvas podria reflejar las
caracteristicas del sistema fotorreceptor en condiciones de
equilibrio (iluminacién continua) y de no equilibrio (deste-
llos), o no ser mds que un artefacto del método experimental
empleado. La solucidn a este dilema es esencial para entender
correctamente el funcionamiento del sistema fotorreceptor que
controla la forogénesis de Phycomyces. A continuacién expone-

mos una serie de hipdtesis que hemos formulado para intentar
explicar este fendémeno.

Hipétesis 1. Aunque la iluminacién de 1los cultivos joéve-
nes (menores de 32 horas) no induce respuestas morfogenéticas
(Figuras 5 y &), podria alterar las caracteristicas del

sistema fotorreceptor y permitir al primer componente saturar
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la respuesta, lo gque impediria detectar el segundo componen-
te. Esto no seria una novedad en Phycomyces, ya que la ilumi-

nacién durante el crecimiento modifica la sensibilidad de las
fotorrespuestas de los macréforos (consultar 1la introduccién
de este capftula). La figura 10 muestra, sin embargo, gue la
sensibilidad de los micelios iluminados con luz blanca duran-
te las primeras 32 horas de edad coincide con la de los
micelios mantenidos durante todo ese tiempo en oscuridad.

Hipbétesis 2. La iluminacién prolongada podria modificar
el sistema de fotorrecepcién, de manera que el primer compo-
nente fuera capaz de saturar 1la respuesta. Para comprobar
esto aumentamos el tiempo de iluminacién a 200 minutos. Las
curvas que se obtienen en estas condiciones son iguales a las
que se obtienen iluminando durante 2 minutos (Figura 1l1l), lo
que invalida esta hipétesis. Esta figura demuestra, ademéas,
que la fotoforogénesis cumple la ley de la reciprocidad hasta
con iluminaciones de 200 minutos.

Hipétesis 3. El1 primer componente no es capaz de su
respuesta mdxima a las 48 horas, cuando se aplican los deste-
llos. Si se iluminara en el momento de mdxima respuesta, como
ocurre en los experimentos con iluminacién continua, el
primer componente podrfia ser capaz de saturar la respuesta.
Al iluminar a las 48 horas el primer componente produce una
pequefia respuesta que no impide observar el efecto del segun-
do componente. Para confirmar o rechazar esta hipdtesis se
expusieron micelios de distintas edades a 0.34 y 350 J m‘2,
que activan al primero y al segundo componentes, respectiva-
mente. En la figura 12 podemos ver que el curso de la compe-
tencia a 1la 1luz es el mismo para las dos exposiciones utili-
zadas y que la estimulacién debida al primer componente es
siempre menor que la del segundo componente.

Las distintas condiciones de iluminacidén no parecen ser
las causantes de las diferencias en la forma de las curvas.
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Figura 10. Fotoforogénesis de Phycomyces con preiluminacién
de 1los cultivos. Los micelios se iluminaron con 2.75 W m~2 de
luz blanca durante las primeras 32 horas de edad, continuaron
su crecimiento en oscuridad y a las 48 horas se sometieron
durante dos minutos a las exposiciones que se indican. Los
simbolos representan la media y su desviacién tipica de los
resultados de seis experimentos independientes. La linea con-

tinua se tomé de la figura 9 y representa la fotoforogénesis
sin preiluminacién.
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Figura 11. Fotoforogénesis de Phycomyces con destellos azules
de 200 minutos de duracidén. Los micelios se sometieron duran-
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simbolos representan 1la media y su desviacién tipica de los
resultados de tres experimentos independientes. La linea
continua se tomdé de la figura 9 y representa la fotoforogéne-
sis con destellos de 2 minutos.
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myces a destellos azules. Los cultivos crecidos en oscuridad
se sometieron durante dos minutos en el momento indicado a
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tres experimentos independientes.
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Hipbétesis 4. Los 10° micelios presentes en cada caja (o
lo que operativamente podriamos llamar “"unidades formadoras
de esporangi6foros") no estdn perfectamente sincronizados y
no todos responden al estimulo luminosoc a las 48 horas de
edad. La iluminacién continua de los cultivos aseguraria que
todos los micelios inoculados reciban el estimulo cuando
pueden responder a él; el primer componente daria entonces
las mdximas respuestas detectables y no permitiria la obser-
vacidén de los efectos del segundo componente.

Si la hipdtesis fuera cierta, podemos aumentar el numero
de micelios que reciben luz durante su periodo de competencia
a la luz aplicando destellos separados en el tiempo. Dos
destellos aplicados sobre el mismo micelio a las 44 y a las
48 horas de edad producen una respuesta mayor que si se dan
los mismos fotones a las 48 horas de edad (Tabla 4). Ademas,
las iluminaciones de doce horas tienen un efecto mayor que
las de cuatro horas, aunque ambas sean igualmente saturantes
(Figura 13). Estas observaciones apoyan la hipdtesis de que

F 3+ 433 + 3+ 4 43+ 3+ 4+ 23232 22 2

Tabla 4. Efecto del régimen de destellos sobre la microforo-
génesis. Micréforos de cultivos de cuatro dias de edad ilumi-
nados a la edad y durante el tiempo que se indica. Media y su
desviacién tipica de los resultados de tres experimentos
diferentes.

Edad de Duracién de la Exposicién Micréforos
iluminacién iluminacién (I m™2?) (luz/oscuridad)

(horas) (minutos)

44 y 48 2 400 0.28 X 0.02
48 2 400 0.41 X 0.02
48 4 800 0.36 X 0.04

44 y 48 2 0.4 0.42 * 0.03
48 2 0.4 0.58 X 0.05
48 4 0.8 0.55 * 0.02
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Figura 13. Efecto de la duracién de 1la iluminacidén sobre la
forogénesis. La microforogénesis se estimdé en cultivos que se
iluminaron con luz blanca durante cuatro horas (linea conti-
nua) o doce horas (linea de trazos) a la edad indicada. Los
resultados de las iluminaciones de cuatro horas bhan sido
tomados de 1la figura 6. Cada simbolo representa la media de
los resultados de dos experimentos independientes.

S T s S S S e e S S i s A e e e S e e e S A S T s S e e e S S Srace S SAw I i S S S Sew wy S Gm s ST W o

las diferencias entre las respuestas a destellos e ilumina-
cidén continua se deben a que no todos los micelios son compe-

tentes a la vez.

DISCUSION

Sensibilidad de la forogénesis a la luz azul

Existen dificultades técnicas para la exacta determina-
cién del umbral de una fotorrespuesta. Algunas son evidentes:
una respuesta que siga una funcién sigmoidal no puede tener,
en sentido estricto, un umbral. En estos casos se estima el

umbral como la menor exposicidén que da una respuesta distinta
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del ruido. El umbral asi estimado depende de la precisién del
método empleado para medir la fotorrespuesta. Este mismo
razonamiento se puede aplicar cuando comparamos fotorrespues-
tas distintas. El ejemplo mds claro ocurre en el fototropismo
de Phycomyces, donde el umbral estimado para el 4&ngulo de

equilibrio fotogravitrépico es 102 Wm 2 y el de la veloci-
dad de giro del macréforo es 107 W m™2 (Figura 11). Los dos
umbrales deberfan coincidir, ya que no se obtendria un dngulo
de equilibrio si la velocidad de giro fuera cero. La expli-
cacién de esto es que entre 1079 y 10°7 W m~2 la velocidad de
giro (en grados por minuto) es tan pequefia gque se confunde
con el ruido. Sin embargo, tras ocho horas de estimulacién se
obtiene un 4dngulo de equilibrio apreciable y medible por
encima del umbral.

El umbral de una fotorrespuesta también puede ser altera-
do por las condiciones de crecimiento y experimentacién. El
umbral del fototropismo y del fotomecismo del macréforo
varian con el estadio del desarrollo y la iluminacién durante
el crecimiento, respectivamente, como vimos en la introduc-
cidén de este cap{tulo.

Por todas estas razones resulta dificil comparar exacta-
mente los umbrales de las fotorrespuestas de Phycomyces. Sin

embargo, podemos decir que todas tienen umbrales entre 1079 y
107 W m 2 con iluminacién continua y 10”7 y 104 J m~2 con
destellos; Solo la fotocarotenogénesis parece tener un umbral
mads alto (Lépez Diaz y Cerdd Olmedo 198Q). Sin embargo,
trabajos recientes (E.R. Bejarano, comunicacién personal) han
permitido detectar un componente de escasa amplitud pero de
umbral parecido a los de 1las otras fotorrespuestas de
Phycomyces.

El umbral de la fotoforogénesis para iluminacidén continua
estimado con este método es mds alto que el que se obtuvo con
el método de Thornton (LOpez Diaz y Cerdd Olmedo 198l). Las
diferencias en los umbrales se pueden deber a que las distin-
tas condiciones de crecimiento podrian modificar el periodo
de competencia a la 1luz. Los micelios que crecieran méas
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despacio podrian capturar mds fotones y tener, por consi-
guiente, un umbral mé&s bajo.

La fotomacroforogénesis es maxima bajo iluminacidén conti-
nua de 1073 w m™2, La menor respuesta a intensidades superio-
res no parece deberse a la fotodestruccién del fotorreceptor
que, en el caso del fototropismo, ocurre a intensidades muy
altas, por encima de 10 W m~2 (Figura 1). La inhibicidén puede
explicarse con los resultados de Thornton (1975) sobre el
efecto de la luz en los distintos estadios del desarrollo de
los esporangiéforos de Phycomyces. La estimulacién de 1la

macroforogénesis es la suma del incremento en el numero de
macroprimordios en el micelio y la fotoconversién de algunos
microprimordios para dar lugar a macroforos. Las altas inten-
sidades inhiben la produccién de microprimordios y bloquean
uno de los componentes de esa suma. El resultado seria un
descenso de la macroforogénesis a altas intensidades lumino-
sas, como se observa en la figura 8.

Las respuestas morfogenéticas a destellos tienen dos
componentes aditivos, cada uno con una exposicién umbral, una
exposicién saturante (unas cien veces mayor que el umbral) y
una respuesta gradual entre ambas. El1 umbral del componente
de alta intensidad es unas diez mil veces mayor que el umbral
del de baja intensidad. Estas respuestas con dos escalones se
han encontrado también al estudiar la fotocarotenogénesis en
el micelio de Phycomyces (Jayaram et al. 1979; Whitaker vy

Shropshire 1981; E.R. Bejarano, comunicacién personal), el
fototropismo de los macréforos (Figura 17)(Galland y Russo
1984; Galland y Lipson 1987a), y los cambios en la absorben-
cia del micelio inducidos por la luz (Trad y Lipson 19817).

Los umbrales de los dos componentes gque aparecen en la
fotoforogénesis son aproximadamente iguales que los de la
fotocarotenogénesis. La sensibilidad absoluta parece ser la

misma en la mayoria de las fotorrespuestas de Phycomyces.

La fotoforogénesis de Phycomyces es mucho mds sensible a

la luz azul que la fotomorfogénesis de 1los otros hongos en
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los que se ha estudiado en detalle. El1l umbral de la fotoforo-
génesis de Phycomyces es 104 J m~2, mientras gue el umbral

de la fotoinduccidén de protoperitecios de Neurospora crassa

es 4.2 J m~2 (Degli-Innocenti et al. 1983). La exposicién
necesaria para estimular la fotoconidiacién al 50 % de la
respuesta mdxima en Trichoderma es de 1.77 J m~2 (Gressel vy

Hartmann 1968), mientras que el punto de inflexién del primer
componente estd a 2.19 x 1073 g m™2 para la fotomacroforogé-
nesis ya 1.6 x 103 g m~2 para la fotomicroforogénesis.

La diferencia en la forma de las curvas que se obtienen
con iluminacién continua y con destellos parece deberse a la
poblacién de micelios que no son competentes a la luz en el
momento de la iluminacién. La iluminacidén continua permite
que todos los micelios reciban luz en su periodo de competen-—
cia y, como consecuencia de esto, el primer componente satura
la respuesta e impide detectar el segundo componente. La
falta de efecto de la preiluminacién de los cultivos sobre la
sensibilidad, 1la contemporaneidad de la competencia a alta y
baja exposicién y el mantenimiento de 1la reciprocidad bhasta
iluminaciones de 200 minutos han permitido desechar otras
hipétesis.

El umbral de la fotomicroforogénesis a destellos de 416
nm durante dos minutos es aproximadamente 10 fotones por
micrémetro cuadrado (capitulo tres). La reciprocidad de 1la
respuesta se mantiene hasta los 200 minutos, lo que indica
gue, cerca del umbral, el fotorreceptor es capaz de reaccio-
nar a fotones aislados que llegan uno cada veinte minutos a
un drea de un micrémetro cuadrado.

El periodo de competencia»a la luz

Las respuestas fotomorfogénicas sélo ocurren durante el
periodo de competencia a la 1luz, de unas cuarenta horas de
duracién. Las curvas que representan la forogénesis tras
iluminar los cultivos durante dos minutos a distintas edades

tienen forma de campana Yy alcanzan el mdximo a los dos dias
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de edad (Figura 12). Este periodo de competencia es en reali-
dad el resultado de superponer los periodos de competencia de
los 10° micelios imperfectamente sincronizados que crecen en
cada caja de Petri.

La respuesta a un destello depende del numero de micelios
competentes en ese momento. E1l nimero de esporangidforos que
cada micelioc aporta a la curva depende de la relacidén entre
el periodo de competencia (tg) y el intervalo entre los des-
tellos (ti). Si to es igual a tj, cada micelio podrd respon-
der a uno solo de 1los destellos aplicados, aquél que caiga
dentro de su periodo de competencia. Si el destello es satu-
rante, la suma de las respuestas a cada uno de los destellos
debe ser igual a la respuesta mdxima posible (la desaparicidn
de 1los micréforos). Si t es igual a ntj cada micelio podra
responder a cualquiera de n destellos. Esto hace que 1la suma
de las respuestas a cada uno de los destellos serd n veces la
respuesta maxima.

Este razonamiento se puede formular como:

Y _alt)=te/ty

donde a(t) és la respuesta normalizada entre 0 y 1 gque se
obtiene al aplicar el destello en el momento t; el valor 0
corresponde a micelios no iluminados y 1 a la desaparicién de
los micréforos. Es decir a(t)=l-y donde y es la ordenada en
las figuras 9, 10 y 11, por ejemplo.

El periodo de competencia se obtiene de 1la férmula ante-
rior:

Hemos utilizado los resultados de la fotomicroforogénesis
qgue aparecen en la figura 12 para estimar el periodo de
competencia de los dos componentes. El intervalo entre deste-
llos es de cuatro horas (tj=4 h) y Y _a(t) para el primer
componente es 1.81. El producto de estos dos valores permite
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estimar el periodo de competencia del primer componente en
7.24 horas. De la misma manera, para el segundo componen-
te 2 a(t)=2.85. Este valor incluye la respuesta al estimulo
del primer componente, cuyo valor hay que restarle para obte-
ner el 2Z_a(t) debido al segundo componente, que resulta asf{
ser 1.04. El periodo de competencia del segundo componente es
4.16 horas.

Estos resultados indican que el periodo de competencia de
cada micelio dura sélo unas pocas horas, mucho menos que el
periodo de competencia de la poblacién, que es de unas
cuarenta horas. El periodo de competencia de la poblaciédn
coincide para 1los dos componentes. Sin embargo, en cada
micelio no tienen por qué coincir los dos periodos de compe-
tencia. Como el primer componente es saturante, si los perio-
dos de competencia coincidieran, el segundo componente serfa
indetectable. "



45

CAPITULO TERCERO

ESPECTROS DE ACCION DE LA FOTOMORFOGENESIS DE PHYCOMYCES

INTRODUCCION
El fotorreceptor

Para que una fotorrespuesta tenga lugar es necesario
capturar fotones y pasar la informacién que contienen a la
cadena de transduccidén sensorial. Las células que reciben y
procesan informacién luminosa necesitan moléculas especiali-
zadas, los fotorreceptores, para realizar esta funcidn.

El fotorreceptor suele ser un complejo formado por una o
varias cadenas peptidicas y un grupo prostético, que es el
encargado de absorber 1los fotones. El grupo proteico propor-
ciona el entorno molecular apropiado para que el grupo pros-

tético realice su funcién.

El espectro de accién

Cuando no se sabe cudl es el fotorreceptor responsable de
una respuesta bioldgica, el primer paso hacia su identifica-
ciébn consiste en obtener su espectro de accidén. Si se dan
ciertas condiciones, el espectro de accién reproduce exacta-
mente el espectro de absorcién del fotorreceptor. Esta infor-
macién ayuda a su caracterizacién y purificacién.

Un espectro de accién representa la eficacia de cada
longitud de onda para dar 1lugar a una fotorrespuesta. La
eficacia de cada longitud de onda se define como el inverso
de la iluminacidén necesaria para obtener una determinada
respuesta,‘ generalmente el umbral o el 50 % de la respuesta

maxima.
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El método gque hemos expuesto supone gque la respuesta
depende de un fotorreceptor simple que absorbe un fotén, se
excita y, al desexcitarse, modifica al primer elemento de la
cadena de transduccién. Este modelo predice que las curvas
que describen la relacién entre el estimulo y la respuesta a
distintas longitudes de onda serdn paralelas y que todas
alcanzardn la misma respuesta mixima. Si esto no ocurre, el
sistema de fotorrecepcién es complicado (intervienen varios
pigmentos, existen ciclos de fotoconversién etc.). Se pueden
estudiar modificaciones de este modelo bdsico mediante espec-
troscopfa de accién, aunque se necesita un andlisis matemdti-
co detallado para interpretar correctamente el espectro. La
espectroscopfa de accién bha sido revisada extensamente por
Hartmann (1983), Schdfer y Fukshansky (1984) y Galland (19817).

Espectros de accién y fotorreceptores de Phycomyces

Phycomyces ve 1la 'luz azul, como muchos otros seres vivos

de la mayor parte de los grupos filogenéticos: bacterias,
protozoos, hongos, plantas y animales (Senger 1980, 1984,
19817). La mayorfa de los espectros de accién son bastante
parecidos, con médximos a 450 nm y picos menores alrededor de
425 y 475 nm. Muchos tienen ademds un mdximo alredor de 370
nm, en la 2zona del ultravioleta cercano. Las respuestas a la
luz azul suelen tener un acusado descenso de la sensibilidad
por encima de 1los 500 nm. Una seleccién de varios espectros
de accidén de respuestas a la luz azul aparecen en la figura
14. |

Pese a su amplia distribucién, se desconoce la naturaleza
quimica de la mayorfa de los fotorreceptores de la luz azul.
Los carotenoides y las flavinas tienen espectros de absorcién
parecidos a los espectros de accién de 1la fotorrespuestas de
luz azul (revisiones de Presti 1983 y Song 1981). Las flavi-
nas parecen ser los fotorreceptores de la 1luz azul en la
mayorfa de los casos investigados en detalle (Galland y
Senger 1988). De hecho, las flavinas son los croméforos de
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Figura 14. Espectros de
accién de respuestas a la
luz azul de varios organis-
mos. (A) fototropismo de
Phycomyces, (B) fototropi-
smo en el hongo Pilobolus
kleinii, (G) fototropismo
de 1los coleoptilos de la
planta Avena sativa, (D)
fototactismo del protista
Euglena gracilis, (B) foto-
tactismo negativo en Physa-
rum nudum, (F) fotocarote-

; nogénesis en el hongo Neu-
rospora crassa, (G) fotoca-
F rotenogénesis en Fusarium
1 aquaeductuum, (H) fotocaro-

la

tenogénesis en bacteria
Mycobacterium, (%) estimu-
lacidn del desarrollo
p sexual en el hongo Nectria
haematococca, (J) incremen-

to de la respiracién en el
! alga Chlorella, (K) reorga-
nizacidén de 1los cloroplas-
J tos del musgo Funaria, (L)
cambio de fase en el ritmo
(/1\\\r///A\4\\\“ circadiano de salida de 1la
pupa de la mosca Drosophila
'A\/////\L\\\\ pseudoobscura. Figura toma-

L

eficacia
;

da de Presti y Galland
(1981).
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los f(Gnicos fotorreceptores de 1la luz azul aislados hasta la
fecha: las enzimas fotorreactivantes de E. coli, Streptomyces

y S. cerevisiae. Los croméforos identificados son el FADH; en

E. coli, un derivado de 1la 5-deazarriboflavina en Strepto-
myces, y el FAD en S. cerevisiae (Galland y Senger 1988).
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El fototropismo y el fotomecismo del esporangiéforo
tienen espectros de accién muy parecidos (Figura 18). Esto
sugiere los mismos fotorreceptores para las dos respuestas.
El espectro de accién del fototropismo depende del método
empleado para obtenerlo (Galland y Lipson 1985a), 1lo que
sugirié a los autores que el sistema fotorreceptor es muy
complejo. Estos datos han sido reexaminados recientemente por
Fukshansky y Steinhardt (1981) qgque creen poderlos explicar
asumiendo un fotorreceptor simple pero muy orientado y
teniendo en cuenta la geometria del esporangidéforo. Hay
pruebas de que el macréforo tiene dos fotosistemas con
distintos umbrales y respuestas mé&ximas (Galland y Lipson
1987a, Galland y Presti 1981).

Recientemente, E.R. Bejarano (comunicacién personal) ha
obtenido un detallado espectro de accién de la fotocaroteno-
génesis de Phycomyces (Figura 18). La fotocarotenogénesis es

también la suma de dos respuestas, efectivas a distintas
exposiciones luminosas. Los espectros de accién de estos dos
componentes se parecen entre s{ y a los de las fotorrespues-
tas del macréforo, pero presentan diferencias significativas
que indican que los fotorreceptores de los dos componentes no
son idénticos.

Bergman (1972) y Thornton (1973) observaron que en la
fotoinduccién de la macroforogénesis 1las longitudes de onda
de 380 a 480 nm son md3s efectivas qgque las de 500 nm en
adelante, pero no se disponfa, hasta ahora, de espectros de
accién. Esta carencia se debe a que las mediciones de la
forogénesis eran incdmodas, lentas y poco repetibles. Estos
defectos han sido superados por el método descrito en el
capftulo primero.



49

RESULTADOS

Los destellos monocromdticos inducen respuestas con dos
componentes como los gque se obtienen con destellos azules
(Figuras 15 y 16). A 347 y 530 nm no se observé el segundo
componente, presumiblemente porque su umbral supera a la
emisién de la l&mpara usada. Los resultados se ajustaron,
seglin se describe en el apéndice, a la funcién:

y =1 + ax/(x+b) + cx/(x+d)

Esto permitié reducir todos los resultados obtenidos con
cada longitud de onda a los cuatro pardmetros de la funcién:
las amplitudes (a y g¢) y las exposiciones en 1los puntos de
inflexién (b y d) de cada componente.

Los valores de las amplitudes de cada componente no
dependen de 1la longitud de onda. La eficacia de cada longitud
de onda se definié como el inverso de 1la exposicién en los
puntos de inflexién de cada componente. Este pardmetro se
representd en el eje de ordenadas de los espectros de accidén
(Figura 11). Los cuatro espectros de accién (del primer y
segundo componente de la macro- y microforogénesis) confirman

que la fotoforogénesis de Phycomyces estd regulada por la luz
azul. Los espectros tienen un aspecto similar, con un acusado
descenso en la eficacia para las longitudes de onda por enci-
ma de 507 nm.

La luz de 606 y 634 nm fue inefectiva, incluso con expo-
siciones de 4 x 104 y 9 x 10-4 moles de fotones m~2, respec-
tivamente. A 575 nm las respuestas fueron tan pequefias gque no
permitieron el andlisis de los datos y su inclusién en los
espectros de accién.
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Figura 15. Efecto de destellos monocromdticos sobre 1la foto-
microforogénesis de Phycomyces. Cada s{mbolo representa la
media y su desviacién tfpica de 1los resultados de cuatro a
seis experimentos independientes. Las lineas continuas indi-
can el ajuste de los resultados a la ecuacién del apéndice.
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Figura 16. Efecto de destellos monocromdticos sobre 1la foto-
macroforogénesis de Phycomyces. Cada simbolo representa la
media y su desviacién tfpica de los resultados de cuatro a
seis experimentos independientes. Las lineas continuas indi-
can el ajuste de los resultados a la ecuacién del apéndice.
Las dos 1lfneas de 450 nm representan el ajuste a dos grupos
de experimentos independientes.
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Figura 17. Espectros de accién de 1la fotoforogénesis de
Phycomyces. La eficacia estd definida como el reci{proco de 1la
exposicidén en el punto de inflexién (mitad del valor mdximo)
de cada uno de los componentes de cada respuesta. Los circu-~
los blancos representan estimaciones superiores de valores
demasiado pequefios para ser medidos.
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Existen diferencias significativas entre los espectros de
ambas respuestas. El pronunciado mdximo a 416 nm que aparece
en los dos espectros de la microforogénesis no aparéce en
ninguno de los de la macroforogénesis. La macroforogénesis es
mis sensible al wultravioleta cercano (350-400 nm) que 1la
microforogénesis, sobre todo si comparamos los espectros del
segundo componente.
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También existen diferencias entre los componentes de
ambas respuestas, especialmente en la zona de los 500 nm. El
primer componente tiene un pico a 507 nm del que carece el
segundo componente.

DISCUSION

El umbral de la fotoforogénesis es muy bajo, cercano a 10
fotones por micrémetro cuadrado. Las respuestas se dan con
una iluminacién muy tenue, menor gque la luz de la luna.
Nuestra ignorancia de la ecologfa de Phycomyces hace dificil

imaginar el ambiente natural donde esta fotorrespuesta puede
haber evolucionado.

Los destellos inducen una respuesta que se puede ajustar
a una funcién con dos componentes. Esto ocurre en todas las
fotorrespuestas de Phycomyces investigadas en detalle Y

sugiere que existen dos fotorreceptores gue responden a baja
y alta exposicién.

Los cuatro espectros de accién tienen el mismo aspecto
general, pero tienen respuestas caracter{sticas a ciertas
longitudes de onda. Los espectros de la fotomicroforogénesis
tienen un mdximo a 416 nm que no aparece en los de la fotoma-
croforogénesis y que no es tipico de las respuestas a la luz
azul fuera de Phycomyces. Las longitudes de onda alrededor de

500 nm son relativamente mds efectivas en los espectros del
primer componente que en los del segundo componente. Los
picos fotomacroforogénicos a 383 nm son tfpicos de flavinas.
De hecho, los cuatro espectros de accién no excluyen gque los
fotorreceptores sean flavoproteinas. Los mdximos a 416 y 507
nm podrfan deberse a croméforos no flavinicos.

Las diferencias entre los cuatro espectros de accién
indican que los fotorreceptores no son idénticos. Los resul-
tados indican que cada respuesta estd regulada por dos foto-
rreceptores que funcionan en distintos intervalos de exposi-
ciones luminosas.
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Figura 18. Espectros de
accién de las fotorres-
puestas de Phycomyces.
(A) primer componente Yy
(B) segundo componente de
la fotocarotenogénesis,
(G) primer componente Y
(D) segundo componente de
la fotomicroforogénesis,
(B) primer componente y
(F) segundo componente de
la fotomacroforogénesis,
(G) balance fototrépico
cuando la intensidad de
la luz de_ referencia es
1004 w m2 y (H) cuando
la intensidad es 1078 w
m~2, (I) equilibrio foto-
gravitrépico y (J) foto-
mecismo. Los espectros de
la fotocarotenogénesis
ban sido cedidos por E.R.
Bejarano Y los de 1las
fotorrespuestas del espo-
rangiéforo han sido toma-
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Los espectros de accién de las fotorrespuestas del mice-
lio y del esporangiéforo tienen un cierto aire de familia
(Figura 18). Poseen un gran mdximo en la zona del ultravio-
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leta cercano (380-390 nm) y otros alrededor de 450 y de 480~
490 nm. Todos tienen un acusado descenso en la eficacia por
encima de los 500 nm.

Algunos espectros de accién poseen mdximos caracter{s-
ticos. Los espectros del segundo componente de la fotoforo-
génesis tienen un pico a 507 nm que no aparece en ningln otro
espectro. El1 mdximo a 416 nm aparece en los dos espectros de
la microforogénesis, en el del primer componente de la foto-
carotenogénesis, en el del equilibrio fotogravitrdpico y en
el del balance fototrépico cuando la luz de referencia es de
baja intensidad. También existe un pico alrededor de 416 nm
en el espectro de accién de la inhibicién de 1la germinacién
de las uredosporas de Puccinia graminis (Calpouzos y Chang
1971).

La espectroscopfa de accién permite comparar los fotorre-

ceptores con los gque cada una de las fotorrespuestas de
Phycomyces responde a un amplio intervalo de exposiciones.

Las pocas pero significativas diferencias entre los espectros
de accién de las distintas respuestas sugieren que los foto-~
rreceptores de Phycomyces tienen elementos en comin, pero no

son idénticos.
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CAPITULO CUARTO

MUTANTES DE PHYCOMYCES ALTERADOS EN LA FOTOMORFOGENESIS

INTRODUCCION

El andlisis genético de la fotomorfogénesis permite iden-
tificar los componentes de la cadena sensorial y establecer
las relaciones entre ellos. En Phycomyces es posible 1la

bisqueda de mutantes y su andlisis genético (revisién, Eslava
1987), lo que ha permitido encontrar mutantes alterados en
las fotorrespuestas del esporangiéforo y en la fotocaroteno-
génesis. La investigacién de la fotoforogénesis de estos
mutantes nos ayudar4 a relacionar entre s{ 1las fotorrespues-

tas de Phycomyces.

Mutantes alterados en las fotorrespuestas del esporangiéforo

Estos mutantes se aislaron por su deficiente fototropismo
a intensidades luminosas a las que responde perfectamente el
silvestre. Su andlisis genético ha permitido clasificarlos en
ocho genes no 1ligados, madA a madH (Ootaki et al. 1974,
Eslava et al. 1976, Lé6pez Dfaz y Lipson 1983) (Figura 19).
Los mutantes en los genes madA, madB y madC no responden en

absoluto a bajas intensidades luminosas, pero responden
normalmente a otras mayores; sus umbrales son 103, 105 y 10°
veces, respectivamente, mayores que el del tipo silvestre.
Los mutantes en los genes madD a madG tienen el mismo umbral

que la estirpe silvestre, pero sus respuestas son menores a
todas las intensidades luminosas (Bergman et al. 1973). Los
mutantes en el gen madH tienen el mismo umbral que el silves-
tre, pero responden mucho mds deprisa (mutantes "hipertrépi-
cos", Lipson et al. 1983).
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Figura 19. Equilibrio fotogravitrépico de los esporangiéforos
silvestres y mutantes mad. La figura representa el dngulo ()
formado por los esporangiéforos y la vertical tras iluminar-
los unilateralmente con 1luz azul de 1la intensidad gque se
indica. Las letras maylisculas indican el gen mad alterado. La
estirpe silvestre se indica por el s{mbolo +.
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Los genes madA, madB y madC actlan en los pasos iniciales

de 1la ruta sensorial, ya que las mutaciones en estos genes no
afectan a las otras respuestas del esporangiéforo pero s{
afectan al fotomecismo y a los mecanismos de adaptacién a la
luz y a la oscuridad (Galland y Lipson 1987b). Ademds, los
mutantes madB y madC tienen modificado el espectro de accién
del equilibrio fotogravitrédpico, 1lo gue indica que tienen
alterado el sistema de fotorrecepcibén (Galland 1983, Galland
y Lipson 1985b). Los dobles mutantes madA madB y madB madC vy
el triple mutante madA madB madC son ciegos para el fototro-
pismo (Lipson y Terasaka 1981). El1 efecto multiplicativo
entre estos mutantes sugiere que los productos de estos genes
actlan en serie. Datos genéticos (Medina y Cerdd Olmedo 1977
y Lépez Dfaz y Lipson 1983) y biof{sicos (Poe et al. 1986)
sugieren que varios de los productos de los genes mad forman

un complejo multimérico.
Las mutaciones en los genes madD a madH alteran todos 1los

tropismos, lo gque indica que estos genes gobiernan el creci-
miento del esporangiéforo.
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Los mutantes en los genes madA y madB tienen también
alterada la fotocarotenogénesis, aungque en menor grado que el
fototropismo (LSpez Dfaz y Cerdd Olmedo 1980, Jayaram et al.
1980). El1 doble mutante madA madB tiene un efecto multipli-
cativo sobre la fotocarotenogénesis, como ocurre en el foto-
tropismo (Jayaram et al. 1980). El resto de los mutantes mad
no tienen alterada esta fotorrespuesta (Bergman et al. 1973,
Jayaram et al. 1984Q).

De los genes mad, solamente los mutantes madA y madB
tienen alterada la fotoforogénesis (Bergman 1972, Bergman et
al. 1973, Galland y Russo 197%9a, Lépez Dfaz y Cerdd Olmedo
1981, Lipson et al. 1983). El método empleado por Galland y
Russo (1979%9a) permitié estimar que los umbrales de la fotoma-

croforogénesis en los mutantes madA y madB son mil y cien mil
veces, respectivamente, m&s altos que el del silvestre. Estas
mutaciones ejercen por tanto efectos similares sobre el
tropismo y la morfogénesis.

Mutantes alterados en la carotenogénesis

Phycomyces tiene un color amarillo pdlido en la oscuridad

debido a la acumulacién de unos 40 pg por g de peso seco (en
adelante ppm) de beta-caroteno. Durante varios afios se han
aislado mutantes en genes estructurales de la ruta de biosin-
tesis que acumulan diversos intermediarios. Existe también
una amplia coleccién de mutantes reguladores que acumulan
mucho mis © mucho menos beta-caroteno que la estirpe silves-
tre. La carotenogénesis de Phycomyces y sus mutantes ba sido
revisada recientemente por Cerdd Olmedo (1985 y 1987a).

Se conocen dos genes estructurales en la ruta de bios{n-
tesis del beta-caroteno. El gen carB determina la deshidroge-
nasa del fitoeno, que realiza las cuatro Gltimas deshidroge-
naciones de la ruta. Las estirpes con este gen alterado
acumulan principalmente el caroteno blanco fitoeno. El extre-
mo carR del gen bifuncional carRA determina la ciclasa del
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licopeno que transforma a éste en beta-caroteno. Los mutantes
carR acumulan licopeno y son de color rojo.

Existen mutantes gque superproducen beta-caroteno. Los
mutantes en el gen carS acumulan 3000-5000 ppm de beta-caro-
teno, mientras que los que tienen alterado el gen carD acumu-
lan unas 1000 ppm. En el lado opuesto de la actividad carote-
nogénica estdn los mutantes carC y carA (el otro extremo del

gen bifuncional carRA) que acumulan menos beta-caroteno que
el silvestre. Las mutaciones en el gen carRA que eliminan a
la vez las dos proteinas solo permiten acumular pequefias
cantidades de licopeno.

Las investigaciones sobre 1la carotenogénesis de Phycomy-
ces han permitido construir un modelo de regulacién de la
ruta de bios{ntesis (Cerdd Olmedo 1987a y Bejarano et al.
1988). El1 modelo propone que la ruta estd regulada por su
producto final, el beta-caroteno, gque forma un complejo con
el producto del gen carS (pS) y bloguea al producto de card
(pA), dque es esencial para la carotenogénesis. los genes carC
y carD parecen controlar a carS (L.M. Salgado, comunicacién
personal).

La iluminacién continua de 1los micelios incrementa la
cantidad del beta-caroteno acumulado (ver el capftulo segun-
da). La fotocarotenogénesis requiere la actividad de varios
genes, algunos de ellos compartidos por las otras fotorres-
puestas de Phycomyces. Los mutantes en los genes picA, picB
(Lépez Dfaz y Cerdd Olmedo 198Q) y carC (Revuelta y Eslava
1983) parecen tener el mismo umbral gque el silvestre, al

menos en la regién de alta intensidad, pero la respuesta

mixima es menor.

Recientes investigaciones (E.R. Bejarano, comunicacién
personal) han demostrado que la carotenogénesis es fotoindu-
cible en los mutantes en los genes carB, carS y carD, pero no

en los mutantes carR, carA y carRA. La ausencia de estimula-

cién en los mutantes carA no se debe a la escasez de beta-
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caroteno, ya que tampoco se fotoinducen los dobles mutantes
carA carS que acumulan mds beta-caroteno que el silvestre. La
fotoinduccién se investigé iluminando con intensidades muy
altas y el método experimental no permitié 1la estimacién de
los umbrales. Estos resu