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1.1 La fotomorfogénesis y la investigacion del desarrollo

El desarrollo de los seres vivos es un problema fascinante que desde
hace mucho tiempo atrae la atencién de los cientificos. Todos los organismos,
desde los virus a los mamiferos, cambian en mayor o menor medida durante
su ciclo de vida. El caso més extremo lo constituyen los vertebrados, en los
que a partir de una unica célula, el cigoto, se origina una asombrosa variedad
de formas y de funciones celulares.

Uno de los retos de la biologia moderna es entender los procesos que
controlan el desarrollo: ;Qué mecanismos moleculares hacen posible que en
un organismo aparezcan células con la misma dotacién genética pero con.
aspectos y funciones distintas?

El desarrollo de los organismos se produce a través de un programa
ordenado y preciso de procesos de diferenciacién celular. Los factores
ambientales condicionan y modifican el programa de desarrollo en un grado
muy diferente segtin los organismos. La modificacién de la estructura de un
organismo por la luz se denomina fotomorfogénesis.

Muchos organismos de todos los grandes grupos (bacterias, algas,
hongos, plantas y animales) utilizan la luz como fuente de informacién sobre
el ambiente que les rodea. Entre las fotorrespuestas mas comunes en estos
organismos se encuentran la modificacién del movimiento (fototaxis), del
crecimiento (fototropismo) o del metabolismo (como la induccién de la sintesis
de pigmentos), la regulacién de los ciclos circadiarios o la induccién de
procesos morfogenéticos. La fotomorfogénesis es un fenémeno muy frecuente
en la naturaleza, principalmente entre las plantas y los hongos. Algunos
hongos utilizan la luz como sefal de que la dispersién de sus esporas serd mas
eficaz. La luz determina la aparicién de estructuras que se forman para la
esporulacién y determina su forma y su nimero.

La fotomorfogénesis constituye un modelo sencillo para la
investigacién del desarrollo y de los procesos de diferenciacién celular. La luz
ofrece ademéas muchas posibilidades experimentales porque permite precisar
la cantidad, la cualidad, la direccién y la distribucién temporal del estimulo.

La investigaciéon de los hongos ofrece también varias ventajas: son
eucariontes simples, que pueden cultivarse de forma facil y rdpida en medios
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sintéticos; presentan un desarrollo sencillo, con estadios bien definidos, y son,
en general, accesibles a los métodos de la genética cldsica y molecular. Es de
esperar también que en los hongos la investigacién de la naturaleza molecular
del fotorreceptor sea mas facil que en las plantas, ya que aquellos carecen de
pigmentos muy abundantes en las plantas, como las clorofilas; se pueden
cultivar practicamente en dos dimensiones, lo que facilita las mediciones de la
luz incidente; y sus micelios son translicidos y delgados, lo que permite la
iluminacién homogénea.

En esta tesis se presentan los resultados de la investigacién de algunos
aspectos de la fotomorfogénesis del hongo Phycomyces blakesleeanus.

1.2 El organismo de trabajo

La especie Phycomyces blakesleecanus pertenece a la familia
Mucoréceas, orden Mucorales y clase Cigomicetos. Se trata de un hongo
saprofito terrestre que crece formando un micelio de hifas cilindricas muy
ramificadas. Las hifas no presentan tabiques, por lo que el micelio constituye
una sola célula con numerosisimos niicleos (cenocito). Ciertos aspectos
llamativos de su biologia, su sencillez estructural y la facilidad de cultivo en el
laboratorio han hecho que Phycomyces haya sido elegido para numerosas
investigaciones, principalmente a partir de 1957, gracias al impulso dado por
Max Delbruck y sus colaboradores a la investigacién de su fotobiologia.

Una de las particularidades de Phycomyces que desde un principio llamé
mas la atencién de los cientificos fué la conducta de sus macréforos, que son
hifas aéreas cilindricas y no ramificadas, de varios centimetros de largo, en
cuyo extremo se desarrolla un esporangio esférico que contiene las esporas.
La propiedad més llamativa de los macréforos es su sensibilidad a numerosos
estimulos ambientales. El primer analisis cuantitativo de sus respuestas a la
luz fué publicado en 1888 por Massart.

Los macréforos alteran su velocidad de crecimiento en respuesta a
estimulos como la iluminacién simétrica (fotomecismo), la introduccién en el
medio de ciertos compuestos quimicos (quimiomecismo) y la colocacién o
remocién de una cajita a su alrededor (claustromecismo). Los estimulos que
les llegan de forma asimétrica provocan cambios en la direccién del
crecimiento: giran hacia la luz (fototropismo) y las corrientes de aire
(anemotropismo), crecen contra la gravedad (gravitropismo) y se alejan de los
objetos cercanos (evitacién). La extrema sensibilidad de Phycomyces a la luz y
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sus elaboradas respuestas a este estimulo motivaron numerosas
investigaciones sobre su fotofisiologia, que hicieron de este hongo un
organismo pionero en el estudio de las respuestas a la luz azul.

También ha llamado la atencién de los cientificos la presencia de
B-caroteno, responsable del color amarillo tipico de este hongo. La
investigacién de su sintesis, sujeta a una compleja regulacién, fué facilitada
por la obtencién de mutantes con nuevos colores, debidos a la interrupcién de
la ruta biosintética o a cambios en su regulacién.

Se ha avanzado también en el conocimiento de distintos aspectos de la
bioquimica y la genética de Phycomyces. Los resultados de todas estas
investigaciones cientificas han sido objeto de dos grandes revisiones: Bergman
et al. (1969) y Cerd4a-Olmedo y Lipson (1987).

1.3 Los ciclos de vida de Phycomyces

Las esporas vegetativas contienen entre 1 y 6 nicleos, aunque mas del
80 % tienen tres o cuatro nicleos (Heisenberg y Cerd4-Olmedo, 1968). Las
esporas germinan masivamente tras exponerlas a un choque térmico
(Robbins et al., 1942) o afiadir al medio ciertos compuestos quimicos, como el
acetato o el propionato (Robbins et al., 1942; Borchert, 1963; Van Mulders et
al., 1986). Tras la activacién, la espora se hincha y emergen uno, dos o a
veces tres tubos de germinacién, que dan lugar al micelio (fig. 1). El ciclo
asexual se cierra cuando en el micelio superficial se desarrollan las
estructuras reproductoras vegetativas, los esporangiéforos, que portan los
esporangios que contienen las esporas. Los esporangiéforos pueden ser de dos
tipos, los macroéforos ya descritos y los micréforos, mucho méis pequefios y
cuya conducta no ha sido investigada.

Phycomyces es un hongo heterotdlico con dos tipos sexuales
denominados (+) y (-), indistinguibles morfolégicamente y sélo identificables
por su reaccién con el otro sexo (Blakeslee, 1904). El ciclo sexual se inicia con
la interaccién de micelios de distinto sexo (fig. 1), que intercambian feromonas
que, como en otros mucorales, son los precursores metabélicos inmediatos de
los 4cidos trispéricos (Caglioti et al., 1966; Sutter y Whitaker, 1981).
Inducidos por las feromonas, los micelios emiten unas hifas especializadas
denominadas cigéforos. Los cigéforos de sexos opuestos, cuando se

encuentran, crecen juntos hacia el aire, tomando el nombre de
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progametangios. Estos tabican sus dpices separando una célula llamada
gametangio. La fusién de dos gametangios de sexo opuesto origina una
cigospora, que contiene citoplasma y nticleos aportados por ambas estirpes

conjugantes. La cigospora madura permanece en estado de latencia durante
germina formando un

varios meses, al cabo de los cuales

germoesporangiéforo, y en su extremo, un esporangio donde se forman las
germosporas, capaces de iniciar un ciclo asexual normal (Cerda-Olmedo y

Lipson, 1987; Sutter, 1975).
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Figura 1. Ciclos de vida de Phycomyces. Se muestran las distintas etapas del desarrollo de los

esporangioforos y de la formacién de la cigospora.
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1.4 Respuestas a la luz azul >

La luz azul provoca distintos efectos en Phycomyces, que afectan tanto
a su fisiologia como a su desarrollo. Como se mencioné anteriormente, los
esporangiéforos son fotosensibles y crecen en direccién a la fuente de luz azul
(fototropismo). En el micelio, la luz azul estimula la sintesis de caroteno
(fotocarotenogénesis) y provoca cambios en la pauta de desarrollo
(fotomorfogénesis).

La fotomorfogénesis se produce tanto en el ciclo sexual como en el
asexual. En el primero, la luz inhibe la formacién de algunas de las
estructuras especializadas para la reproduccién (Yamazaki et al., 1996). En
el segundo la luz condiciona la forogénesis (fotoforogénesis), decidiendo el
namero y el tipo de esporangié6foros. Los efectos de la luz sobre la forogénesis.
de la estirpe silvestre han sido investigados en detalle y se conocen ademas
algunos de los genes que intervienen en esta fotorrespuesta (Corrochano y
Cerda-Olmedo, 1991).

1.5 Objetivos del trabajo

En la regulacién de la fotoforogénenesis de Phycomyces convergen dos
procesos celulares distintos. Por una parte, se decide la entrada en un nuevo
estadio del desarrollo, la forogénesis. Por otra parte, se recibe y se procesa el
estimulo luminoso y, en funcién de esta informacién, se modula la decisién
anterior. El resultado final, la fotoforogénesis, producto de la integracién de
ambos procesos, ha sido el objeto de las investigaciones que se presentan en
esta tesis.

Por una parte, decidimos buscar nuevos mutantes de la fotoforogénesis
que nos permitieran identificar los genes implicados en la fotorrecepcién y la
transduccién de la sefial luminosa. Tales mutantes definirian genes con un
papel clave en el desarrollo de Phycomyces.

Nos propusimos adem4s investigar el papel de las poliaminas en el
desarrollo de Phycomyces. En los hongos mucorales, la entrada en cada nuevo
estadio de desarrollo conlleva un aumento en la sintesis de poliaminas,
compuestos implicados en el desarrollo en multitud de organismos. Decidimos
investigar los efectos que provoca en Phycomyces la alteracién de la ruta de
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biosintesis de poliaminas mediante el empleo de la diaminobutanona, un
inhibidor de la ruta, y el aislamiento de mutantes.

También nos han interesado los mecanismos por los que la luz modula
la forogénesis. El efecto de la luz sobre el desarrollo requiere la accién de al
menos un fotorreceptor y una cadena de transduccién de sefiales. Se ha
propuesto que el fotorreceptor de luz azul podria consistir en una proteina que
ligara riboflavina de forma no covalente. Nuestra intencién ha sido averiguar
si estas proteinas intervienen en la fotorrecepcién de luz azul por Phycomyces.
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2.1 INTRODUCCION

2.1.1 La forogénesis de Phycomyces

Se denomina forogénesis a la formacién de los esporangiéforos,
estructuras reproductoras vegetativas. En Phycomyces los esporangiéforos se
desarrollan a partir de unas pequefias protuberancias que aparecen en el
micelio, llamadas primordios. Los macréforos y los micréforos se originan a
partir de distintos tipos primordios (Thorton, 1972; 1975).

La diferencia principal entre macréforos y micréforos es el tamarfio. Los
macréforos llegan a medir varios centimetros de largo. Su esporangio, de unos
500 pm de didmetro, contiene unas cien mil esporas. Los micréforos, por el
contrario, tienen alrededor de 1 mm de longitud y sostienen un esporangio de
unos 100 um de didmetro con unas mil esporas (Gutiérrez-Corona y Cerdéa-
Olmedo, 1985). '

El momento en el que se inicia la forogénesis y el niimero de macréforos y
micréforos formados dependen de diversos factores ambientales (Galland y
Ootaki, 1987). En las condiciones de cultivo habituales el hongo esporula cuando
se agotan los nutrientes. Las reservas acumuladas durante el crecimiento se
emplean en la formacién de las esporas, células resistentes destinadas a crecer
en otro lugar o en otro momento, y de las estructuras que las producen y
facilitan su dispersién.

La forogénesis depende de las condiciones de crecimiento. De forma
general, los factores que limitan el crecimiento miceliar inhiben la produccién de
macréforos y estimulan la de micréforos. Asi ocurre con las bajas temperaturas,
la escasez de nitrégeno y el aumento de la densidad de siembra, que hace
disminuir la cantidad de nutrientes disponibles por micelio (Rudolph, 1958;
Thorton, 1972; Gutiérrez-Corona y Cerd4-Olmedo, 1988). Por el contrario, la
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adicién de medio fresco a los cultivos reprime la microforogénesis (Rudolph,
1958).

Phycomyces no esporula cuando el micelio crece en medio liquido. Si el
micelio se cubre durante parte de su crecimiento con una fina capa sélida o
liquida, se induce la produccién de micréforos y se reprime la de macréforos
(Grehn, 1932; Gutiérrez-Corona y Cerd4-Olmedo, 1985). La escasez de oxigeno,
causada, por ejemplo, por la falta de aireacién de los cultivos, cuando no llega a
afectar al crecimiento, favorece la. microforogénesis e inhibe la
macroforogénesis. La acumulacién de CO2 parece ser parcialmente responsable
de este efecto (Russo et al., 1981; Gutiérrez-Corona y Cerd4-Olmedo, 1985).

2.1.2 La fotoforogénesis

La luz es otro de los factores que regulan la forogénesis de Phycomyces. La
iluminacién del micelio estimula la macroforogénesis e inhibe la
microforogénesis, aunque esto sélo se pone de manifiesto en determinadas
condiciones de cultivo En los ltimos afios se han propuesto varios modelos
experimentales para el estudio de la fotoforogénesis de Phycomyces (Bergman,
1972; Russo, 1977; Thorton, 1979; Gutiérrez-Corona y Cerdd-Olmedo, 1985;
Ortiz-Castellanos y Gutiérrez-Corona 1988; Corrochano y Cerd4-Olmedo, 1988).
El protocolo propuesto por Corrochano y Cerdd-Olmedo (1988) conduce a
resultados claros y cuantificables. En este protocolo se utiliza el agar minimo
usual en cajas de Petri inoculadas con 105 esporas, lo que permite un
crecimiento rdpido y vigoroso y una produccién homogénea de micréforos y-
macréforos. La forogénesis se produce sincrénicamente a partir del tercer dia,

llega al maximo al cuarto dia y desaparece en los dias sucesivos (Corrochano y
Cerd4a-Olmedo, 1988).

El umbral de la fotoforogénesis es de unos 10-8 W m-2, cuando el micelio se
ilumina con luz azul continua (fig. 2). En estas condiciones la respuesta maxima
se alcanza con unos 10-3 W m-2 (Corrochano y Cerd4-Olmedo, 1990a). Los
umbrales de la fotoforogénesis son semejantes a los de otras fotorrespuestas de
Phycomyces y mucho més bajos que los de las fotorrespuestas de otros hongos
(Corrochano y Cerd4-Olmedo, 1991). '
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Figura 2. Fotoforogénesis de la estirpe silvestre en cultivos de cuatro dias de edad crecidos
bajo luz azul continua. Los tridngulos indican micelios iluminados con luz roja. Tomado de
Corrochano v Cerda-Olmedo (1990a).

Los destellos luminosos tienen también efectos morfogenéticos. Los
cultivos son competentes a la luz desde las 32 hasta las 68 horas después de la
inoculacién, con un maximo de sensibilidad a las 48 horas, poco antes de la
aparicién de los primeros esporangiéforos. Los destellos inducen respuestas
fotomorfogenéticas escalonadas, con dos componentes cuyos umbrales son
aproximadamente 104y 1 J m'2 de luz azul (fig. 3). Este tipo de respuesta con
dos componentes es comiin a todas las fotorrespuestas de Phycomyces, y sugiere
la existencia de dos sistemas de fotorrecepcién, uno sensible a baja intensidad de
luz y el otro a alta intensidad (Corrochano y Cerda-Olmedo, 1990a). Los dos
sistemas son competentes en momentos distintos tanto en un mismo micelio
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como en los cien mil micelios que componen el cultivo. La respuesta escalonada
se debe a que, en un momento dado, sélo una fraccién de los micelios responde a
baja intensidad, mientras que otra fraccién lo hace a intensidad alta y otra no
responde a ninguna. La respuesta resultante tiene dos componentes y no llegan
a desaparecer todos los micréforos. Cuando la iluminacién es continua (fig.2), en
todos los micelios se estimula el fotorreceptor de mayor sensibilidad. En la
representacién de la fotoforogénesis en luz continua aparece, por tanto, un dnico
componente (Corrochano y Cerd4a-Olmedo, 1990a).
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Figura 3. Fotoforogénesis de la estirpe silvestre (linea de trazo grueso) y de los mutantes C21
(madA) y C111 (madB) (lineas de trazo fino, A y B respectivamente) en cultivos de cuatro dias
de edad iluminados a las 48 h con un destello de luz azul. De Corrochano y Cerda-Olmedo
(19904, b), modificado.

La luz y otros estimulos hacen variar la macro- y la microforogénesis en
direcciones opuestas, pero no existe una tasa fija de intercambio entre ellas: un
macréforo no sustituye a un nimero determinado de micréforos. Aunque ambos
fenémenos morfogenéticos estdn relacionados, el conocimiento de uno no
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permite predecir exactamente el otro. Parecen ser, por tanto, dos respuestas
independientes.

Los dos componentes de la forogénesis tienen ademads sus espectros de
accién particulares, con rasgos comunes y diferencias significativas entre si y
con los de otras fotorrespuestas a la luz azul, en Phycomyces y en otros
organismos. Los resultados sugieren que Phycomyces utiliza para la
fotoforogénesis cuatro fotorreceptores distintos con elementos comunes
(Corrochano et al., 1988).

2.1.3 Genética de la fotoforogénesis

Algunos mutantes del fototropismo y de la carotenogénesis presentan
alteraciones en la fotoforogénesis. Los mutantes del fototropismo (mad) definen
10 genes no ligados, de madA a maddJ (fig. 4). Las mutaciones en los genes
madA, madB, madC y madl provocan defectos cualitativos en la visién de la
luz, que sugieren que los productos de estos genes forman parte de la estructura
del fotorreceptor. En estos mutantes el umbral del fototropismo es mayor que en
el tipo silvestre, pero los tropismos a estimulos distintos de la luz son normales
(Galland y Lipson, 1987). Otros datos genéticos y biofisicos sugieren que los
productos de los genes madA, B y C interaccionan formando un complejo
multimérico (Medina y Cerd4-Olmedo, 1977; Lépez-Diaz y Lipson, 1983; Poe et
al., 1986).

lo (grados)
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Figura 4. Fototropismo de los esporangiéforos de la estirpe silvestre y de varios mutantes
mad. La figura representa el dngulo formado por los esporangiéforos y la vertical tras 8 h de
iluminacién unilateral con luz azul de la intensidad que se indica. Las letras mayusculas indican el
gen mad alterado. La estirpe silvestre se indica con las letras WT.
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Los mutantes en los otros genes (madD a madJ) estan alterados en el
crecimiento del esporangiéforo. Estos mutantes responden lentamente al
estimulo luminoso, aunque su umbral de sensibilidad es igual al del tipo silvestre.
Estdn alterados ademas en los tropismos a estimulos distintos de la luz, como la
gravedad u obstdculos cercanos (Bergman et al., 1973; Galland y Lipson, 1987).
Algunas mutaciones en estos genes provocan también alteraciones leves en la
percepcién de la luz que podrian indicar que los productos de estos genes
interaccionan con el fotorreceptor (Lipson y Teresaka, 1981; Campuzano et al.,
1996).

De todos los genes mad analizados, tnicamente madA y madB
intervienen en la fotoforogénesis. El umbral de la fotoforogénesis de los
mutantes madA y madB analizados es, respectivamente, cien y diez mil veces
mayor que el del tipo silvestre (fig. 3) (Bergman, 1972; Bergman et al., 1973;
Jayaram et al., 1980; Lipson et al., 1983; Corrochano y Cerda-Olmedo, 1990b).
Los genes madA y madB intervienen también en la fotocarotenogénesis
(Bergman et al., 1973; Lopez-Diaz y Cerda-Olmedo, 1980).

A diferencia de lo que ocurre con el fototropismo y la fotocarotenogénesis,
el B-caroteno es imprescindible en la fotoforogénesis. En los mutantes carA,
carB, carR y carRA, que no sintetizan B-caroteno, la forogénesis es casi
insensible a la luz (Galland y Russo, 1979; Gutiérrez-Corona y Cerdd-Olmedo,
1988; Corrochano y Cerd4a-Olmedo, 1990b). Curiosamente, al igual que ocurre
con la fotocarotenogénesis, la fotoforogénesis requiere el producto del gen carA,
que fué descubierto por su papel en la activacién de la ruta de biosintesis del
caroteno (Lépez-Diaz y Cerda-Olmedo, 1980; Corrochano y Cerda-Olmedo,
1990b). ’

En resumen, el anilisis de los mutantes ha puesto de manifiesto algunos
de los elementos que intervienen en la fotoforogénesis: los productos de los genes
madA, madB y carA, y el B-caroteno.

2.1.4 Objetivos

Nuestro objetivo es identificar los genes implicados en la fotorrecepcién y
la transduccién de la sefial luminosa durante la fotoforogénesis de Phycomyces.
Como se mencionaba anteriormente, los Ginicos mutantes de la fotoforogénesis
que se conocen fueron aislados como mutantes del fototropismo o de la
carotenogénesis. Nuestro propédsito es buscar directamente mutantes de la

fotoforogénesis, estudiar su fenotipo y comprobar si son distintos de los ya
conocidos.
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2.2 RESULTADOS

2.2.1 Seleccién de mutantes de la fotoforogénesis

Los mutantes se obtuvieron por mutagénesis del heterocarionte
C2 * 5213 con N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina, segtin el procedimiento
descrito por Roncero et al. (1984). Este método produce suspensiones de
esporas que descienden en su mayoria de esporas con un solo nicleo S213
viable, sometido a una tasa de mutacién elevada. Para la deteccién de los
mutantes se inocularon 104 esporas mutagenizadas por cada caja de medio
minimo y se incubaron a 22 °C bajo una luz blanca continua de una
intensidad de 10-¢ W m2, condiciones en las que la estirpe silvestre produce
muy pocos micréforos. Tras 6 dias de incubacién se arrancaron los
macréforos para observar los micelios con ayuda de una lupa. Se detectaron
pequeflas agrupaciones de micréforos que destacaban sobre un fondo de
micréforos dispersos. Su frecuencia era de aproximadamente una por cada
5000 esporas sembradas en esos cultivos.

Se tomaron las esporas de estas agrupaciones de micréforos y se
cultivaron por separado en oscuridad. Las esporas producidas por estos
cultivos se inocularon de nuevo en las condiciones de escrutinio y se
obtuvieron micelios que producian micréforos en distinto grado. Se tomaron
esporas de los cultivos que presentaban una mayor cantidad de micréforos,
precisamente de las dreas donde la concentracién de micréforos era mayor.
Estas esporas se inocularon por separado en medio 4cido. Finalmente se
tomaron nueve colonias procedentes de distintas agrupaciones iniciales de
micréforos. Todas ellas produjeron m&s micréforos que el tipo silvestre
cuando se subcultivaron en las condiciones de escrutinio.

En las nueve estirpes seleccionadas analizamos la fotoforogénesis
en respuesta a destellos de luz azul de distinta intensidad, aplicados a
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cultivos de 48 h de edad. En este primer anilisis, seis de las nueve estirpes
respondieron como la estirpe silvestre, y fueron desechadas. Las otras tres
estirpes (S601, S602 y S603) presentaron una fotoforogénesis anémala, con
umbrales de sensibilidad mayores que el silvestre. Las mutaciones
responsables de esta conducta se denominaron pim-1, pim-2 y pim-3
respectivamente.

2.2.2 La fotoforogénesis de los mutantes pim

Para investigar con detalle la fotoforogénesis de estos mutantes
comenzamos determinando su periodo de competencia a la luz. Illuminamos
cultivos de distintas edades con un destello de alta intensidad (200 J m2) y
contamos los micréforos cuando los cultivos tenian 5 dias de edad (fig. 5). La
fotomacroforogénesis presenté los mismos periodos de competencia que la
fotomicroforogénesis. La estirpe S602 presenté un periodo de competencia
muy similar al de la estirpe silvestre: ambas perdian su sensibilidad a la luz
después de las 48 h de edad. Por el contrario, las estirpes S601 y S603
mostraron un periodo de competencia tardio, que ain no parecia alcanzar el
méaximo a las 64 h de edad. Se observé que, en iguales condiciones de cultivo,
en las estirpes S601 y S603 los esporangiéforos aparecian varias horas
después que en la estirpe silvestre. El retraso en el periodo de competencia
podia ser reflejo, por tanto, del retraso en el crecimiento.

En consecuencia, decidimos precisar la respuesta de S602 a
destellos aplicados a las 48 h de edad, y emplear luz continua para
cuantificar la fotoforogénesis de las estirpes S601 y S603.

La fotomicroforogénesis en la estirpe S602 presenté un umbral
unas mil veces mayor que en la estirpe silvestre. El umbral de la
fotomacroforogénesis de S602 fué semejante al de la estirpe silvestre (fig. 6).

En respuesta a luz continua, la estirpes S601 y S603 presentaron
una fotomicroforogénesis muy similar (fig. 7). Ambas eran unas 10 veces
menos sensibles a la luz que la estirpe silvestre. En la figura 7 se observa que
a 1004 W m-2 (la intensidad luminosa utilizada en el escrutinio de los
mutantes) la luz provoca en la fotomicroforogénesis del silvestre un efecto
doble del que provoca en las estirpes S601 y S603.
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Figura 5. Periodo de competencia a la luz de las estirpes silvestre, S601, S602 y S603. A la
edad que se indica los cultivos fueron iluminados durante dos minutos con 200 J m-2 de luz
azul. Los micréforos se contaron a los cinco dias de edad. Los resultados de los experimentos
de esta y las siguientes figuras se representan como el cociente de los esporangiéforos que se
obtienen en la luz y la media de los que se obtienen en varios cultivos mantenidos en
oscuridad, y se expresan como la media y su varianza en al menos dos experimentos
independientes. La forogénesis en la oscuridad fue (miles de micréforos por caja): silvestre,
152 + 4; 8601, 297 + 22; S602, 307 + 14; y S603, 356 + 10.
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Figura 6. Fotoforogénesis de la estirpe S602. Microforogénesis y macroforogénesis de S602
(simbolos blancos) y el tipo silvestre (simbolos negros, tomado de Corrochano y Cerdéa-
Olmedo, 1990a), expuestos a la edad de 48 h a destellos con el flujo de luz azul indicado. En las
cajas de S602 en la oscuridad habia 364 + 59 mil micréforos y 27 + 8 mg de masa seca de
macréforos. Los simbolos representan la media y su varianza en al menos cuatro experimentos
independientes. o .
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Figura 7. Microforogénesis en fuz continua de las estirpes silvestre, S601 y S603. En la
oscuridad la forogénesis fue: (miles de micréforos por caja) 274 + 24; S601, 322 + 20; y
§603, 363 + 12. Los simbolos representan la media y su varianza en al menos dos
experimentos independientes.

S601 y S603 presentaron el mismo umbral para la
fotomacroforogénesis que el tipo silvestre, pero difirieron en otros pardmetros
(fig. 8). S601 saturd la respuesta a la misma intensidad que el silvestre, pero
a intensidades ain mayores su produccién de macréforos bajé hasta los
niveles de oscuridad. S603 necesité unas 200 veces mds luz que la estirpe
silvestre para saturar su respuesta fotomacroforogénica, que alcanz6 valores
relativos mucho m4s altos que en el silvestre. Esto se debié a que S603 en la
oscuridad producia muchos menos macréforos que la estirpe silvestre; a alta
intensidad de luz ambas estirpes hacian cantidades similares de macréforos.
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Figura 8. Macroforogénesis en luz continua de las estirpes silvestre, S601 y S603. La masa
seca de macréforos por caja en la oscuridad fue: silvestre, 28.3 + 1.8; 8601, 28.3+ 1.7,y
$603, 4 +£0.7. Los simbolos representan la media y su varianza en al menos dos experimentos

independientes.

Para determinar si estas mutaciones afectaban también a-otras

fotorrespuestas de Phycomyces, investigamos el fenotipo de estos mutantes

respecto a la fotocarotenogénesis (otra fotorrespuesta miceliar) y al

fototronismo (una fotorresnuesta del esnorangiéforo)
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2.2.3 Fototropismo de los mutantes pim

Para determinar el fototropismo de los mutantes pim medimos la
curvatura de sus esporangiéforos en respuesta a iluminacién azul horizontal.
S601, S602 y S603 presentaron un fototropismo semejante al de la estirpe
silvestre (fig. 9). Como testigo de una estirpe deficiente en esta respuesta
empleamos la estirpe C21 (mutante madA), cuyo umbral fototrépico es de
unos 105 W m-2,
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Figura 9. Fototropismo de las estirpes silvestre, S601, S602, S603 y C21. Los
esporangiéforos de cada estirpe se iluminaron lateralmente con luz azul de la intensidad que se
indica en abscisas. Tras 10 horas de crecimiento se determiné el angulo que formaban en
direccion a la fuente de luz respecto a la vertical. Los simbolos representan la media de al
menos dos experimentos distintos.
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2.2.4 Fotocarotenogénesis de los mutantes pim

Los mutantes pim eran productores de -caroteno. En la oscuridad
produjeron cantidades semejantes a la estirpe silvestre: (en mg g-1 de masa
seca) 70 £ 4 la estirpe S601; 70 £ 14 la estirpe S602 y 133 * 31 la estirpe
S603, frente a 68 = 9 de la estirpe silvestre. La estirpe S603 sintetizé unas 2
veces mds caroteno que la estirpe silvestre.

Incubada bajo luz azul continua, la estirpe S603 presenté una
fotocarotenogénesis claramente alterada, con un umbral unas mil veces
mayor que el tipo silvestre. A la mdxima intensidad de luz utilizada el
mutante produjo 4.1 veces més caroteno que en la oscuridad, frente a 12
veces en el silvestre (ﬁg. 10).

mm‘—lmﬂq T T i

° | eSilvestre *

3 0 5602 |

E AS605

o 10 £ oseéo1 7
2 T mC2] ]
S~ ™ i
N = -
> i A ]
2 B —] |
o ' ?%/9% o
S 4O —4

Q - I ;
[cal -

el pcgamed o sapnd 3 aangd o crund g sl |||||||.t

10°% 10° 107 10

intensidad luminosa (W m-2)

_Figura 10. Fotocarotenogénesis de las estirpes silvestre, S601, S602, S603 y .C21. Se
determiné la cantidad de B-caroteno en cuitivos de cinco dias de edad iluminados con luz blanca
continua de la intensidad que se indica en abscisas. Los resultados se expresan como el
cociente entre la cantidad de B-caroteno que se obtuvo con luz y la media de varios cultivos
mantenidos en oscuridad. Los simbolos representan la media y su varianza de al menos dos
experimentos distintos.

o
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La fotocarotenogénesis de las estirpes S602 y S601 fue
ligeramente menor que la del tipo silvestre y semejante a la de la estirpe C21.
La estirpe C21 (madA) presenta alteraciones leves en la fotocarotenogénesis
que se ponen de manifiesto claramente cuando se utiliza un doble mutante
madA madB (Lépez-Diaz y Cerd4-Olmedo, 1980). La variabilidad de los
resultados y la poca resolucién del método no permiten asegurar si S602 y
S601 presentan alteraciones leves en la fotocarotenogénesis como las que
presenta C21.

2.3 DISCUSION

Para investigar los mecanismos moleculares que controlan la
fotoforogénesis de Phycomyces conviene obtener mutantes de genes implicados
en este proceso. Los tres genes de la fotoforogénesis conocidos hasta el
momento habian sido originalmente identificados por sus efectos en el
fototropismo (madA y madB) o en la carotenogénesis (carA). Se sospechaba,
por tanto, que atin quedaban por descubrir otros genes especificos de la
fotoforogénesis. En este trabajo se presenta un método que nos ha permitido
obtener nuevos mutantes de la fotdforogénesis distintos a los ya conocidos.

Nuestro protocolo para la seleccién de mutantes de la fotoforogénesis
estd basado en las condiciones de cultivo propuestas por Corrochano y Cerda-
Olmedo (1988) para la investigacién de la fotoforogénesis, que dan resultados

claros y cuantitativos. Para la seleccién de los mutantes cultivamos diez mil
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esporas por caja, en lugar de cien mil, lo que permiti6 un mayor tamarfio de los
micelios y facilité la identificacién de las colonias mutantes. En la seleccién de
los mutantes empleamos luz continua en lugar de destellos por varias razones.
La luz continua permite inhibir totalmente la produccién de micréforos en la
estirpe silvestre, lo que hace destacar més a las colonias mutantes; los destellos
inducen una respuesta parcial que, incluso a la maxima intensidad de luz, no
inhibe totalmente la microforogénesis. Por otra parte, los destellos solo son
efectivos cuando se aplican en el periodo en que los micelios son competentes a
la luz. El empleo de destellos podria llevar al aislamiento de mutantes con
cambios en el periodo de competencia y, entre ellos, los que crecieran
lentamente. La iluminacién continua nos aseguraba que todos los micelios
recibirian la luz durante su periodo de méxima competencia.

Nuestro método para aislar colonias que producen micréforos no
discrimina entre mutantes de la fotoforogénesis y mutantes superproductores
de micréforos, con respuesta normal a la luz pero con més micréforos que el tipo
silvestre a cualquier intensidad luminosa. De hecho, de los nueve mutantes
aislados, inicamente tres fueron mutantes de la fotoforogénesis. Todos los
mutantes produjeron mas micréforos en la oscuridad que la estirpe silvestre.
Como se menciona en la introduccién a este capitulo, existen varios factores,
ademas de la luz, que regulan la forogénesis de Phycomyces. Es de esperar por
tanto la aparicién de estirpes con mutaciones que afecten a la forogénesis pero
no a la fotoforogénesis, entre ellas, por ejemplo, estirpes superproductoras de
micréforos. Algunos mutantes de la carotenogénesis que presentan una
fotoforogénesis normal difieren mucho del tipo silvestre en la produccién de
macréforos y micréforos (Corrochano y Cerda-Olmedo, 1990 b).

Todos los mutantes pim estaban alterados en el umbral minimo de
sensibilidad a la luz de la fotomicroforogénesis, pero no en el de la
fotomacroforogénesis, lo que indica que ambas son respuestas independientes.

Los tres mutantes pim tenian fenotipos distintos. Las estirpes S601
y 5603 tenian muy retrasado el periodo de competencia a la luz. Es probable
que este fenotipo refleje un retraso del crecimiento, no relacionado con la
alteracion de la fotoforogénesis. Tras una mutagénesis masiva es habitual la
aparicién de estirpes con mutaciones que provocan un crecimiento lento.

La estirpe S603 presenté alteraciones en la fotocarotenogénesis.
Probablemente este mutante carece del componente que responde a
intensidades luminosas bajas (Bejarano et al., 1991), ya que la pendiente de la

curva de induccién a alta intensidad luminosa es semejante en el mutante y en
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el silvestre. Las estirpes S601 y S602 posiblemente también estdn afectadas
en la fotocarotenogénesis, ya que presentan valores de induccién ligeramente
mas bajos que en el silvestre y en la estirpe C21.

Las mutaciones pim afectaban a la percepcién de la luz por el micelio,
pero no por los esporangiéforos. Todos presentaron cambios en la sensibilidad a
la luz para la microforogénesis, pero no para la macroforogénesis. Los errores
experimentales en la determinacién de la macroforogénesis no nos permiten
confirmar si las diferencias observadas entre algunos parametros de la
macroforogénesis del silvestre y los mutantes son reales.

Los nuevos mutantes pim eran distintos de los otros mutantes de la
fotoforogénesis ya conocidos (madA, madB y carA), ya que tenian un
fototropismo normal y sintetizaban f—caroteno. Al menos pim-3, igual que
ocurre con las mutaciones en el gen carA, afectaba tanto a la
fotocarotenogénesis como a la fotoforogénesis, pero no al fototropismo del
esporangiéforo.

Nuestras condiciones de escrutinio favorecen la deteccién de los
mutantes con un fenotipo més extremo, esto es, los que produzcan més
micréforos en la luz. Los tres mutantes pim que hemos encontrado tienen
defectos leves en la fotoforogénesis y ninguno de ellos es totalmente insensible a
la luz. No se puede concluir, sin embargo, que no puedan aparecer mutantes con
un fenotipo méas extremo. Es necesario tener en cuenta que nuestra biisqueda
de mutantes ha sido parcial y que en un escrutinio exhaustivo seria de esperar el
aislamiento de mutantes madA, madB y carA. Es de suponer que la aplicacién

de nuestro método permita el descubrimiento de nuevos tipos de mutantes de la
fotoforogénesis.
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3.1 INTRODUCCION

Las poliaminas son compuestos nitrogenados policatiénicos de bajo peso
molecular presentes en las células de todos los organismos y esenciales para el
crecimiento (Tabor y Tabor, 1985; Davis,1996). Las mé4s comunes son la
putrescina, la espermidina y la espermina.

Aunque se conoce con detalle la ruta de sintesis de las poliaminas de
varios organismos y su regulacién, atin se desconoce la funcién de las poliaminas
en la célula. Muchos procesos fisiolégicos, como la proliferacién y la
diferenciacién celular, conllevan bruscas alteraciones en la sintesis de
poliaminas. Se sospecha que las poliaminas juegan un papel determinante en el
crecimiento, el desarrollo y el cancer.

3.1.1 La ruta biosintética

-En los animales y los hongos la ornitina es el tinico sustrato para la
sintesis de poliaminas (fig. 11). La ornitina se sintetiza a partir de glutamato y
es sustrato también para la sintesis de arginina. En Neuropora la acumulacién
de arginina inhibe la sintesis de ornitina a partir del glutamato. La ornitina se
sintetiza entonces a partir de la arginina, en una reaccién catalizada por la
arginasa (Davis, 1996). Las plantas y las bacterias pueden utilizar agmatina en
lugar de ornitina como sustrato de la ruta. La agmatina se sintetiza a partir de
la arginina por la descarboxilasa de la arginina. En las plantas se utiliza uno u
otro sustrato dependiendo de multiples factores como el tipo celular, el estadio de
desarrollo o las condiciones de crecimiento (Stevens y Winther, 1979).

La descarboxilasa de la ornitina, primera enzima de la ruta y punto clave
en su regulacién, convierte la ornitina en putrescina. A partir de putrescina se

sintetizan sucesivamente espermidina y espermina, afiadiéndose al sustrato en
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cada paso un grupo aminopropilo procedente de S-adenosilmetionina
descarboxilada (fig. 11). La S-adenosilmetionina descarboxilada es producida por
la descarboxilasa de la S-adenosilmetionina, otra de las enzimas clave de la ruta
(Tabor y Tabor, 1985; Glansdorff, 1987; Tiburcio et al., 1990; Pitkin y Davis,
1990).

Glutamato

/\/\/COOH/\ Arginina
H,N T v "1
NH,

ORNITINA

S-Adenosil- F’COz

etionina A~~~ NH, NH,

H,N H,N
CO2 PUTRESCINA 1,4-DIAMINO-2-BUTANONA

S-Adenosil-

-Meti onina
descarboxilada

NH
Hz N/\/\u/\/\/ 2
ESPERMIDINA

H
ane > NN NSNS NH,
2 H
ESPERMINA

Figura 11.Esquemade la rUta de biosintesis de poliaminas en hongos.
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Las poliaminas son productos finales del metabolismo con funcién propia
y, como tales, se acumulan hasta los niveles requeridos por la célula. Solo una
baja proporcién de las poliaminas se utiliza como sustrato para la sintesis de
otros compuestos (Davis y Ristow, 1988, 1989; Davis et al., 1991).

En la naturaleza, las poliaminas no s6lo aparecen en forma de bases
libres, sino también conjugadas, con péptidos, amino4cidos, antibiéticos, etc. En
las plantas existe una gran variedad de derivados de poliaminas, en su gran
mayoria exclusivos de cada especie y probablemente con funciones distintas en
cada caso (Tiburcio et al., 1990). En las células vegetales, una fraccién
importante de las poliaminas aparece unida covalentemente a estructuras
celulares, ya sean de pequefio tamafo (solubles en 4cido tricloroacético), o
grandes (insolubles). El contenido de poliaminas de estas fracciones varia
durante el crecimiento (Torrigiani et al., 1989).

3.1.2 Regulacion de la ruta

En todos los organismos los niveles de sintesis de poliaminas varian segin
las condiciones de crecimiento o el estadio de desarrollo. En Escherichia coli la
sintesis de poliaminas depende de la composicién del medio de cultivo, el pH y la
presién osmética (Tabor y Tabor, 1985; Glansdorff, 1987). Durante la
germinacién de las esporas de los hongos la sintesis de poliaminas aumenta
rapidamente, para descender de nuevo a niveles basales. En algunos hongos la
sintesis de poliaminas aumenta transitoriamente durante los cambios de una
etapa a otra del desarrollo (Stevens y Winther, 1979; Ruiz-Herrera, 1994). En
los animales y las plantas la actividad biosintética suele variar en los diferentes
organos y tejidos. Un incremento transitorio en la sintesis de poliaminas precede
usualmente a la induccién de la divisién celular en los tejidos en regeneracién o
estimulados por hormonas. Durante el ciclo celular, hay més poliaminas en el
estadio G1 que en G2 y mitosis (Evans y Malmberg, 1989; Tiburcio et al. , 1990;
Davis et al., 1992).

La regulacién de la ruta recae principalmente sobre la descarboxilasa de
la ornitina, la descarboxilasa de la S-adenosilmetionina y la N'-acetiltransferasa
de la espermidina y la espermina, actividad que interviene en los procesos de

degradacién e interconversién de poliaminas (Pegg, 1986; Heby y Persson,
1990).
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En los dltimos afios se ha clonado el gen de la descarboxilasa de la ornitina
de varios organismos, entre ellos Escherichia, Saccharomyces, Neurospora,
Drosophila, Caenorhabditis, Mus y Homo (Macrae et al. 1995). Su secuencia es

muy parecida en los distintos eucariontes pero difiere significativamente de la de
E. coli.

La expresiéon de la descarboxilasa de la ornitina est4 sujeta a una
regulacion compleja (Pegg, 1986; Heby y Persson, 1990; Pitkin et al., 1994). La
transcripcién del gen estd regulada por secuencias especificas del promotor. La
parte significante del ARNm va precedida de una larga secuencia que, en funcién
de la concentracién de poliaminas en la célula, controla la estabilidad del
mensajero y su acceso al ribosoma. La proteina suele presentar una o varias
secuencias PEST, ricas en los aminodcidos P (prolina), E (glutdmico), S (serina)
y T (treonina), tipicas de enzimas con alta tasa de recambio. Tanto en bacterias
como en animales y plantas han sido identificadas otras proteinas llamadas
"antizimas" que, inducidas por una alta concentracién de poliaminas, se unen a
la descarboxilasa de la ornitina y facilitan su degradacién. Estas antizimas no se
han encontrado sin embargo en eucariontes inferiores como Saccharomyces
(Tabor y Tabor, 1985; Matsufuji et al., 1995; Hayashi et al., 1996). No se

conocen casos de retroinhibicién alostérica por producto final (Davis et al.,
1992).

La regulacién de las actividades descarboxilasa de la S-adenosilmetionina
y N'-acetiltransferasa de la espermidina y la espermina se ha investigado
principamente en animales. La concentracién interna de poliaminas y el estado
de crecimiento de la célula condicionan la transcripcién, la traduccién y la
estabilidad de estas enzimas. Ambas actividades estan, sin embargo, reguladas
de forma opuesta y, asi, las condiciones que activan la acetiltransferasa suelen
inhibir la descarboxilasa de la S-adenosilmetionina, y al contrario (Pegg, 1986;
Heby y Persson, 1990). ’

Las investigaciones sobre la regulacién de la biosintesis de poliaminas en
varios organismos han llevado a un resultado paradéjico. A pesar de que la ruta
biosintética parece sometida a una regulacién muy elaborada y compleja, la
modificacién drastica de la composicién de poliaminas de la célula por mutacién
o por inhibidores especificos no tiene, en muchos casos, efecto alguno sobre el
crecimiento (Davis et al., 1992; Pitkin et al., 1994).
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3.1.3 Transporte y degradaciéon

La mayoria de los organismos transportan las poliaminas al interior de la
célula utilizando varios sistemas distintos. En muchos casos el transporte no es
saturable o presenta muy baja afinidad por las poliaminas, y, probablemente, se
produce por difusién a través de las membranas, de las interfases de lipidos y
proteinas o de transportadores especializados en otras moléculas. En otros
casos, el transporte es activo, dependiente del potencial de membrana e inhibible
por distintos cationes o, de forma competitiva, por las diferentes poliaminas. A
veces, en una misma célula aparecen varios transportadores con distinta
afinidad por las distintas poliaminas (Davis y Ristow, 1988, 1989). E. coli tiene
dos operones con los genes estructurales de sendos sistemas transportadores de
poliaminas, con mayor afinidad el uno por la putrescina y el otro por la
espermidina (Pistocchi et al., 1993).

Las poliaminas se catabolizan a través de oxidaciones y
transaminaciones que reciclan su carbono y su nitrégeno. La espermidina y la
espermina pueden ser oxidadas hasta 1,3-diaminopropano y pirrolina o 1,3-
diaminopropano y 1-(3-aminopropil)-pirrolina respectivamente. La putrescina
se oxida también a pirrolina, que se transforma en 4cido y-aminobutirico y pasa
al ciclo de Krebs. La mayoria de las enzimas responsables de la oxidacién de las
poliaminas han sido identificadas en microorganismos, animales y plantas
(Yamada et al., 1980; Pegg, 1986; Tiburcio et al., 1990).

3.1.4 El papel de las poliaminas en la célula

Las poliaminas son esenciales para el crecimiento y la diferenciacién. Los
mutantes que no las sintetizan no crecen o lo hacen muy lentamente, y
recuperan la normalidad en medios de cultivo suplementados con poliaminas. En
los organismos pluricelulares, la inhibicién de la sintesis de poliaminas durante el
crecimiento suele provocar alteraciones en la pauta de desarrollo o en los
procesos de diferenciacién celular (Davis, 1996).

Por su caricter cati6énico las poliaminas se unen a los constituyentes
aniénicos celulares, principalmente el ARN (ribosomas, ARNm y ARNt), el
ADN y los fosfolipidos de membranas. Probablemente una de sus funciones sea
estabilizar estas estructuras neutralizando su carga eléctrica (Davis, 1996). La
concentracién de poliaminas libres (la fraccién de poliaminas que regula la
actividad de la ruta) depende de la disponibilidad de sitios de unién, que varia
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segun el estado de crecimiento de la célula, por ejemplo, a través de los niveles de
ARN ribosémico y de agua, que a su vez depende de la presién osmética externa
(Davis et al., 1992).

Las poliaminas intervienen en la modificacién del factor eucariético de
iniciacién de la traduccién eIF-4D. En este proceso, un grupo aminobutilo de la
espermidina se transfiere a un residuo de lisina de la proteina eIF-4D para
formar el aminodcido hipusina. Esta modificacién del eIF-4D es esencial y
aparece en una gran variedad de organismos distintos. No se conoce ninguna
otra proteina que contenga hipusina (Pegg, 1986).

Las poliaminas intervienen también en la senescencia de las plantas.
Cuando se colocan trozos de hoja en la oscuridad, los tejidos entran en un rapido
proceso de senescencia que aumenta los niveles de ribonucleasas y proteasas y
disminuye los de clorofila. La senescencia se inhibe mediante la adicién de
poliaminas y se retrasa con guazatina, un inhibidor de la oxidasa de poliaminas
¥, por tanto, del catabolismo de las poliaminas. La guazatina mejora la
viabilidad de los protoplastos de algunas monocotiledéneas facilitando la
proliferacién celular y la morfogénesis (Tiburcio et. al., 1994).

En células humanas, la sobreexpresién de la descarboxilasa de la ornitina
aumenta los niveles de apoptosis, mientras que su inhibicién con
difluorometilornitina los reduce. El gen de la descarboxilasa de la ornitina esta
regulado por la proteina C-myec, un factor de transcripcién esencial en la
regulacién del ciclo celular, la apoptosis, 1a diferenciacién y la proliferacién. La
sobreexpresién de c-myc provoca un aumento correlativo en la actividad
descarboxilasa de la ornitina y en los niveles de apoptosis (Packham y
Cleveland, 1994).

En los dltimos afios se ha puesto de manifiesto una estrecha relacién
entre el cancer y el metabolismo de las poliaminas. El gen de la descarboxilasa
de la ornitina es un protooncogén, ya que su sobreexpresién induce la
carcinogénesis (Auvinen et al., 1992). En muchos casos la transformacién
carcinogénica de un tejido produce una expresién constitutiva del gen de la
descarboxilasa de la ornitina. La inhibicién de la enzima, ya sea por inhibidores
especificos o por la expresién de un ARNm antisentido, contrarresta el proceso
canceroso.

Se han obtenido lineas celulares de hamster que dependen para su

crecimiento de la adicién de poliaminas al medio de cultivo. La ausencia de
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poliaminas provoca una rdpida desaparicién de los filamentos de actina y de los
microtibulos sin afectar a los filamentos intermedios (Pohjanpelto et al., 1981).

En las células nerviosas las poliaminas bloquean especificamente los
canales rectificadores de corriente que reincorporan el potasio que sale de la
célula durante la despolarizacién (Lopatin, 1994). Se han encontrado
mutaciones en uno de estos canales que provocan alteraciones en el desarrollo
del sistema nervioso de Drosophila (Slesinger et al., 1996). Este tipo de canales
aparece también en las células musculares. En Drosophila se han encontrado
mutantes en una antizima de la descarboxilasa de la ornitina que presentan
alteraciones en el desarrollo de los sistemas nervioso y muscular (Salzberg et al.,
1996).

Recientemente se ha publicado un hallazgo sorprendente que parece
contradecir el papel esencial de las poliaminas en la proliferacién celular: la
disrupcién del gen de la descarboxilasa de la ornitina en Caenorhabditis elegans
no es letal, aunque disminuye algo la fertilidad. Los mutantes homozigéticos
para el alelo nulo son, en apariencia, normales, pero tienen niveles indetectables
de esta actividad enzimadtica. No se ha comprobado, sin embargo, si estos
mutantes tienen poliaminas (Macrae et al., 1995).

3.1.5 Las poliaminas en el desarrollo de los hongos Mucorales

El papel de las poliaminas en el desarrollo de los mucorales se deduce de
los efectos de la diaminobutanona (Ruiz-Herrera, 1994). La diaminobutanona es
un analogo sintético de la putrescina que inhibe la actividad de la descarboxilasa
de la ornitina de varios hongos (Stevens et al., 1977).

- En Mucor la germinacién se desarrolla en tres pasos sucesivos (Cano y
Ruiz -Herrera, 1988). En el estadio Ia las esporas, inicialmente elipsoidales, se
redondean. En el estadio 1b las esporas redondeadas aumentan su diametro
(crecimiento isodiamétrico). En el estadio 2, el crecimiento se localiza en un
punto y se forma el tubo germinal. La actividad descarboxilasa de la ornitina y
la concentracién intracelular de poliaminas aumentan en M. rouxii y M.
bacilliformis en el estadio 1b (Calvo-Méndez et al., 1987). En M. rouxii, la
diaminobutanona impide el aumento de la actividad descarboxilasa de la ornitina
y de la concentracién intracelular de poliaminas y las esporas detienen su
desarrollo antes de formar el tubo germinal. Sin embargo, el crecimiento
continda durante algin tiempo y las esporas alcanzan un didmetro 2-3 veces
mayor que el alcanzado en el estadio 16 normal (Ruiz-Herrera y Calvo-Méndez,

1987), con importantes alteraciones morfolégicas intracelulares (Obreg()n et al,
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1990). Si la diaminobutanona se afiade después del estadio 15, no tiene efecto
sobre el crecimiento. La inhibicién por diaminobutanona es reversible por
putrescina, pero no por espermidina o espermina. La diaminobutanona inhibe la
germinacién en otros mucorales, como Phycomyces (Ruiz-Herrera y Calvo-
Méndez, 1987).

Muchos hongos, entre ellos varios mucorales, son dimérficos, es decir,
pueden crecer como levaduras o como filamentos miceliares. En M. rouxii, M.
moniliformis y M. racemosus, el paso de la forma de levadura a la de micelio
aumenta la actividad descarboxilasa de la ornitina y la concentracién
intracelular de poliaminas (Calvo-Méndez et al., 1987; Inderlied et al, 1980). En
M. rouxii, la diaminobutanona inhibe el aumento en la sintesis de poliaminas y el
cambio de una forma de crecimiento a otra, sin afectar sensiblemente la tasa de
crecimiento del cultivo (Martinez-Pacheco et al., 1989). El mismo fenémeno
ocurre también en hongos dimérficos no mucorales como Candida albicans o
Yarrowia lipolytica (Martinez et al, 1990; Guevara-Olvera et al, 1993).

En M. rouxii y en Phycomyces la sintesis de poliaminas aumenta en los
micelios algunas horas antes de la aparicién de los esporangiéforos. La
diaminobutanona, afiadida al medio de cultivo antes de que se produzca ese

aumento, inhibe el desarrollo de los esporangiéforos (Reyna-Lépez y Ruiz-
Herrera, 1993).

En M. rouxii, la diaminobutanona, incluso a muy altas concentraciones,
no elimina totalmente las poliaminas de la célula, ni detiene su crecimiento,
aunque, a esas mismas concentraciones, inhibe in vitro la actividad
descarboxilasa de la ornitina en méas del 90 % (Martinez-Pacheco y Ruiz-
Herrera, 1993). Tras una lisis suave de los protoplastos, la actividad sedimenta
en las fracciones enriquecidas en orgdnulos celulares, pero se hace soluble
cuando la lisis es dréstica. La actividad descarboxilasa de la ornitina es mayor y
sus inhibidores son mas efectivos en las células permeabilizadas con tolueno que
en las permeabilizadas con un agente mas débil, DEAE-dextrano, que preserva
la integridad de las membranas internas. Se ha propuesto que la descarboxilasa
de la ornitina se localiza en la célula en dos lugares distintos. Un compartimento
accesible a la diaminobutanona contendria la fraccién responsable de los
incrementos de actividad durante la diferenciacién. En el otro, inaccesible a la
diaminobutanona, se encontraria la fraccién responsable de la sintesis basal de

poliaminas que sustenta el crecimiento vegetativo (Martinez-Pacheco y Ruiz-
Herrera, 1993).
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En los mucorales, las poliaminas podrian estar relacionadas con el control
de la expresién génica por metilacién del ADN. El ADN hipermetilado no se
transcribe y la expresion génica durante el desarrollo de los hongos podria estar
controlada por el grado de metilacién de su ADN (Antequera et al., 1984; Magill y
Magill, 1989). En M. rouxii y en Phycomyces el ADN de la espora est4 mas
metilado que el del micelio (Antequera et al., 1985). Las esporas de M. rouxii
inhibidas por diaminobutanona, que crecen de forma isodiamétrica durante
algin tiempo, mantienen hipermetilado su ADN (Cano et al, 1988). La
5-azacitidina, un inhibidor de la metilacién del ADN, revierte la inhibicién de la
germinacién de las esporas de M. rouxii por la diaminobutanona (Cano et al,
1988; Reyna-Lépez y Ruiz-Herrera, 1993). En Yarrowia lipolytica, la
5-azacitidina revierte la inhibicién de la transicién dimérfica por
diaminobutanona (Guevara-Olvera et al, 1993). A concentraciones fisiolégicas la
poliaminas inhiben especificamente la actividad in vitro de ciertas metilasas de
los residuos de citosina del ADN (Ruiz-Herrera et al., 1995).

En Phycomyces la descarboxilasa de la ornitina, purificada parcialmente,
presenta propiedades semejantes a las de otros hongos. La actividad es méaxima
en micelio en crecimiento activo e indetectable en los esporangiéforos. En
cultivos liquidos de 48 horas de edad iluminados durante 4 horas, la actividad
aumenta hasta el 50% sobre el nivel en la oscuridad. Sin embargo, si los micelios
se iluminan continuamente desde la inoculacién del cultivo, no aparecen
diferencias entre luz y oscuridad (Lapointe y Cohen, 1983). Las poliaminas
podrian mediar el efecto de la luz en la morfogénesis.

3.1.6 Objetivos

Aunque se desconozcan los detalles, resulta evidente que las poliaminas
estan implicadas en el control del desarrollo en multitud de organismos distintos.
En algunos hongos, entre ellos los mucorales, la diaminobutanona resulta un
instrumento muy eficaz para investigar el papel de las poliaminas en el
desarrollo, puesto que parece inhibir el desarrollo sin afectar al crecimiento.

Nuestro objetivo es utilizar la diaminobutanona para investigar el papel
de las poliaminas en el control de la forogénesis y el desarrollo en geheral de
Phycomyces. »

Por una parte nos propusimos investigar los efectos que provoca la
diaminobutanona sobre el desarrollo y el crecimiento de-la estirpe silvestre de
Phycomyces. Por otra parte buscamos mutantes resistentes a
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diaminobutanona. Estos mutantes deberian completar su desarrollo en
presencia del inhibidor y, por tanto, tendrian alterados, presumiblemente,
algunos de los genes que median la sintesis y la accion de las poliaminas en
Phycomyces.

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Efectos de la diaminobutanona en el desarrollo y el crecimiento de
Phycomyces

Como habia sido descrito anteriormente (Ruiz-Herrera y Calvo-Méndez,
1987) la diaminobutanona (1 mM) inhibié el crecimiento de la estirpe silvestre de
Phycomyces. Al microscopio se observé que, en su presencia, las esporas no
llegaban a formar micelios ramificados, sino que detenian su crecimiento en las
etapas iniciales del desarrollo. A los 6 dias en presencia de diaminobutanona, se
encontraban células hinchadas y esféricas, y células con tubo germinal no
ramificado o con una o dos ramificaciones (fig. 12). Estas células eran muy
opacas, presumiblemente porque acumulaban algo que dispersaba la luz. Los
cultivos sin diaminobutanona alcanzaban su fase estacionaria varios dias
antes. '
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Medio minimo Medio miimo Medio minimo
24 h +diaminobutanona +diaminotgutanona
24 h 6 dias

Figura 12. Efecto de la diaminobutanona (1 mM) en la germinacién de las esporas.

Para establecer si la diaminobutanona es un inhibidor especifico de la
transicién entre las distintas etapas del desarrollo de Phycomyces, decidimos
determinar su efecto en cultivos de distintas edades.

Afiadida a cultivos de més de 20 h de edad en medio liquido la
diaminobutanona no modificé la masa miceliar alcanzada varios dias después
(fig. 13). Los cultivos més jévenes aumentaron su masa miceliar en presencia de
diaminobutanona, pero menos que los testigos sin tratar. La diaminobutanona
inhibié el crecimiento incluso tras la germinacién, como se observa, por ejemplo,
en los cultivos de 8 a 16 h de edad (consideramos germinacién al inicio del
crecimiento esférico en las esporas).
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Figura 13. Inhibicién por diaminobutanona del crecimiento en medio liquido en funcién del
estado de crecimiento del cultivo. (A) Evolucién de la masa seca de micelio y del porcentaje de
germinacion de las esporas en cultivos no tratados. (B) Masa seca alcanzada a los 6 dias por
cultivos expuestos a diaminobutanona (1 mM) a partir del momento indicado en abscisas
(C= cultivo testigo sin diaminobutanona). Todos los cultivos se realizaron en 5 ml de medio

minimo liquido inoculados con 109 esporas por mi de la estirpe silvestre.
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También en medio sélido la diaminobutanona tenia distintos efectos sobre
el crecimiento dependiendo de la edad del cultivo (fig. 14 B). Los cultivos que se
expusieron a la diaminobutanona cuando tenian menos de 20 h de edad no
alcanzaron una masa apreciable. Aquellos que se expusieron a la
diaminobutanona cuando tenian entre 20 y 32 h de edad crecieron, pero no
llegaron a formar esporangiéforos tras seis dias de incubacién. Los cultivos que
entraron en contacto con la diaminobutanona cuando tenian mas de 36 h de
edad completaron su desarrollo antes de los seis dias. El crecimiento en
presencia de diaminobutanona mimetiza la pauta de crecimiento normal (fig.
14A), es decir, la diaminobutanona no altera el programa de desarrollo normal de
Phycomyces, sino que lo retrasa drasticamente. Algunos cultivos con
diaminobutanona (fig. 14B) alcanzaron una masa seca final mayor que la de los
testigos (fig. 14A). Este efecto se debe a que el paso del micelio a medio con
diaminobutanona supone también el paso a medio con nuevos nutrientes.
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Figura 14. Inhibicién por diaminobutanona del crecimiento en medio sélido en funcion del
estado de crecimiento del cultivo. (A) Evolucion de la masa seca del micelio y los
esporangiéforos en cultivos no tratados. (B) Masa seca alcanzada a los 6 dias por cultivos
pasados a medio con diminobutanona (1 mM) a partir del momento indicado en abscisas (C=
cultivo testigo sin diaminobutanona). Todos los cuitivos se realizaron inoculando 105 esporas
de la estirpe silvestre sobre papel de celofan en cajas de agar minimo.
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Para comprobar si la diaminobutanona en Phycomyces inhibe el
crecimiento o la transicién entre las distintas etapas del desarrollo,
determinamos su efecto sobre el crecimiento del micelio en una superficie de
agar, que es un proceso aparentemente homogéneo. Los micelios dejaron de
crecer aproximadamente 24 h después de su paso a medio con diaminobutanona
1 mM (fig. 15). Se llegé a la misma conclusién cuando en estos cultivos
consideramos la masa seca de micelio y esporangiéforos en lugar del didmetro de
la colonia. Los micelios crecieron en distinto grado cuando se cultivaron en
presencia de concentraciones menores de diaminobutanona. En todos los casos
estos micelios produjeron esporangiéforos. No se encontré una concentracién de
diaminobutanona que inhibiera el desarrollo de los esporangiéforos sin afectar al
crecimiento del micelio.
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Figura 15. Inhibicién por diaminobutanona de la expansién miceliar (diametro de la colonia).
Se inocularon fragmentos de micelio en crecimiento de la estirpe silvestre en el centro de un
disco de papel de celofan colocado sobre agar minimo en una caja de 8,5 cm de didmetro y se
midié el diametro en los dias siguientes. En el momento t, el papel de celofan con el cultivo se
pasoé a una nueva caja de medio minimo con diaminobutanona 1 mM.
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3.2.2 Antagonistas de la inhibicién por diaminobutanona

La putrescina se comporté como un potente antagonista de la
diaminobutanona. En medio minimo con putrescina y diaminobutanona el
crecimiento de los cultivos era indistinguible del observado en medio minimo no
suplementado. No crecieron, sin embargo, los cultivos que contenian inicamente
diaminobutanona (tabla 1). La espermidina, la segunda poliamina de
Phycomyces por su abundancia, fué menos efectiva. La 5-azacitidina entré en la
célula e inhibié parcialmente el crecimiento, pero no contrarresté el efecto de la
diaminobutanona.

Tabla 1. Antagonistas de la diaminobutanona. Los cultivos se realizaron en
5 ml medio minimo liquido inoculado con unas 103 esporas/ml de la estirpe
silvestre. La concentracién final de diaminobutanona y putrescina fué 1 mM, y
la de 5-azacitidina, 5 mM. Cada valor representa la media de al menos dos
determinaciones.

Suplementos Masa seca (g/1)
alos 2 dias alos 7 dias

ninguno 4,8 7,6
diaminobutanona : 0 0
putrescina 4,8 7,5
diaminobutanona + putrescina | 4.6 7,0
espermidina 4,4 7,5
diaminobutanona+espermidina 0,4 7,4
5-azacitidina 0 6,7

diaminobutanona + 5-azacitidina 0 0
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3.2.3 Aislamiento de mutantes resistentes a diaminobutanona

Se obtuvieron mutantes resistentes a diaminobutanona 1 mM a partir de
esporas del heterocarionte C2 * S213 tratadas con N-metil-N'-nitro-N-nitroso-
guanidina segun el procedimiento descrito por Roncero et al. (1984). Este método
produce suspensiones de esporas con una alta tasa de mutacién en sus nucleos,
que provienen principalmente de los nicleos S213 del heterocarionte.

En cajas de agar minimo con diaminobutanona 1 mM se sembraron
cuatro suspensiones independientes de esporas mutagenizadas, a razén de unas
4 x 105 esporas por caja. A los 8 dias de incubacién a 22 °C en cada caja
destacaban unas 5 colonias sobre un fondo de crecimiento débil.

Las colonias mayores se subcultivaron a través de esporas al menos dos
veces mas en las mismas condiciones. Finalmente se seleccioné una sola colonia
procedente de cada suspensién de esporas mutagenizadas. Estas estirpes
mutantes se denominaron S621, S622, S623 y S624, y las mutaciones
respectivas dab-1, dab-2, dab-3 y dab-4. En virtud del método utilizado, las
cuatro estirpes son producto de mutaciones independientes.

3.2.4 Caracteristicas fenotipicas de los mutantes dab
3.2.4.1 Resistencia a diaminobutanona

Los mutantes dab resistian concentraciones de diaminobutanona entre
10 y 100 veces mayor que el tipo silvestre (fig. 16). Las estirpes S623 y S624
eran mis resistentes que las estirpes S621 y S622. Aquellas alcanzaron la fase
estacionaria tras doce dias de crecimiento en presencia de diaminobutanona
3 mM y crecieron poco en 10 mM. Las otras crecieron bien en diaminobutanona
1 mM, poco en 3 mM y nada en 10 mM. Estas determinaciones se hicieron en
cultivos inoculados con un bajo nimero de esporas (unas mil por ml), ya que
mayores concentraciones de esporas favorecian la aparicién espontdnea de
micelios resistentes en los cultivos de la estirpe silvestre. Los cultivos requerian
un tiempo de incubacién largo porque los mutantes dab crecian lentamente en
presencia de diaminobutanona. Al igual que ocurria con la estirpe silvestre (ver

tabla 1), la putrescina revertia el efecto inhibidor de la diaminobutanona en los
mutantes dab. |
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La resistencia a diaminobutanona presenté también distinto grado de
penetrancia en los distintos mutantes: sélo el 14 % de las esporas de S621
formaban colonias en agar minimo con diaminobutanona 1 mM; en S622 lo
hacian el 17 %, en S623 el 70 % y en S624 el 88 %.
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Figura 16. Crecimiento del tipo silvestre y los mutantes dab en presencia de
diaminobutanona. Masa miceliar desarrollada a los 12 dias de cultivo en 5 ml de medio minimo

liquido inoculado con 103 esporas por ml.
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3.2.4.2 Concentracion de poliaminas en los mutantes dab

La concentraciéon de poliaminas en cada mutante se analizé por
cromatografia en capa fina. Esta técnica permitié separar claramente la
ornitina, la putrescina y la espermidina presentes en los micelios de 48 h de edad
(fig. 17). No se encontraron niveles detectables de espermina. En la parte
superior de cada carril aparecié la banda del agente derivante, el cloruro de
dansilo. También aparecieron otras bandas no identificadas.

<4 Espermidina

-4 Putrescina
<4 Ornitina

Silvestre 5621 S622 5623 S624

Figura 17. Cromatografia en capa fina de las poliaminas presentes en la estirpe silvestre y en
los mutantes dab cultivados durante 48 h en agar minimo. En cada carril se cargd el extracto de
poliaminas procedente de 12 ug de masa seca de micelio.
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Dos mutantes, S621 y S622, presentaron concentraciones de putrescina
similares a la del silvestre, aunque algo més bajas en S621 (tabla 2). Los otros
dos, S623 y S624, presentaron entre 2 y 4 veces mds putrescina que la estirpe
silvestre, pero menos ornitina. La relacién molar de la putrescina a la ornitina
estd préxima al 4% en las estirpes silvestre, S621 y S622 y es mucho mayor en
S623 (21 %) y en S624 (40 %) (tabla 2). Estos datos sugieren que las estirpes
S623 y S624 tienen més actividad descarboxilasa de la ornitina que el tipo
silvestre y los otros dos mutantes.

Tabla 2. Concentracién de poliaminas (umoles g-lde masa seca) en la
estirpe silvestre y en los mutantes dab cultivados durante 48 h en agar
minimo.

Estirpes Ornitivna» Putrescina Espermidina
Silvestre 221 £ 15 11+2 1+04
S621 127 £ 53 5+1 1+0.3
S622 274 £ 15 9+1 21

S623 190 £ 56 407 2+x1

S624 62+ 12 258 2x1
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En presencia de diaminobutanona la concentracién interna de
diaminobutanona encontrada en los mutantes fue igual o incluso mayor que la
que se encontré en la estirpe silvestre, lo que sugiere que la resistencia a
diaminobutanona no se debe a una deficiencia en la entrada del inhibidor a la
célula (Tabla 3). En estas condiciones de cultivo se encontraron cantidades
netas de ornitina y de poliaminas distintas de las encontradas en los cultivos sin
diaminobutanona (tabla 2). Sin embargo,'la cantidad relativa de putrescina
respecto a ornitina seguia siendo méis alta en las estirpes S623 y S624 que en
las estirpes S621, S622 y silvestre.

Tabla 3. Concentracién de poliaminas (umol g-1de masa seca) en la estirpe
silvestre y en los mutantes dab cultivados en agar minimo durante 24 h, y
en agar minimo con diaminobutanona (1 mM) durante 40 h maés.

Estirpes Ornitina Putrescina  Espermidina Diamino-
butanona
Silvestre 103 £ 20 5%0.8 0.4+0.01 8+0.3
S621 121+27 4+0 04+£0.1 5+12
S622 131+0.8 4+1 0.5£0.1 7+0.7
S623 230 25 0.8 - 36

S624 174 £ 11 15+0.6 0.6+0.2 23+£2
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3.1 DISCUSION

La diaminobutanona inhibié la formacién del micelio o de los
esporangi6foros de Phycomyces segiin el momento en que se afiadiera al medio de
cultivo. Sin embargo, este resultado no significa necesariamente que la
diaminobutanona inhiba el desarrollo, ya que el mismo efecto se obtendria si la
diaminobutanona actuara como inhibidor del crecimiento. De hecho, el
crecimiento vegetativo del micelio cesé por completo a las 24 h de la adicién de
diaminobutanona 1 mM, con independencia su edad. Afiadida antes de la
germinacion de las esporas, la diaminobutanona no detuvo el desarrollo en un
estadio definido; muchas células dejaron de crecer una vez emitido el tubo
germinal, pasado el estadio de crecimiento isodiamétrico. Concluimos que la
diaminobutanona inhibe el crecimiento de Phycomyces, pero no inhibe
especificamente las transiciones entre las distintas etapas del desarrollo.

En otros Mucorales la diaminobutanona no inhibe el crecimiento, aun
cuando se utilice a altas concentraciones. Se ha propuesto que, en estos casos,
las enzimas para la biosintesis de la fraccién de poliaminas que es necesaria
para mantener el crecimiento celular estarian localizadas en un compartimento
impermeable a la diaminobutanona (Ruiz-Herrera, 1994). Es posible que en
Phycomyces la diaminobutanona si acceda a este compartimento. En ese caso,
la interrupcién del crecimiento nos habria impedido poner de manifiesto el efecto
especifico de otra fraccién de poliaminas sobre el desarrollo.

Se podria pensar también que en Phycomyces, a diferencia de lo que ocurre
en otros hongos, la diaminobutanona inhibiera el crecimiento a causa de un
efecto téxico no relacionado con la sintesis de poliaminas. Este argumento puede
excluirse, ya que algunos mutantes resistentes a diaminobutanona presentaron
cambios en los niveles de poliaminas.
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La putrescina fue un antagonista de la diaminobutanona més efectivo
que la espermidina. Una explicacién a este resultado podria ser que la
espermidina entre en la célula con mayor dificultad que la putrescina. Por el
contrario, si ambas moléculas entran en la célula con igual eficiencia, este
resultado sugiere que la espermidina sustituye con dificultad a la putrescina en
la funcién de ésta, imprescindible para el crecimiento.

La 5-azacitidina es un antagonista de la diaminobutanona en varios
Mucorales y en otros hongos. La 5-azacitidina inhibe la metilacién del ADN, y
por eso se ha propuesto que las poliaminas podrian dirigir la entrada en cada
nueva etapa del desarrollo induciendo la desmetilacién del ADN (Ruiz-Herrera,
1994). En Phycomyces la 5-azacitidina no fue antagonista de la inhibicién del
crecimiento por diaminobutanona. Como ya se ha comentado, el efecto de la
diaminobutanona sobre el crecimiento no nos permite poner de manifiesto el
papel de las poliaminas en el desarrollo de Phycomyces. Por eso no podemos
descartar que las poliaminas intervengan también en el control del desarrollo de
Phycomyces a través de la regulacién de los niveles de metilacién del ADN.

A diferencia de lo que ocurre en la mayoria de los hongos (Davis, 1996) en
los micelios de 48 h de Phycomyces la putrescina era unas diez veces maés
abundante que la espermidina. En micelios de menos de 24 h la putrescina es
tan abundante como la espermidina (Reyna-Lépez y Ruiz-Herrera, 1993). Como
ocurre habitualmente en los hongos (Davis, 1996), en Phycomyces no
encontramos cantidades apreciables de espermina.

Se han aislado cuatro mutantes resistentes a diaminobutanona. Dos de
ellos, S621 y S622, no diferian apreciablemente del tipo silvestre en la
concentracién intracelular de poliaminas. Los otros dos, S623 y S624,
presentaban un aumento claro en la concentracién interna de putrescina.
Beatriz Morera (comunicacién personal) ha comprobado que la actividad
descarboxilasa de la ornitina de los mutantes S623 y S624 es mayor que la de la
estirpe silvestre, que a su vez es semejante a la de los mutantes S621 y S622.
Resulta légico que si la diaminobutanona es un inhibidor de la descarboxilasa de
la ornitina, los mutantes superproductores de putrescina puedan resistir una
mayor concentraciéon de diaminobutanona que la estirpe silvestre. Ese parece
ser el caso de las estirpes S623 y S624. |

En las estirpes S621 y S622 no se ha detectado un aumento apreciable
en la sintesis de poliaminas o en la actividad descarboxilasa de la ornitina. Se
podria pensar que en estas estirpes la resistencia se debe a la mutacién del
transportador de la diaminobutanona. En Neuropora, a diferencia de lo que
ocurre en otros organismos, la mayoria de las estirpes resistentes a
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difluorometilornitina, un inhibidor de la descarboxilasa de la ornitina, aparecen
por mutacién en el gen de la permeasa de aminoécidos bésicos (Davis et al.,
1994). En otros organismos se supone que la difluorometilornitina entra en la
célula por difusién o a través de varios transportadores distintos, como ocurre
con las poliaminas y, presumiblemente, también con la diaminobutanona.
Cuando se cultivaron en presencia de diaminobutanona la concentracién
intracelular de este compuesto en las estirpes S621 y S622 fué similar a la de la
estirpe silvestre, lo que excluye que la resistencia se deba a que el inhibidor no
entre en la célula.

La descarboxilasa de la ornitina responsable de mantener el crecimiento
de Phycomyces es accesible a la diaminobutanona. Los mutantes S621 y S622
podrian estar alterados en el acceso de diaminobutanona a un compartimento
donde se sintetizaran las poliaminas implicadas en el crecimiento. Asi los
mutantes serian resistentes al inhibidor pero no superproductores de
putrescina.

Otra posibilidad es que los mutantes S621 y S622 presenten cambios en
la diana sobre la que actia la putrescina para inducir el crecimiento. Segin esa
hipétesis, en estos mutantes la diaminobutanona al acumularse en la célula
inhibiria la sintesis de putrescina pero, la putrescina formada o, como andlogo
suyo, la diaminobutanona incorporada serian suficientes para realizar la funcién
normal. En este caso estos mutantes serian fundamentales para entender la
funcién de las poliaminas en la célula.

Finalmente es importante considerar que las mutaciones de las estirpes
S621 y 5622 presentan ademds una penetrancia muy baja. La posibilidad de
que estas estirpes sean heterocariontes con una baja proporcién de ntcleos
portadores de la mutacién dab es muy remota, ya que el método seguido para su
seleccién favorece fuertemente la obtencién de estirpes homocariontes. Es
posible, sin embargo, que estas estirpes sean heterocariontes forzosos porque
las mutaciones dab-1 y dab-2 sean dominantes en heterocariosis y letales en
homocariosis. Por dltimo existe la posibilidad de que estas mutaciones sean muy
inestables y se pierdan con facilidad en sucesivas generaciones. Cualquiera de
estas posibilidades haria que, en medio no selectivo, la mayoria de los ntcleos de
estas estirpes fueran silvestres y que, por tanto, no se apreciaran cambios en la
concentracion interna de poliaminas. |
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4.1 INTRODUCCION

4.1.1 La fotorrecepcion de la luz azul

Aunque se han encontrado fotorrespuestas en todo el espectro, desde 200
a 800 nm, la mayoria de los organismos fotosensibles responden principalmente
a la luz azul. Las respuestas a la luz azul en los estos organismos presentan
aspectos comunes que sugieren la utilizacién de mecanismos de fotorrecepcién
similares. A pesar de que hace mas de 60 afios que se investiga la naturaleza de
los fotorreceptores de luz azul, el problema no puede considerarse resuelto
(Galland, 1992).

Los modelos més aceptados proponen que el fotorreceptor de luz azul
consistiria en una proteina de membrana que utilizara flavinas, carotenos o
pteridinas como pigmentos fotosensibles. Ademas, en la mayoria de los casos,
los resultados sugieren que los fotorreceptores deben ser estructuras complejas,
probablemente con varios pigmentos fotosensibles distintos, y diferentes de un
organismo a otro e incluso, en un mismo organismo, de una a otra respuesta.

4.1.2 Espectros de accién

Uno de los primeros pasos en la investigacién de los fotorreceptores
consiste en el andlisis del espectro de accién de la luz. Los espectros de accién se
obtienen determinando la eficacia cuantica de las distintas longitudes de onda en
la induccién de la fotorrespuesta o, al menos, su eficacia relativa respeéto a una
longitud de onda arbitraria. El perfil del espectro de accién se correspondera con
el del espectro de absorcién del pigmento fotorreceptor, si no hay causas de
distorsién.



Sitios que ligan riboflavina 52

El espectro de accién de la luz azul presenta caracteristicas semejantes
en la mayoria de los organismos estudiados (fig.18) (Presti y Galland, 1987).
Tipicamente aparecen picos principales a 370 y 450 nm, con un hombro
alrededor de 480 nm y una caida brusca mas all4 de los 500 nm. Estas, a su vez,
son las caracteristicas tipicas de los espectros de absorcién de las flavinas
(riboflavina, FMN y FAD) y los carotenos (principalmente B-caroteno) (fig. 18) y
estos han sido, por tanto, durante mucho tiempo, los principales candidatos a
pigmentos fotorreceptores de luz azul.
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Figura 18. Espectros de accion y espectros de absorcion. (a) Espectros de accién del
fototropismo de Phycomyces blakesleeanus (A), el hongo Pilobolus kleinii (B) y los coleoptilos
de la planta Avena sativa (C), el fototactismo positivo del alga Euglena gracilis (D), el fototactismo
negativo de Physarum nudum (E), la fotocarotenogénesis en los hongos Neurospora crassa
(F), Fusarium aquaeductuum (G), y la bacteria Micobacterium (H), la estimulacién del desarrollo
sexual en el hongo Nectria haematococca (1), el incremento de la respiracion en el alga Chlorella
(J), la reorganizacién de los cloroplastos del musgo Funaria (K), y el cambio de fase en el ritmo
circadiario de salida de la pupa de fa mosca Drosophila pseudoobscura. (b) Espectros de
absorcién de la riboflavina (arriba) y del b-caroteno (abajo) en sus formas todo-trans (linea
continua) y 15,15'-cis (linea de puntos). Figura tomada de Presti y Galland (1987). T
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4.1.3 Los carotenos como posibles fotorreceptores

El pigmento fotorreceptor mejor conocido es el retinal, un derivado de los
carotenos. En las células fotosensibles de la retina de los animales el
fotorreceptor se llama rodopsina y est4d compuesto por una proteina de
membrana llamada opsina y, unida a ella, una molécula de retinal. Cuando el
retinal absorbe un fotén, se isomeriza y provoca un cambio conformacional en la
opsina, que activa la cadena de transduccién de sefiales. Aunque el retinal
absorbe principalmente la radiacién ultravioleta A, su interaccién con la opsina
modifica sus propiedades. Las distintas opsinas que aparecen en los ojos de los
vertebrados desplazan la absorbencia méaxima del retinal a las ondas mas
largas, permitiendo la visién desde el rojo al ultravioleta.

Se han encontrado genes parecidos a los de las opsinas en varios
invertebrados y organismos unicelulares, y proteinas semejantes a la rodopsina
en varias bacterias y algas. También aparece retinal en los cuerpos
paraflagelares, presuntos organulos fotorreceptores, de las microalgas Euglena,
Chlamydomonas y Spermatozopsis (Gualtieri, 1993).

En Chlamydomonas los mutantes que no sintetizan carotenos son
defectivos en la respuesta fototactica y recuperan la visién tras la adicién de
retinal u otros compuestos andlogos. La luz regula la sintesis de rodopsina a
través de la propia rodopsina (Foster et al., 1984, 1988). En Euglena, la nicotina,
un inhibidor de la sintesis de carotenoides, inhibe también la fototaxis (Gualtieri,
1993). La efectividad de la rodopsina como molécula fotorreceptora, su
capacidad para absorber luz de distintas longitudes de onda y su presunta
distribucién en toda la escala filogenética han llevado a algunos autores a
proponerla como posible fotorreceptor de luz azul en todos los organismos
(Gualtieri, 1993). En varias arqueobacterias se han encontrado dos rodopsinas
que actdan como sendos fotorreceptores de luz roja-verde y radiacién
ultravioleta y de luz azul. El gen del fotorreceptor de luz azul en Halobacteriun
solinarium ha sido clonado recientemente (Zhang et al., 1996).

En Chlamydomonas hay dos genes de la biosintesis de clorofila cuya
transcripcién es inducible por luz azul. El espectro de accién de esta respuesta
no coincide totalmente con el de las respuestas mediadas por el retinal. Sin
embargo, otros carotenos parecen intervenir en la fotorrecepcién, ya que estos

genes no se inducen en un mutante incapaz de sintetizar carotenos (Matters y
Beale, 1995).
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En Phycomyces los mutantes que no sintetizan B-caroteno carecen de
respuesta fotomorfogénica, aunque son normales para el resto de las
fotorrespuestas a la luz azul. Dada la semejanza en los mecanismos de
fotorrecepciéon entre las distintas fotorrespuestas de Phycomyces, resulta
sorprendente el requerimiento estricto de carotenos en la fotomorfogénesis.
Quizéas en esta fotorrespuesta los carotenos actian como pigmentos antena
(Corrochano y Cerda-Olmedo, 1990b).

4.1.4 Las pteridinas como posibles fotorreceptores

Se va abriendo paso el concepto de que el espectro de accién de la luz azul
podria ser debido a varios pigmentos asociados al fotorreceptor. Una posibilidad
es que, ademas de flavinas, contenga pteridinas, que serian las responsables de
la absorcién de ultravioleta A (Galland y Senger, 1988). Las pteridinas, como los
carotenos y las flavinas, estdn ampliamente distribuidos entre todos los seres
vivos. Las fotoliasas y las reductasas del nitrato, enzimas cuya actividad se
induce por luz azul, utilizan como pigmentos fotosensibles una combinacién de
pterina y FAD o de pterina, FAD y citocromo b respectivamente (Johnson et al.,
1988; Ninnemann, 1987).

En Phycomyces los mutantes del fototropismo afectados en el gen madA
presentan una disminucién sustancial en la concentracién interna de FAD, FMN
y algunas pterinas (Hohl et al., 1992a, b). Los mutantes del fototropismo
afectados en el gen madl! tienen niveles normales de flavinas, pero carecen de
una pterina adn no identificada presente en el tipo silvestre. Estos mutantes
presentan alteraciones en la regién ultravioleta del espectro de accién del
fototropismo (Hohl et al., 1992¢). La 2,4-diamino-6-hidroxipirimidina, un
inhibidor de la ruta de biosintesis de las pteridinas in vitro e in vivo, reduce en
ciertas condiciones de cultivo la respuesta fotomorfogénica de Phycomyces,
aunque, en esas mismas condiciones, no se ha encontrado un descenso en la
concentracién de las pterinas mayoritarias (Maier y Ninnemann, 1995a, b).

Las lumazinas, un tipo de pteridina con propiedades espectrales y redox
muy semejantes a las de las pterinas, son también candidatos a pigmentos
fotorreceptores, particularmente de ultravioleta A. En Phycomyces, los
mutantes ribC, auxétrofos de riboflavina, tienen, en medio minimo
suplementado con riboflavina 10-6 M, niveles muy bajos de flavinas, de pterinas
y de 6,7-dimetil-8-ribitillumazina, precursor de la riboflavina. El fototropismo de
estos mutantes presenta una reduccién en la sensibilidad a la luz especialmente
en la regién del ultravioleta A. El fototropismo es normal en el auxétrofo ribD,
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que, junto a niveles muy bajos de flavinas y pterinas, tiene una concentracién
normal de 6,7-dimetil-8-ribitillumazina (Tillmanns et al., 1995).

4.1.5 Las flavinas como posibles fotorreceptores

Las flavinas, grupos prostéticos de muchas enzimas, estdn presentes en
todos los organismos. Las mds abundantes son la riboflavina, el riboflavin- 5'-
fosfato (flavin-mononucleétido, FMN) y el flavin-adenin-difosfato (FAD). La
mayoria de las flavoproteinas conocidas utilizan como grupo prostético FMN o
FAD, unidos fuertemente a la proteina por interacciones iénicas o covalentes.
Desde que a mediados de siglo se propusiera que las flavinas podrian ser los
pigmentos fotorreceptores de luz azul (Galston 1949, 1950), esta ha sido la
hipétesis mas aceptada. Numerosas revisiones recopilan los datos fisiolégicos,
espectroscépicos y genéticos obtenidos en distintos organismos que apoyan esta
hipétesis (Briggs y lino, 1983; Galland y Senger, 1991; Song et al., 1991).
Recientemente se ha realizado por primera vez el estudio molecular de dos
proteinas que posiblemente actien como fotorreceptores de luz azul en plantas.
Ambas proteinas parecen utilizar flavinas como pigmento fotosensible.

4.1.6 Dos posibles fotorreceptores de luz azul en plantas son
flavoproteinas

Las plantas regulan su crecimiento y su desarrollo en funcién de la luz que
reciben. En Arabidopsis thaliana la luz provoca fototropismo, inhibe el
crecimiento de los hipocétilos, estimula el de los cotiledones y los cloroplastos, y
da lugar a un patrén de expresién génica distinto del que aparece en la oscuridad
(Kaufman, 1993; Deng, 1994).

La luz roja y azul y la radiacién ultravioleta son las m4s efectivas en la
regulacién del desarrollo de las plantas. Los fitocromos, fotorreceptores de luz
roja, son proteinas solubles gobernadas, en Arabidopsis, por una familia de cinco
genes. Al menos dos de los fitocromos de esta familia tienen propiedades
distintas entre si (Deng, 1994).

En varias plantas se han encontrado mutantes afectados en las aistintas
fotorrespuestas a la luz azul (Chory, 1993), pero ninguno alterado
simultaneamente en todas ellas, lo que sugiere sistemas de fotorrecepcién
distintos para cada fotorrespuesta.



Sitios que ligan riboflavina 56°

Algunos de estos mutantes se han analizado en detalle. El fototropismo de
los mutantes del gen NPH1 es menos sensible a la luz que el del tipo silvestre, y
tiene alterado el espectro de accién (Khurana y Poff, 1989; Liscum y Briggs,
1995). Estos mutantes tienen menos del 10% de la concentracién normal de una
proteina de membrana de 120 kDa que se fosforila en las plantas silvestres al
iluminarlas. Esta fotofosforilacién se produce también in vitro e incluso una vez
que la proteina ha sido solubilizada con un detergente, lo que sugiere que la
proteina posee al mismo tiempo actividad fotorreceptora y autofosforilante. La
fotofosforilacién es inhibida por fenilacetato y yoduro potdsico, compuestos que
secuestran la energia de los estados excitados de las flavinas e impiden su
transferencia quimica (Short et al., 1992, 1993). Los mutantes de este gen son
ciegos para el fototropismo a luz azul y verde y a la radiacién ultravioleta A,
aunque el gravitropismo y el resto de sus fotorrespuestas son normales (Liscum
y Briggs, 1995). La proteina NPH1 es, por tanto, un posible fotorreceptor de luz
azul y verde y radiacién ultravioleta A, unido a membranas, fosforilable por
efecto de la luz y dotado de uno o mas croméforos, uno de ellos probablemente
una flavina. ‘

Los mutantes CRYI (antes hy4) estan alterados en la inhibicién de la
elongacién del hipocétilo por luz azul. El gen CRY ha sido clonado y secuenciado
(Ahmad y Cashmore, 1993). La proteina correspondiente presenta dos grandes
dominios: el extremo amino se parece a una proteina animal, la tropomiosina de
misculo liso de rata; el extremo carboxilo es homélogo a algunas fotoliasas
bacterianas. Las fotoliasas son proteinas solubles que, cuando absorben luz
azul, separan los dimeros de pirimidinas inducidos en el ADN por la radiacién
ultravioleta C. Utilizan como grupos prostéticos fotosensibles el FADH9 y una
deazaflavina o, en otros casos, una pterina. La proteina Cryl de Arabidopsis no
tiene actividad fotoliasa, es soluble y se une a FAD. Su sobreexpresién en
plantas de tabaco conlleva una supersensibilidad a la luz azul y verde y a la
radiacién ultravioleta A. La alta estabilidad que presenta en ella el estado
semiquinona de la flavina podria ser la responsable de la sensibilidad a la luz
verde (Lin et al., 1995a, b; Ahmad et al., 1995). Esta proteina ha sido propuesta
como el fotorreceptor que media la inhibicién del crecimiento del hipocétilo por la
luz azul en Arabidopsis. Es importante notar que se trata de una proteina
citosblica y que la mutacién CRY1 no afecta al fototropismo. .
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4.1.7 Fotorreceptores de luz azul en Phycomyces

La gran variedad de fotorrespuestas que aparecen en Phycomyces han
hecho de este hongo un organismo pionero en la investigacién de los
fotorreceptores de luz azul. Los resultados sugieren que, también en este caso, la
flavinas actian como pigmentos fotorreceptores.

El fotorreceptor de Phycomyces es probablemente una estructura
compleja, con miltiples componentes y varios pigmentos fotosensibles distintos
(Galland y Lipson, 1987). Las fotorrespuestas de Phycomyces presentan
caracteristicas similares, que sugieren sistemas de fotorrecepcién con
elementos comunes. Los espectros de accién de estas respuestas se parecen
bastante entre si y a los de otras respuestas a la luz azul en otros organismos, y
coinciden también con el espectro de absorcién de los carotenos y las flavinas
(Presti y Galland, 1987; Corrochano et al., 1988; Bejarano et al., 1991). Las
fotorrespuestas de Phycomyces tienen umbrales semejantes entre si, muchisimo
mas bajos que las de otros hongos (Corrochano y Cerda-Olmedo, 1991). Estas
respuestas, cuando se inducen por destellos luminosos, presentan tipicamente
dos componentes aditivos, que operan a distintas intensidades de luz (Presti y
Galland, 1987; Corrochano y Cerd4-Olmedo, 1991). La fotocarotenogénesis, la
fotomorfogénesis y el fototropismo requieren la actividad de los productos de los
genes madA y madB (Bergman et al., 1973; Corrochano y Cerda-Olmedo, 1990).
Los mutantes en estos genes muestran un descenso en la concentracién interna
de las distintas flavinas (Hohl et al., 1992a). El fototropismo y la
fotocarotenogénesis de los mutantes que no sintetizan B-caroteno es idéntico al
de la estirpe silvestre (Berman et al., 1973; Presti et al., 1977; Bejarano et al.,
1991), lo que descarta la intervencién de los carotenos y sus derivados en estas
fotorrespuestas.

Cuando se cultiva un mutante ribB de Phycomyces, auxétrofo de
riboflavina, con poca riboflavina y mucha roseoflavina (proporcién 1:14), la
roseoflavina es incorporada por el micelio y transportada a los esporangiéforos.
El umbral fototrépico de estos esporangiéforos es més alto y el espectro de
accién se desplaza a la longitud de onda donde la roseoflavina tiene su
absorbancia méxima (Otto et al.,, 1981). Estos datos sugieren que la
roseoflavina puede remplazar al pigmento del fotorreceptor, y que este
probablemente sea una flavina. Sin embargo, también es posible que la
roseoflavina fotoactivada estimule, sin mediacién del fotorreceptor, la cadena de
transduccién sensorial. Un compuesto artificial, el azul de metileno, tiene un

efecto semejante en la fotocarotenogénesis de Fusarium aqueductum (Lang-
Feulner y Rau, 1975).
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4.1.8 Proteinas que ligan riboflavina

Los modelos méas aceptados asumen que el fotorreceptor de luz azul seria
una flavoproteina de membrana. Los experimentos con luz polarizada sugieren
que el pigmento del fotorreceptor se encuentra orientado y, por tanto, anclado a
una estructura estable, la membrana celular (Jesaitis, 1974; Steinhardt, 1989).
En las plantas la concentracién de flavinas unidas a las membranas es
bastante menor que la de flavinas libres en el citoplasma. Basdandose en estos
datos, Hertel (1980) propuso que el fotorreceptor de luz azul podria ser una
proteina de membrana que uniera riboflavina no covalentemente, de forma que
la riboflavina estuviera en continuo intercambio entre el sitio activo y el
citoplasma.

El trabajo de Fritz et al. (1989, 1990) con mutantes de Neurospora
auxétrofos de riboflavina apoya esta hipétesis. En condiciones limitantes de
riboflavina, en las que su crecimiento es casi normal, estos mutantes pierden la
regulacién del ciclo circadiario por la luz. Si se aumenta la concentracién de
riboflavina en el medio de cultivo, aumenta proporcionalmente la sensibilidad a
la luz en el mutante. Los analogos de riboflavina que no pueden entrar en la
célula no tienen efecto fotosensibilizador. Si aumentan la efectividad de la
respuesta otros andlogos que entran en la célula pero que no se fosforilan ni se
unen covalentemente a ninguna flavoproteina (Fritz et al., 1989). La respuesta
no mejora si se aumenta la concentracién de riboflavina justo después de la
iluminacién, lo que indica que la riboflavina es necesaria para la fotorrecepcién.
Los andlogos de la riboflavina son tanto més efectivos cuanto mayor es la
estabilidad de su estado triplete (Fritz et al., 1990).

Hasta el momento se ha descrito la unién de riboflavina de forma
especifica y reversible a extractos de tejido fotosensible de Cucurbita y Zea
(Hertel et al., 1980), a los flagelos de Euglena (Nebenfiihr et al., 1991; Neumann
y Hertel, 1994) y al micelio y los esporangiéforos de Phycomyces (Dohrman,
1983). .

Se ha purificado una proteina de Euglena gracilis que une riboflavina
(Neuman y Hertel, 1994). Es una proteina de membrana, de peso molecular
aparente 68 kDa, con alta afinidad por la riboflavina, tanto en condiciones
oxidantes (kp= 4 nM), como reductoras (kp= 6 nM), y menor afinidad por FMN y
FAD. Esta proteina se localiza en el flagelo y no es especialmente abundante en
el cuerpo paraflagelar, presunto érgano fotorreceptor de Euglena.
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El alga mévil Astasia longa, estrechamente emparentada con Euglena, no
tiene cloroplastos, ni cuerpo paraflagelar, ni respuesta fototactica; sus extractos
presentan una actividad de unién a riboflavina veinte veces menor que los de
Euglena. Ello sugiere que esta actividad no es necesaria para el movimiento del
flagelo y que podria estar relacionada, bien con la actividad de los cloroplastos, o
bien con las respuestas a la luz, como transductor de la sefial luminosa o como
fotorreceptor (Brodhum et al., 1994).

En Phycomyces también se ha descrito unién saturable y reversible de
riboflavina a fracciones de membrana de micelio y esporangi6foros (Dohrmann,
1983). De las tres flavinas mayoritarias en Phycomyces, riboflavina, FMN y
FAD, la riboflavina es la que se une con mayor afinidad (kp aprox. 4 uM). La
afinidad aumenta en condiciones reductoras. La actividad desaparece al
calentar el extracto a 90 °C. La concentracién de sitio activo en los
esporangi6foros (0.7 nmol g-1 de masa fresca) supera la cantidad minima teérica
indispensable (0.3 nmol g1 de masa fresca) para justificar el umbral del
fototropismo de Phycomyces (Bergman et al., 1969). Adema4s, la concentracién de
riboflavina soluble en el citoplasma del esporangiéforo es lo suficientemente alta

como para saturar todos estos sitios de unién.

4.1.9 Objetivos

Los resultados experimentales sugieren que en Phycomyces el
fotorreceptor de luz azul es una flavoproteina. La abundancia de riboflavina
soluble en el citoplasma del esporangiéforo y la presencia de un sitio que liga
riboflavina en las membranas del esporangiéforo hacen muy atractiva la
hipétesis de que el fotorreceptor sea una proteina que ligue riboflavina de forma
no covalente.

Nos propusimos continuar la investigacién de este tipo de proteinas en
Phycomyces. Para ello contamos con nuevas preparaciones de riboflavina
radiactiva que tienen una mayor actividad especifica (lo que permite detectarla
a concentraciones mds bajas) y con la informacién reciente que aporta la
purificacién de una proteina aniloga de Euglena (Neumann y Hertel, 1994).

Nuestros objetivos inmediatos seran identificar los sitios que ligan
riboflavina de forma no covalente en Phycomyces, comprobar su presencia en
distintos mutantes de la fotorrecepcién e intentar su purificacién. Las proteinas
purificadas podrian permitir luego conocer su gen correspondiente y su posible
papel en la fotorrécepcién de la luz azul.
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Sitios que ligan riboflavina en Phycomyces

Para detectar y analizar la actividad de los sitios que ligan riboflavina de
forma no covalente en Phycomyces seguimos los métodos generales aplicados a
otras interacciones entre receptores y ligandos (Hulme y Birdsall, 1992).
Esencialmente, el ensayo consiste en mezclar un extracto proteico con una
cantidad conocida de ligando marcado. Tras incubar esta mezcla por cierto
tiempo y a cierta temperatura, a veces en presencia de un agente reductor, se
separa el ligando unido al receptor del ligando libre (en nuestro caso mediante
filtraci6én) y se cuantifican ambos. El ensayo permite medir la concentracién de
receptor e informa sobre la naturaleza quimica de la interaccién. También
permite comparar la actividad en el tipo silvestre y en varios mutantes, y
detectar la presencia del receptor en extractos sometidos a distintos procesos de
purificacién.

Los extractos crudos de Phycomyces, una vez libres de paredes y otros
fragmentos grandes, se dividieron por centrifugacién en dos fracciones distintas:
la fraccién microsomal, formada basicamente por las membranas celulares, y el
sobrenadante, que contiene el material soluble del protoplasma. Ambas
fracciongs ligaron riboflavina, aunque con distintas caracteristicas cinéticas.
Las figuras 19 y 20 muestran las curvas de saturacién de los receptores de cada
fraccién utilizando riboflavina como ligando. En todas las muestras de un mismo
experimento se utilizaron cantidades fijas de proteina y riboflavina radiactiva, y

las cantidades variables que se indican de riboflavina no radiactiva. Cuando la
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riboflavina no radiactiva era suficiente, saturaba los sitios de unién y
desplazaba de ellos a la riboflavina radiactiva, que en consecuencia permanecia
en solucién y no se retenia en el filtro. La proporcién de sitios de unién ocupados
por la riboflavina dependera de la afinidad del receptor por la riboflavina y de la
concentracién de receptor.
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Figura 19. Unién de riboflavina a la fraccién microsomal. a) Las curvas muestran la cantidad de
riboflavina radiactiva retenida en el filtro en funcién de la concentracién de riboflavina presente
en el ensayo. Las preparaciones oxidadas contenian 60 pg de proteina y 1195 Bq de

[BH]-riboflavina (=9 x 109 M). Las reducidas tenian ademas ditionito de sodio 5 mM. b)
Representacién de Scatchard. Los datos de actividad en condiciones reductoras que aparecen

en a fueron transformados en "[3H]-riboflavina unida especificamente dividida por la
[3H]-riboﬂavina total en el ensayo” y "riboflavina especificamente unida (nM)" y representados.
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El hecho de que los sitios de unién se saturen al aumentar la
concentracién de ligando indica que la muestra contiene un nimero finito de
receptores. Incluso con las mayores concentraciones de riboflavina no
radiactiva, la radiactividad unida al filtro no desaparecia totalmente, sino que se
mantenia en un valor constante (fig. 19). Esta radiactividad es producto de la
interaccién de la riboflavina con sitios de unién muy abundantes (no saturables)
y de muy baja afinidad. Puede representar la acumulacién de riboflavina en el
interior de los microsomas, la interaccién inespecifica con proteinas o lipidos, o la
retencién inespecifica en el filtro. En todos los experimentos consideramos como
actividad especifica a aquella que es producto de la unién de riboflavina a los
receptores saturables. Los valores experimentales son la suma de la unién de
riboflavina a los receptores saturables y a los no saturables. La actividad
especifica se obtuvo restando a los valores experimentales los obtenidos cuando
a las reacciones se afiadieron concentraciones saturantes de riboflavina no
radiactiva.

La fraccién microsomal mostré la mayor afinidad por la riboflavina en
condiciones reductoras (fig.19a). En condiciones oxidantes, la unién de
riboflavina fué siempre menor, aunque muy variable.

Los valores de la curva de saturacién representados segin el método de
Scatchard permiten calcular la constante de afinidad y la abundancia del
receptor (fig. 19b). La afinidad (Kp) por la riboflavina viene dada por el valor
negativo del reciproco de la pendiente de la recta de regresiéon. En condiciones
reductoras la Kp de este sitio activo que muestra la figura 19b fué de
aproximadamente 0.5 uM. La Kp media en condiciones reductoras obtenida de
tres experimentos independientes fué de 1,14 (+ 0.4) uM.

La interseccion de la recta de regresién con el eje de abscisas indica la
concentracién del sitio de unién en el ensayo, asumiendo que cada molécula de
receptor liga una sola molécula de riboflavina. En ¢l experimento que se muestra
en la figura 19 la concentracién del sitio que liga riboflavina en cada muestra fué
de aproximadamente 8 nM. Las muestras contenian 30 ug de proteina
procedentes de 86.4 mg de masa fresca de esporangiforos. La concentracién de
sitio de unién en el esporangiéforo era, por tanto, de 9.2 x10- M (0.09 nmoles g1
de masa fresca). La concentracién media de sitios de unién en el esporangiéforo
deducida a partir de cinco extractos similares fué de 1.4 (+ 0.2) x10-7 M, lo que
equivale a 0.14 (£ 0.2) nmoles g1 de masa fresca.
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La fraccién soluble del extracto crudo también ligé riboflavina (fig. 20). Se
obtuvo actividad tanto en tampén fosfato como en tampén Tris, a una
concentracién 50 mM, con una mayor eficiencia a pH 8. La unién de riboflavina
aumenté en presencia de sales, siendo méxima en presencia de sulfato aménico
1M.
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Figura 20. Unién de riboflavina a la fraccion sobrenadante. a) Las curvas muestran la cantidad
de riboflavina radiactiva retenida en el filtro en funcién de la concentracion de riboflavina
presente en el ensayo. Las preparaciones oxidadas contenian 15 ug de proteina (150 pl de
extracto) y 1340 Bq de [3H]-riboflavina (=108 M). Las muestras reducidas tenfan ademas
ditionito de sodio 5 mM. b) Representacion de Scatchard. Los datos de actividad en
condiciones oxidantes que aparecen en a fueron transformados en “[3H]-riboflavina unida
especificamente dividida por la [3H]-riboflavina total en el ensayo" y “riboflavina
especificamente unida (nM)" y representados.
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La curva de saturacién muestra que, a diferencia de lo que ocurre con el
sitio de unién presente en la fraccién microsomal, la unién de riboflavina por el
sobrenadante era mayor en condiciones oxidantes que en condiciones reductoras
(fig. 20a). La curva muestra que este sitio de unién no se saturaba a una
concentracién de riboflavina (10-4 M) cercana al limite de solubilidad. La afinidad
calculada a partir de la representacién de Scatchard viene determinada por una
Kp de 14 uM. La concentracién de sitio activo por ensayo fué de 140 nM en
muestras que contenian el equivalente a 15 mg de masa fresca de
esporangiéforos. En los esporangiéforos la concentracion del sitio soluble que liga
riboflavina era, por tanto, de 10 uM aproximadamente (10 nmoles g-1 de masa
fresca).

4.2.2 Propiedades del sitio que ligaba riboflavina en la fraccién
microsomal

Aunque la unién de riboflavina a las preparaciones de microsomas fué
muy variable, los resultados no se vieron afectados por las condiciones de
iluminacién. La unién de riboflavina a los microsomas fué igual de eficiente
cuando los ensayos se hicieron en oscuridad, bajo una luz blanca intensa (unos
10 W m-2), o en las condiciones de iluminacién habituales del laboratorio. La
incubacién de las reacciones durante 30 min en hielo, a 22 °C o a temperatura
ambiente no afect6 a los resultados. Cuando el extracto se preincubé en hielo
durante varias horas ligé riboflavina con mayor eficiencia. El incremento
maximo (2.5 veces) se obtuvo con una preincubacién en hielo durante 3 h. El
calentamiento del extracto a 100 °C durante 30 min redujo drasticamente su
capacidad para ligar riboflavina.
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La unién de riboflavina a la fraccién microsomal aumenté linealmente al
aumentar la cantidad de extracto utilizada en el ensayo (fig. 21). La riboflavina
se unfa, por tanto, a algin componente de la fraccién microsomal y no

significativamente al filtro.
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Figura 21. Unién de riboflavina a la fracciéon microsomal en funcién de la cantidad de proteina
utilizada. Los ensayos se realizaron en condiciones reductoras (ditionito de sodio 5 mM).

La unién de riboflavina a la fraccién de membranas era reversible (no
covalente). La cantidad de riboflavina retenida en el filtro disminuia
progresivamente cuando, tras incubar la reaccién, la muestra se mantenia
diluida en tamp6n antes de filtrarla (fig. 22). Las reacciones se hacian en un
volumen pequefio (125 ul) en el que la formacién de complejos riboflavina-
receptor alcanzaba un equilibrio estable durante el tiempo de incubacién.
Comprobamos que 10 min de incubacién en hielo eran suficientes para que la
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unién de riboflavina a la fraccién de microsomas alcanzase su valor mdximo
(situacion de equilibrio). El efecto que se observa en la figura 22 se debe a que al
diluir la muestra en 5 ml de tampén el equilibrio se rompe y la riboflavina unida
se desprende del receptor.
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Figura 22. Efecto de la dilucion sobre la unién de riboflavina a la fraccién microsomal. Los
ensayos de unién se hicieron en condiciones reductoras (ditionito de sodio 5 mM) en un
volumen final de 125 pl. Tras 20 min de incubacién, las muestras se diluyeron en 5 ml de
tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 a temperatura ambiente vy se filtraron en el momento indicado.
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La roseoflavina se unié a la fraccién de membranas igual que la
riboflavina (fig. 23). Cuando se utilizé roseoflavina para desplazar la riboflavina
radiactiva del sitio de unién, se obtuvieron curvas muy semejantes a las
obtenidas con riboflavina. La fraccién microsomal mostr6 también una afinidad
semejante por el FMN y menor por el FAD.
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Figura 23. Unién de roseoflavina a la fracciéon microsomal. Las curvas muestran la cantidad de
riboflavina radiactiva retenida en el filtro en funcién de la concentracién de riboflavina o de
roseoflavina presente en el ensayo. Las condiciones reductoras se obtuvieron afiadiendo a las
preparaciones ditionito de sodio 5 mM.

El sitio de unién de la fraccién de membranas se solubilizé en presencia de
determinados detergentes. Los mas efectivos fueron el Zwittergent 3-12 a una
concentracién de 0,8 % (p/v) y el Tritén X-100 a una concentracién de 0,5 %
(p/v). En ambos casos se obtenia un méximo de actividad soluble de
aproximadamente el 35 % de la actividad original. El empleo en el tampén de
solubilizacién de agentes estabilizantes, como el cloruro de sodio o el glicerol, no
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mejoré el rendimiento. Otros detergentes empleados, como de dodecilmaltésido, el
deoxicolato sédico, la digitonina o el CHAPS, fueron menos efectivos. En general,
todos los detergentes cuando se utilizaron a alta concentracién (1 %) inhibieron
la unién de riboflavina a la fraccién microsomal.

El Zwittergent 3-12 se emple6 habitualmente para solubilizar el sitio de
unién con vistas a su purificacién. Se aprovechaba asi su mayor eficiencia en la
solubilizacién, su caracter zwitter-iénico (posee ambas cargas eléctricas y se
comporta en las resinas de intercambio iénico como una molécula neutra) y la
formacion de micelas de pequefias (aproximadamente 18 kDa) que permiten
concentrar el sitio activo por filtracién sin concentrar el detergente.

El sitio de unién de riboflavina solubilizado se intent6 purificar por
cromatografia de intercambio iénico, exclusién molecular y cromatoenfoque en
equipo de FPLC, y cromatografia de afinidad.

Para la cromatografia de afinidad se utilizé como soporte una resina de
FMN-agarosa a la que se aplicaba el sobrenadante del extracto solubilizado con
detergentes. El sitio activo se unié a la resina esporadicamente. En esos casos
se eluy6 utilizando una solucién muy concentrada de riboflavina, y se obtuvo
una solucién de proteina muy purificada que presentaba dos bandas
mayoritarias en la regién de 65 kda. No se encontraron, sin embargo, las
condiciones que hicieran esta purificacion repetible.

Utilizando otras técnicas cromatograficas en FPLC (intercambio iénico,
exclusién molecular y cromatoenfoque) la actividad eluia formando un tinico pico
aparente de actividad, en el que se recuperaba cerca del 100 % de la actividad
original. Tras someter el extracto solubilizado a cromatografias de intercambio
i6nico y de exclusién molecular de forma consecutiva, las fracciones con mayor
actividad de unién de riboflavina aparecieron enriquecidas principalmente en dos
proteinas de aproximadamente 65 kDa de peso molecular (figs. 24 y 25). En
estos experimentos, la fraccién microsomal solubilizada se apliéé a una columna
Mono Q de intercambio aniénico en tampén Tris-HCl a pH 7,8 con cloruro sédico
0,15 M. En estas condiciones la columna retenia el sitio activo y permitia el
lavado de las proteinas que no se hubieran unido a la matriz. Al aplicar a la
columna un gradiente 0.15-0.9 M de cloruro sédico la actividad eluyé formando
un pico de actividad muy ancho que comenzaba en la fraccién 8 y tenia su
maximo en la fraccién 16 (fig. 24).
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Figura 24. Cromatografia de intercambio iénico en columna Mono Q. Para la cromatografia se
utilizé 1 ml de extracto solubilizado de membrana que contenia 11,5 mg de proteina total y
capacidad para retener unos 666.6 Bq de [3HJ-riboflavina. Para los ensayos de unién se
emplearon 100 pl de cada fraccién, en un volumen final de 200 ul, y unos 1700 Bq de
[3H]-riboflavina (=1,3x 108 M).

‘Para la filtracién en gel se tomaron las fracciones 9 a 21 procedentes de la
columna Mono Q, mezcladas y concentradas hasta un volumen final de 500 ul, y
se aplicaron a una columna Superose 6 HR 10/30 que fracciona de 5 a 5000
kDa. La figura 25a muestra cémo la actividad eluyé formando un pico estrecho
con un maximo en la fraccién 16.

Las proteinas presentes en las distintas fracciones de la filtracién en gel
se separaron mediante electroforesis (Figura 25b). La electroforesis muestra
que las fracciones que unian una mayor cantidad de riboflavina ‘estaban
enriquecidas en dos proteinas de un tamafio aproximado de 65 kDa.
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Figura 25. Uni6n de riboflavina (A) y electroforesis (B) de las fracciones obtenidas por
filtracion en la columna Superose 6. A) Se filtraron 6,25 mg de proteina procedentes de las
fracciones 9 a 23 obtenidas por cromatografia en columna Mono Q (fig. 23) y concentradas
hasta un volumen final de 500 . Los ensayos de unién se hicieron con 200 pl de cada fraccion,
en un volumen final de 300 pl. Cada muestra contenia aproximadamente 2400 Bq de [BHI-
riboflavina (=1,8x 10-8 M). B) Los carriles de la electroforesis contenian: E, 50 ug de extracto
original; S, 50 ug de extracto solubilizado; Q, 50 ug de una solucién concentrada de las
fracciones 9 a 23 obtenidas de la columna Mono Q (fig.23); f8-f20: 25 pl de las fracciones 8 a
20 obtenidas por filtracion. La cantidad de proteina en cada carril fue: 8, 5 ug; f10, 15 ug; f12,
30 ug; 14, 45 ug; f16, 16 ug; f18, 2,5 ug y 120, 0,3 ug.
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4.2.3 Propiedades del sitio que ligaba riboflavina en la fraccién
sobrenadante

El sitio que ligaba riboflavina en la fraccién sobrenadante de los
esporangiéforos presenté algunas propiedades llamativas. Tenia un tamaifio
pequefio, que le permitia atravesar membranas de filtracién y didlisis con un
tamafio de poro de unos 10 kDa, y una capacidad para ligar riboflavina que
resistia tratamientos que habitualmente inactivan las proteinas, como
incubaciones en presencia de altas concentraciones de detergente (dodecilsulfato
sédico al 1%) o a alta temperatura (100 °C durante 30 minutos). Las
propiedades de este sitio que ligaba riboflavina se investigaron utilizando
sobrenadantes hervidos durante 30 min y centrifugados (12000 rpm, 5 min),

tratamiento que eliminaba del extracto la mayoria de las proteinas solubles.

Al igual que ocurria con la actividad asociada a membranas (fig. 22), la
unién de riboflavina al sitio de unién de la fraccién soluble era muy reversible
(fig. 26).
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Figura 26. Efecto de la dilucién sobre la unién de riboflavina a la fraccién sobrenadante. Los
ensayos de union se hicieron en condiciones oxidantes, en un volumen final de 500 pl. Tras 20
min de incubacion, las muestras se diluyeron en 5 mi de tampén Tns HCI 50 mM, pH 8,0 a
temperatura ambiente y se filtraron en el momento indicado.
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La fraccién sobrenadante se sometié a cromatografia de filtracién en
geles de distintos intervalos de exclusién. La actividad de unién de riboflavina
aparecia formando un nico pico aparente, en fracciones muy tardias. Los
fenoles del esporangiéforo eluian también en estas fracciones activas. La figura
27 muestra el resultado de una filtracién de extracto sobrenadante en gel de
Sephadex G-25, que excluye moléculas de mas de 5 kDa. En condiciones
normales se espera que todas las proteinas del extracto aparezcan en el frente
de elucién. Sin embargo, el sitio que ligaba riboflavina aparecia muy tarde, a
partir de la fraccién 12, incluso después que una solucién de ferricianuro potésico
(aproximadamente 500 Da de peso molecular) que eluia totalmente en el ml 10.
Esta alta retencién podria deberse a que el sitio de unién interacciona con la
matriz. La figura muestra cémo el aumento de actividad en las distintas
fracciones correlacionaba con un aumento en la concentracién de fenoles
(fig. 27).
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Figura 27. Filtracién en columna de Sephadex G 25. Se filtraron 300 pl de fraccion
sobrenadante hervida con capacidad para unir unos 166.6 Bq de [3H]-riboflavina. El ensayo de
union se hizo con 250 pl de cada fraccién en un volumen final de 500 pul y 452.4 Bq de [BH]-

riboﬂavi_na (= 3,4 x 109 M). Los fenoles se cuantificaron tifiéndolos segun el método del azul
de Prusia y midiendo su absorbencia a 700 nm. Para ello se tomaron 100 ul de cada fraccién
diluidos en 900 ul de agua.
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La concentracién total de fenoles que contenia la fraccién de
sobrenadante de los extractos fué de aproximadamente 0,8 mM. Dependiendo de
las condiciones de cultivo, Phycomyces presenta gran cantidad de fenoles,
principalmente en los esporangiéforos. Los fenoles mayoritarios son el acido
galico y, en menor cantidad, el 4acido protocatequico (Hilgenberg et al., 1987;
Barrero et al., 1996). Se comprobé que, en un ensayo de unién tipico, una
solucién 1 mM de 4cido gélico en tampén de extraccién presentaba una actividad
de unién a riboflavina similar a la que presenta el extracto de esporangiéforos.
La figura 28 muestra que la unién de riboflavina a una solucién de dcido galico
puro seguia una cinética semejante a la que se obtuvo cuando se utilizé el
extracto sobrenadante.
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Figura 28. Curva de saturacién de la unién de riboflavina en una solucién de &cido galico puro.
Los ensayos de unién se realizaron con 150 pl de una solucién de &cido gélico 1 mM en tampén
de extraccion, hervida durante 30 min y luego enfriada. Los ensayos se realizaron en tampdn
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, sulfato aménico 1 M, en un volumen final de 500 pl, y 1240 Bq de
{3H]-riboflavina (= 9,5 x 10-9 M).
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La actividad del 4cido galico puro no dependia dnicamente de su
concentracién, sino también de su estado de polimerizacién. Como se muestra
en la figura 29, la adicién de cloruro férrico a la solucién de 4cido galico aumenté
enormemente su capacidad para unir riboflavina. El cloruro férrico oxida el 4cido
gélico y favorece su polimerizacién. El efecto del cloruro férrico sugiere que la
unién de riboflavina al acido galico dependia principalmente del estado de
polimerizacién de éste.
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Figura 29. Unioén de riboflavina por acido gélico en presencia de distintas concentraciones de
cloruro férrico. Los ensayos de unién se hicieron como se describe para la figura 9. Cada

muestra contenia 1253 Bq de [3H]-riboflavina (= 9,6 x 10°9 M).
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4.2.4 Unién de riboflavina en el micelio y en los esporangiéforos

Los sitios que ligaban riboflavina en ambas fracciones estaban presentes
tanto en el micelio como en los esporangiéforos (tabla 4). La riboflavina se unié
por igual a fracciones microsomales de micelio y de esporangiéforos, tanto si
éstos habian sido cultivados en la luz como en la oscuridad. Por el contrario, la
fraccién soluble obtenida del micelio ligé muy poca riboflavina. Este resultado se
explica por las concentraciones de fenoles de estos sobrenadantes que fueron
1.1 mM en los esporangiéforos en oscuridad y < 0.01 mM en el micelio. La unién
de riboflavina a los sobrenadantes de los esporangi6foros fué similar tanto si
estos habian crecido en la luz como en la oscuridad (tabla 4).

Tabla 4. Unién de riboflavina a extractos de micelio y de esporangiéforos
crecidos en luz o en oscuridad. Se emplearon condiciones reductoras para
analizar la actividad en los microsomas y oxidantes para la actividad en el
sobrenadante.

Actividad especifica 1
(Bq unidos/ libres por mg de proteina)

Material | Cultivado en Microsomas Sobrenadante
Esporangiéforos  Oscuridad 15.6 33.6
Esporangiéforos  Luz 9..6 47.4
Micelio Oscuridad 12 2.4

1 En esta y en la siguiente tabla la actividad especifica se definié como la
fraccién méxima de riboflavina que ligaba 1 mg de proteina. La actividad
especifica de los sitios de unién (actividad saturable) se calculé hallando la
diferencia entre la radiactividad retenida en las muestras que no contenian
riboflavina no radiactiva y la de aquellas que la contenian a una
concentracién saturante ( aprox. 10-4 M). El valor resultante se dividié por la
radiactividad total y los mg de proteina presentes en los ensayos.
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4.2.5 Unioén de riboflavina en mutantes de la fotorrecepcion

Dada la posibilidad de que el fotorreceptor de luz azul sea una proteina que
ligue riboflavina de forma no covalente, decidimos comprobar si alguno de los
mutantes de la fotorrecepcién estaba alterado en su capacidad para ligar
riboflavina. La unién de riboflavina a las fracciones de membranas y de
sobrenadante fué la misma en la estirpe silvestre y en los distintos mutantes de
la fotorrecepcién analizados (Tabla 5).

Es posible que la riboflavina se una, no a un fotorreceptor, sino a cualquier
otra proteina celular. Un candidato seria la proteina que transporta riboflavina
al interior de la célula. Se ha propuesto que la mutacién dar, que conlleva
resistencia a deazarriboflavina, se produce por la insercién de un transposén en
el gen de la proteina de membrana transportadora de riboflavina (Delbriick y
Ootaki, 1979). La unién de riboflavina a las membranas de las estirpes S601 y
S602, dobles mutantes pim dar, fué muy semejante a la encontrada en la
estirpe silvestre (las mutaciones pim afectan a la fotomicroforogénesis -ver
capitulo primero-). En condiciones oxidantes, tampoco se apreciaron diferencias
en la unién de riboflavina a la fraccién de membranas de la estirpe silvestre y de
los distintos mutantes.

Tabla 5. Actividad de unién de riboflavina en la estirpe silvestre y en
distintos mutantes de la fotorrecepcién. Se emplearon condiciones
reductoras para analizar la actividad en los microsomas y oxidantes
para la actividad en el sobrenadante.

Actividad Especifica
(Bq unidos / libres por mg de proteina)
Genotipo
Estirpes relevante Microsomas Sobrenadante
NRRL1555 silvestre 0.28 0.56
L72 " madABC 0.46 0.32
L149 madl - 0.43 0.43
A327 madF 0.28 0.48
A909 madJ 0.26 0.51
S601 pim-1 darA 0.26 0.44

S602 pim-2 darA 0.31 : 0.40
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4.2.5 Distribucién de la fluorescencia in vivo

Nuestra hipétesis de trabajo proponia que el fotorreceptor de luz azul
contiene riboflavina unida no covalentemente a una proteina. Segin esta
hipétesis se podria imaginar que la riboflavina disuelta se concentre en la zona
del citoplasma maés préxima a la membrana plasmatica, donde se localizan los
fotorreceptores. Para investigar esta posibilidad decidimos observar Phycomyces
mediante un microscopio confocal de fluorescencia.

El microscopio confocal utiliza un potente laser para iluminar la muestra
y un dispositivo que hace que solo percibamos la emisién procedente de un
finisimo plano de enfoque. De esta forma se pueden obtener secciones épticas del
interior de la muestra y construir, superponiéndolas, su imagen tridimensional.
El microscopio confocal de fluorescencia permite observar el aspecto y la
distribucién de las estructuras fluorescentes de la superficie y el interior de la
muestra.

En el microscopio confocal, los esporangiéforos intactos de la estirpe
silvestre de Phycomyces mostraron una intensa fluorescencia a 510 nm cuando
se iluminaron con luz de 488 nm. En general, los esporangiéforos fluorescian en
toda su longitud y en todas las etapas de su desarrollo.

En el estadio II fluorescian tanto los esporangiéforos como los
esporangios. La fluorescencia se concentraba principalmente en la superficie de
estas estructuras (fig. 30). En el estadio IV la fluorescencia del esporangio se
localizaba en el interior de las esporas (fig. 31a). En las esporas la fluorescencia
present6 una distribucién heterogénea (fig. 31b). La matriz que separa las
esporas y el interior de los esporangios no fluorescian.

En los esporangiéforos maduros se distinguian dos zonas en las que la
fluorescencia se distribuia de forma distinta. En el 4pice (la zona més préxima al
esporangio, de varios milimetros de longitud) la fluorescencia se distribuia
homogéneamente desde la cara proximal a la distal (fig. 32). La regién
fluorescente en el interior del 4pice tenia unos 100 pm de didmetro, es decir, lo
mismo que el esporangiéforo. En el apice se apreciaban dos tipos de
fluorescencia, una difusa, y otra concentrada, de aspecto vesicular. En la zona
mas interna aparecian manchas negras no fluorescentes, de tamaiflos variados
y distribucién irregular (fig. 32a).

Fuera de la regi(’)n apical del esporangiéforo la fluorescencia se
concentraba en una estrecha capa periférica de unos 15.um de grosor (fig. 33).
En esta capa periférica la fluorescencia se distribuia segtin un gradiente desde la
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superficie al interior. En la superficie la fluorescencia era més intensa y de
naturaleza tanto difusa como vesicular (fig. 33a). Hacia el interior, desaparecia
la fluorescencia difusa, y se mantenia sélo la vesicular (fig. 33b). Se comprobé,
tomando fotografias de la misma seccién en distintos tiempos, que estas
vesiculas fluorescentes se desplazaban longitudinalmente por el esporangiéforo.
El interior del esporangiéforo, la regién que ocupa la vacuola, no fluorescia
(fig. 33c).

En el micelio la fluorescencia se concentraba principalmente en los
extremos de las hifas y en las zonas en ramificacién. La fluorescencia disminuia
progresivamente en las zonas m4és viejas y era nula en las hifas vacias de
citoplasma.
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Figura 30: Imagenes al microscopio confocal de fluorescencia de un esporangiéforo en
estadio Il. a) Seccién casi tangencial. b) Seccién transversal. Ambas secciones estaban
separadas por una distancia de 30 um. Tamafio del lado mayor de la imagen: 1 mm.
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Figura 31: Imagenes al microscopio confocal de fluorescencia de la superficie de un
esporangio en estadio IV. a) Tamafo del lado mayor de la imagen: 250 um. b). Tamafio del
lado mayor de la imagen: 96 um.
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Figura 32: Imadgenes al microscopio confocal de fluorescencia de la zona apical de un
esporangitforo en estadio IV. a) Seccién casi tangencial. b) Seccién transversal. Ambas
secciones estaban separadas por una distancia de 26 um. Tamario del lado mayor de la imagen:
250 um.
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Figura 33: Imagenes al microscopio confocal de fluorescencia de un esporangiéforo (zona no
apical) en estadio IV. a) Seccién casi tangencial. b) y ¢) Secciones transversales. a y b estaban
separadas por una distancia de 5 um. b y ¢ estaban separadas por una distancia de 6 um.
Tamafo del lado mayor de la imagen: 250 um.
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4.3 DISCUSION

4.3.1 Unién de riboflavina a la fraccién microsomal

La unién reversible de riboflavina a la fraccién de membranas que
muestran nuestros resultados presenté caracteristicas muy semejantes a las
descritas por Dohrman (1983). La afinidad por la riboflavina en condiciones
reductoras obtenida por nosotros (kp = 1.1 x 10-6 M) era similar a la ya descrita
(kp = 4 x 106 M). Ambos valores contrastan con los de la proteina que liga
riboflavina purificada del flagelo de Euglena tiene una constante casi mil veces
menor (Neuman y Hertel, 1994), o sea, una afinidad mucho mayor. Es dificil
aventurar qué significado podria tener esta diferencia en relacién con el posible
papel de estas proteinas en la fotorrecepcién. Las diferencias de afinidad podrian
reflejar diferencias en la concentracién de riboflavina libre en ambos
organismos. '

En nuestras preparaciones la concentracién del sitio que liga
riboflavina en las membranas de los esporangiéforos fué de al menos
0.14 nmoles g-lde masa fresca de esporangiéforos, un valor menor que el
calculado por Dohrman (0.7 nmoles g-1) y aproximadamente la mitad de la
concentracién minima tedrica calculada para el fotorreceptor en Phycomyces
(0.3 nmoles g-1) (Bergman et al., 1969). Sin embargo, hemos comprobado que
durante la extraccién una fraccién importante de las membranas (y por tanto,
de los sitios de unién) permanece retenida junto a las paredes celulares que se
desechan. Las membranas de las fracciones de pared celular contienen 0.43
(£0.1) nmoles de sitios que ligan riboflavina por gde masa fresca de
esporangidforos. Por tanto, la concentracién total de sitios que ligan riboflavina

en las membranas de los esporangiéforos fué de al menos 0.57 nmoles g-1 de
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masa fresca. Las cifras aumentan ademdés cuando en el tampén de extraccién
se emplea una mezcla de inhibidores de proteasas (A. Dederich, comunicacién
personal). En resumen, los sitios que ligan riboflavina en las membranas son
suficientemente abundantes para poder ser el fotorreceptor.

Como ya habia sido descrito anteriormente (Dohrman,1983), en
general la riboflavina se unié con mayor eficiencia a la fraccién de membranas
en condiciones reductoras que en condiciones oxidantes. Ocurre lo mismo
también en las membranas de Zea y Cucurbita (Hertel et al., 1980). Este hecho
podria cuestionar el posible papel de esta interaccién en la fotorrecepciéon. Se
esperaria que la riboflavina que forme parte del fotorreceptor se encuentre en
estado oxidado, ya que es el espectro de absorcién de la riboflavina oxidada el que
coincide con el espectro de accién de la luz. Es posible sin embargo, que las
condiciones in vitro en las que detectamos la unién sean solo un reflejo lejano de
las condiciones reales en las que in vivo se produce la interaccién. Si, como se
supone, el fotorreceptor es una estructura compleja en la que interaccionan
multiples elementos, podria ocurrir que durante la extraccién y la purificaciéon de
la fraccién de membranas se alterase en parte esta estructura o se perdiesen
algunos de sus elementos. De hecho, la alta variabilidad de los resultados en
condiciones oxidantes podria reflejar la pérdida ocasional de algin componente
de una estructura compleja o de algiin cofactor que interaccione con el sitio de
unién y facilite la unién de riboflavina en condiciones oxidantes. También seria
posible que las condiciones reductoras faciliten la unién de la riboflavina a la
proteina, no sélo porque alteren la estructura de la riboflavina, sino porque
alteren la de la proteina. Por tltimo, cabria la posibilidad de que existieran dos
proteinas distintas que unieran riboflavina, una en condiciones reductoras y la
otra en condiciones oxidantes. Sin embargo, la proteina que liga riboflavina
purificada de Euglena lo hace en ambas condiciones, con una afinidad

semejante, ligeramente superior en condiciones oxidantes (Neumann y Hertel,
1994).

El experimento de Otto et al (1981) sugiere que la roseoflavina
afladida al medio de cultivo puede actuar in vivo como pigmento del
fotorreceptor y provocar cambios en él espectro de accién de la luz. Nosotros
hemos comprobado que la roseoflavina se unia al sitio que liga riboflavina con
una afinidad semejante a la de la propia riboflavina.

Ninguno de los mutantes analizados (mad y pim, que afectan a las
fotorrespuestas, y dar que afecta a la entrada de riboflavina en la célula)



Sitios que ligan riboflavina 85

presenté diferencias llamativas respecto al silvestre en la unién de riboflavina a
la fraccién de membranas. Este resultado no es, sin embargo, totalmente
concluyente y no significa necesariamente que el sitio que liga riboflavina no sea
el fotorreceptor o la permeasa de riboflavina. Cualquiera de estas mutaciones
podria afectar a la proteina que une riboflavina en un dominio distinto del sitio de
unién, de forma que aunque la proteina no pudiera realizar su papel fisiolégico
normal, su capacidad para unir riboflavina se mantuviera intacta.

La solubilizacién de la proteina que ligaba riboflavina en la fraccién
microsomal nos ha permitido iniciar su purificacién. Los resultados preliminares
sugieren un tamafio de unos 65 kDa.

4.3.2 Union de riboflavina a la fracciéon sobrenadante

Atribuimos a los fenoles presentes en los esporangiéforos de
Phycomyces la unién de riboflavina que hemos detectado en la fraccién
sobrenadante. Esta conclusién se basa en varias observaciones. El sitio soluble
que liga riboflavina es de pequefio tamafio y muy resistente a la inactivacién por
altas temperaturas o detergentes, propiedades poco comunes en las proteinas
pero facilmente aplicables a los fenoles. El sobrenadante de los extractos de
micelio (que contienian unas 10 veces menos fenoles que los esporangi6foros)
unidé unas 10 veces menos riboflavina que el sobrenadante de los extractos de
esporangiéforos. Cuando el sobrenadante de los esporangiéforos se fraccioné
mediante filtracién en gel, los fenoles aparecieron en las fracciones que unian
riboflavina. Por dltimo, comprobamos que las soluciones de dcido galico puro
ligaban riboflavina de forma similar a como lo hace la fraccién sobrenadante de
los extractos.

El cloruro de hierro tiene efectos drasticos sobre la capacidad del 4cido
galico para ligar riboflavina. Se sabe que oxida al 4cido gélico y facilita su
polimerizacién. Las caracteristicas cinéticas de la unién de riboflavina a la
fraccién soluble del esporangiéforo reflejarian el estado de polimerizacién de los
fenoles celulares. Esto hace que la concentracién de sitios de unién calculada a
partir de los datos cinéticos no sea igual necesariamente a la concentracién de
fenoles en las preparaciones.

Aungque los fenoles estan presentes en la mayoria de los hongos, en
Phycomyces alcanzan concentraciones inusualmente altas. Experimentos
recientes (Popescu et al., 1989; Martin-Rojas et al., 1995) contradicen el papel
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que se le atribuyé al 4cido gélico en la fotorrecepcién de radiacién ultravioleta
(Delbriick y Shropshire, 1960). Nada sugiere que la interaccién de los fenoles con
las flavinas intervenga en algiin proceso relacionado con la percepcién de la luz.
Ambas moléculas estdn presentes en los esporangiéforos y nuestros resultados
mostraron que, al menos in vitro, ambas interaccionaban entre si de forma
reversible. Las fotografias de fluorescencia mostraban que la vacuola, que es el
sitio donde presumiblemente se localizan los fenoles, no contenia riboflavina. La
localizacién de ambas moléculas en compartimentos celulares distintos privaria
a su interaccién de significado biolégico.

4.3.3 Distribucién in vivo de la fluorescencia en Phycomyces

Es muy llamativa la intensa fluorescencia natural de Phycomyces. No
conocemos otros organismos en los que se dé un fenémeno semejante. Otros
organismos sensibles a la luz azul como las plantas y Drosophila presentan en
las mismas condiciones una fluorescencia natural casi inapreciable. La intensa
fluorescencia natural que observamos en Phycomyces podria estar relacionada
con su enorme sensibilidad a la luz, poco comun entre otros organismos
fotosensibles.

La fluorescencia de Phycomyces podria proceder de una o varias
moléculas distintas. Esta o estas moléculas tendrian dos particularidades
principales: ser muy abundantes en la célula, y fluorescer a 510 nm cuando se
excitan a 488 nm. Las flavinas comparten ambas caracteristicas. De las tres
flavinas mayoritarias en Phycomyces, riboflavina, FMN, y FAD, las dos
primeras fluorescen intensamente en estado soluble, con una emisién maxima a
525 nm. En estado reducido, o formando parte de flavoproteinas, su
fluorescencia decae considerablemente (Galland y Senger, 1991). La
concentracién de riboflavina y FMN solubles en el citoplasma de los
esporangi6foros de Phycomyces es de 5.5 y 4.0 pM, respectivamente (Hohl et
al., 1992a); esta concentracién seria mas alta si las flavinas solubles ocupan
unicamente el volumen que fluorescia en los esporangiéforos, esto es, una
estrecha banda superficial. El B-caroteno, pigmento mayoritario de Phycomyces,
no es fluorescente. -

En los esporangiéforos aparecian dos tipos de fluorescencia: una
difusa y otra corpuscular. Se observé que los corpusculos fluorescentes se
desplazaban a lo largo del esporangiéforo, arrastradas por las fuertes corrientes
citoplasmicas. Podria tratarse de vesiculas que transportan la molécula
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fluorescente hacia la zona de crecimiento. La fluorescencia difusa podria
proceder de una molécula disuelta en el citoplasma, probablemente la misma
que transportaban las vesiculas fluorescentes.

La zona central no fluorescente del esporangiéforo podria
corresponder a la gran vacuola que lo recorre longitudinalmente (Galland y
Ootaki, 1987). La vacuola termina antes de alcanzar la llamada zona de
crecimiento, los milimetros méas apicales del tallo (Galland y Ootaki, 1987). En
concordancia con estas observaciones, la fluorescencia se distribuia
homogéneamente por el interior del dpice, a diferencia de lo que ocurria en la
base del esporangiéforo.

La movilidad de las vesiculas fluorescentes sugiere que se localizan en
el citoplasma que circunda la vacuola una regién de sélo unos 15 uM de grosor.
El volumen interno restante del esporangi6foro en esta zona corresponderia a la
vacuola. En el 4pice, la fluorescencia vesicular ocupa el mismo espacio que la
difusa, lo que indica que también esta se localiza en el citoplasma.

Si la fluorescencia que observamos al microscopio procede de
riboflavina y FMN solubles, es posible que esta fluorescencia y la unién no
covalente de riboflavina a la fracciéon de membranas de Phycbmyces (ver
apartado 4.2.1) sean manifestaciones de un mismo proceso celular. La actividad
y la fluorescencia aparecian en el micelio y en los esporangiéforos, y en estos, en
toda su longitud. También las esporas fluorescian y se ha comprobado que sus
extractos de membrana unen riboflavina de forma no covalente (A. Dederichs,
comunicacién personal).

La fluorescencia y la actividad estaban presentes en estructuras
aparentemente no fotosensibles, como la base del esporangiéforo o las esporas.
En la zona de crecimiento, la zona fotosensible del esporangiéforo (Galland y
Ootaki, 1987), la fluorescencia presenté una distribucién particular que
corresponde a la ausencia de vacuola en esta zona. Ningin resultado demuestra
que la unién de riboflavina a las membranas sea un proceso relacionado con la
fotorrecepcién, aunque tampoco se excluye. Seria posible que esta riboflavina
intervenga no sélo en la fotorrecepcién sino en algiin otro proceso esencial para
el crecimiento. Este hecho justificaria la ausencia de mutantes sin capacidad
para ligar riboflavina a sus membranas. En cualquier caso, el que esta
fluorescencia tan intensa no aparezca en otros organismos sugiere que debe ser
un reflejo de procesos celulares poco comunes.
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- 8.1 Estirpes utilizadas en este trabajo

Las estirpes de P. blakesleeanus utilizadas en este trabajo, su genotipo,
fenotipo y origen se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Estirpes de Phycomyces blakesleeanus empleadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Fenotipo relevante Referencias

NRRL1555 G Silvestre

Cc21 madAT pde-1 (-) Alterado en el fototropismo 1

L72 madA7 madB103 Alterado en varias fotorrespuestas 2
madC119 (-)

L149 madI712 (-) Alterado en el fototropismo 3

A327 madF48 nicA101 (+) Alterado en el fototropismo 4

A909 madJ407 Alterado en el fototropismo 4

C2+58213 carA5 (-) # dar-52 (-) Heterocarionte. Amarillo 5

5601 pim-1 dar-52 (-) Alterado en la fotoforogénesis. Esta tesis

Resistente a deazarriboflavina

8602 pim-2 dar-52 (-) Alterado en la fotoforogénesis. Esta tesis
Resistente a deazarriboflavina

8603 pim-3 dar-52 (-) Alterado en la fotoforogénesis. Esta tesis
Resistente a deazarriboflavina

S621 dab-1 dar-52 (-) Resistente a diaminobutanona Esta tesis
y a deazarriboflavina

S622 dab-2 dar-52 (-) Resistente a diaminobutanona Esta tesis
y a deazarriboflavina

S623 dab-3 dar-52 (-) Resistente a diaminobutanona Esta tesis
y a deazarriboflavina

S624 dab-4 dar-52 (-) Resistente a diaminobutanona Esta tesis
y a deazarriboflavina

1 Bergman et al., (1973) 2 Lipson y Teresaka (1980) 3 Alvarez et al., (1989)
4 Campuzano et al., (1994) 5 Roncero et al., (1984) .
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Siguiendo la nomenclatura genética propuesta por Demerec et al. (1966),
las estirpes se designan con una letra mayuscula que corresponde al laboratorio
donde fueron obtenidas (A, Departamento de Genética de la Universidad de
Salamanca; C, California Institute of Technology; L, Department of Physics,
Syracuse University; S, Departamento de Genética de la Universidad de Sevilla)
y un ndmero de aislamiento. La estirpe silvestre NRRL1555 proviene de la
colecciéon del Northern Regional Research Laboratory, USDA, Peoria, Illinois,
USA.

Los genotipos de los mutantes se nombran con tres letras mintisculas que
indican el proceso biolégico afectado, junto a una letra maytscula que hace
referencia al gen mutado, si se conoce, o junto a un guién, si no se conoce, y un
numero de alelo. Las mutaciones mad afectan a las respuestas fototrépicas; la
mutacion carA5 bloquea la sintesis de carotenoides y da lugar a micelios
blancos; la mutacién dar-52 confiere resistencia a 5-deaza-5-carbono-
riboflavina; la mutacién nicA101 provoca auxotrofia para Acido nicotinico, y la
mutacién pde-1 disminuye la actividad fosfodiesterasa en un 80 %. El tipo sexual
de la estirpe se indica con los signos (+) y (-).

Los heterocariontes se designan con el simbolo "+" situado entre los

nombres de las estirpes que los componen.
5.2 Medios de cultivo

Como medio minimo se utilizé el descrito por Sutter (1975) con 2 gl-1de
L-asparragina como fuente de nitrégeno. Para su uso como medio sélido se
afladieron 15 g 1-1 de agar. Para obtener colonias aisladas, el medio se acidificé
con HCl hasta pH 3.3.

Para seleccionar mutantes dar se afiadié 1 g ml-1 de 5-deaza-5-carbono-
riboflavina.

Los extractos que contenian los sitios que ligan riboflavina se obtuvieron a
partir de cultivos en agar minimo con 1 g 1-1de extracto de levadura.

Los experimentos de fototropismo se realizaron en pequefios viales
cilindricos de vidrio llenos con 1.5 ml de agar patata. El agar patata se preparé
hirviendo durante una hora 200 g de patatas troceadas. Al extracto resultante
se le afiadieron, tras filtrarlo, 20 g de sacarosa y 15 g de agar; el volumen se
completé con agua destilada hasta un litro; a 1a mezcla, una vez autoclavada, se
le afiadi6 1 mg de tiamina-HCI.



Materiales y Métodos 91

5.3 Mutagénesis

Los mutantes se obtuvieron a partir de suspensiones de esporas
mutagenizadas siguiendo el protocolo descrito por Roncero et al. (1984). Las
esporas del heterocarionte C2 * S213 inoculadas en agar minimo édcido dieron
tres tipos de colonias: blancas (con solo niicleos C2), amarillas (con solo nicleos
S213) y amarillas claras (heterocariontes con mezclas de ambos tipos de
nucleos en diferentes proporciones). Se subcultivaron en agar minimo varias
colonias amarillas muy claras (esperando que tuvieran més nucleos C2 que
S5213), se cosecharon sus esporas, se inocularon en agar minimo acido y se
contaron las colonias de cada color. Se eligié una suspensién de esporas que daba
un 79% de colonias blancas, que corresponde a una proporcién p=0.06 de nicleos
amarillos S213 (Heisenberg y Cerda-Olmedo, 1968).

Se expusieron 4.5 x 107 esporas de este heterocarionte a 0.5 mg del
mutageno N-metil-N '-nitre-N-nitrosoguanidina en 5 ml de agua destilada estéril
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El porcentaje de esporas
supervivientes a la mutagénesis fué del 10% aproximadamente. Las esporas
supervivientes se inocularon en cuatro cajas de agar minimo suplementado con
5-deaza-5-carbono-riboflavina a razén de 1.1 x 106 esporas por caja. Se
cosecharon separadamente las esporas producidas en cada caja, y se
congelaron. La alta densidad de siembra en el medio de seleccién favorecia el
desarrollo de las colonias con crecimiento normal frente a las de crecimiento-
lento. En este medio con 5-deaza-5-carbono-riboflavina sélo pueden germinar las
esporas homocariontes con nucleos S213. Como antes de realizar la
mutagénesis la proporcién de nicleos S213 en el heterocarionte era muy baja, la
gran" mayoria de las colonias resistentes a 5-deaza-5-carbono-riboflavina debe
proceder de esporas con un sélo ntcleo viable. Este protocolo favorece la
seleccion de mutantes homocariontes, y facilita la obtencién de mutaciones
recesivas.



Materiales y Métodos 92

5.4 Mutantes de la fotoforogénesis

5.4.1 Fotoforogénesis

Se siguieron los métodos propuestos por Corrochano y Cerda-Olmedo
(1988).

5.4.1.1 Condiciones de cultivo

Los cultivos se realizaron en cajas de Petri (8.5 cm de didmetro interno)
que contenian 25 ml de agar minimo. Cada caja se inoculé con 105 esporas
activadas por choque térmico (48 °C, 15 min) en 2 ml de agar de cobertera (agar
minimo con 7.5 g 1-1 de agar). Los cultivos se incubaron a 22 °C durante 4-5 dias
en distintas condiciones de iluminacién.

5.4.1.2 Condiciones de iluminacién

Para la iluminacién continua con luz azul los cultivos se colocaron bajo
una bateria de cinco ldmparas fluorescentes (Sylvania GTE, Standard, 40 W),
dentro de una caja de cartén sin tapadera, dividida en compartimentos y con las
paredes y el fondo cubiertos de cartulina negra para evitar la reflexién de la luz.
La caja se cubrié con una ldmina de pléstico azul (plexiglds, maxima
transmisién alrededor de 460 nm) y cada compartimento se cubrié con varias
laminas de plastico neutro para ajustar la intensidad luminosa.

La iluminacién por destellos se hizo colocando los cultivos (3 cajas de Petri
cada vez) en el interior de un compartimento opaco que tenia una pequeiia
abertura en su parte superior por donde entraba la luz. Como fuente de luz se
utiliz6 una ldmpara de cuarzo halégeno (Sylvania FCS, 150W) colocada en un
proyector de diapositivas (Hanimex 2100 EF). El rayo de luz pasaba a través de
dos filtros térmicos (KG1; Schott, Mainz, Alemania), filtros de densidad neutros
(tipo NG, Schott) y un filtro azul (5-61; Corning Glass Works, Corning, N.Y.,
U.S.A; maxima transmisién alrededor de 440 nm).

La incubacién en oscuridad se hizo colocando los cultivos en el interior de
cajas de cartén, protegidos de la luz mediante cartulina negra. En estas
condiciones se incubaron también los cultivos que iban a ser iluminados por
destellos. En este caso, en el momento oportuno para la iluminacién, los cultivos
se sacaron de la caja negra, se iluminaron y se colocaron de nuevo en oscuridad.
Todas las manipulaciones se hicieron en oscuridad.
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5.4.1.3 Cuantificacion de la forogénesis

La produccién de micréforos se determiné contdndolos en un microscopio
(x40 aumentos) a través de un reticulo calibrado. El niimero total de micréforos
por caja se estimé a partir de varias dreas de micelio tomadas al azar. En cada
caja se contaron al menos 200 micréforos.

La produccién de macréforos se estimé determinando su masa seca. Para
ello, los macréforos se arrancaron del micelio, se secaron en un horno a 85 °C
durante al menos 24 horas y se pesaron.

5.4.2 Fototropismo .

Se siguié basicamente el método propuesto por Bergman et al. (1973)
para la determinacién de umbrales en un tiinel oscuro.

Los cultivos se realizaron en pequefios viales cilindricos de vidrio llenos
con 1.5 ml de agar patata. Los viales se inocularon con unas 10 esporas
activadas por choque térmico, y se incubaron a 22 °C en oscuridad. Al segundo
dia los cultivos se pasaron a condiciones de iluminacién continua, bajo luz azul
cenital de una intensidad de 102 W m2 aproximadamente. Al tercer dia desde la
inoculacién se arrancaron y desecharon todos los esporangiéforos producidos, ya
que, tipicamente, esta primera cosecha consta de esporangiéforos mas finos y
de comportamiento mas erratico que las cosechas sucesivas (segunda y
tercera). Al cuarto dia, para evitar las interacciones quimiotrépicas que se
producen entre esporangi6foros muy préximos y que afectan al fototropismo, se
arrancaron. casi todos los esporangiéforos de la segunda cosecha, dejando
s6lamente un tnico esporangi6foro por vial. Para el estudio del fototropismo se
seleccionaron esporangiéforos verticales, en estadio IV temprano, de 1-2 cm de
longitud. '

La iluminacién de los esporangiéforos se hizo en un cuarto oscuro en el que
la temperatura rondaba los 22 °C, y en el que todas las superficies eran de color
negro para evitar la reflexion de la luz. La fuente de luz se colocé fuera del cuarto
oscuro de forma que, a través de un agujero en la pared de 15 x 15 cm, iluminase
directamente los esporangi6foros. Los viales que contenian los esporangiéforos
se colocaron en fila sobre soportes negros de madera de 175 mm de alto, 300
mm de largo y 25 mm de grosor. Los soportes se colocaron de forma
perpendicular al rayo de luz, sobre una mesa de unos 3.5 m de longitud. La
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distancia de cada soporte a la fuente de luz fué de 177, 250, 353, 707, 1000,
1414, 2000 y 2828 mm. Dado que la intensidad luminosa en un punto
determinado es inversamente proporcional al cuadrado de la distancia que
separa ese punto de la fuente de luz, esta disposicién hacia que cada una de los
soportes recibiera la mitad de la intensidad de luz que recibia el soporte anterior.

Como fuente de luz se utilizé una lampara halégena de tungsteno (Mazda,
60W), que actuaba como un punto de irradiacién de luz no colimada. Las
caracteristicas del rayo de luz que la ldmpara emitia hacia el cuarto oscuro se
modificaron con distintos filtros colocados, con ayuda de un dispositivo especial,
en el hueco de la pared. Se utilizaron, un filtro anticalérico (KG1; Schott), un
filtro azul (5-61; Corning Glass Works, méixima transmisién alrededor de 440
nm) y varios filtros neutros (tipo NG; Schott).

Los esporangiéforos crecieron sometidos a iluminacién lateral durante
unas 10 horas. El fototropismo se calculé midiendo en cada esporangiéforo la
desviacién angular en direccién a la fuente de luz respecto al eje vertical.

5.4.3 Fotocarotenogénesis

Se siguieron basicamente los métodos descritos por Bejarano et al. (1991)
y Lopez-Diaz y Cerda-Olmedo, (1981).

Los cultivos se realizaron en cajas de Petri pequeifias (5.5 cm de didmetro
interno) que contenian aproximadamente 10 ml de agar minimo. Las cajas se
inocularon con unas mil esporas activadas por choque térmico en 1 ml de agar
minimo de cobertera (7.5 g x1'1 de agar). Los cultivos se incubaron a 22 °C
durante 4-5 dias en las condiciones descritas en el apartado de fotomorfogénesis,
pero se emple6 luz blanca, por lo que se prescindié de la l4mina de plastico azul.

A los 4 dias desde la inoculacién se tomé el micelio y los esporangiéforos de
cada caja, se congeld, se liofilizé y se pesé. El material liofilizado se mezclé con
arena de mar lavada y se trituré en un mortero hasta conseguir un polvo fino. Se
afiadieron 5 ml de éter de petréleo (punto de ebullicién 40-60 °C), se agité para
disolver los carotenos y se recogieron con una pipeta. Esta operacién se repitié
hasta extraer todo el caroteno. Las fracciones se centrifugaron durante 5 min a
1000 rpm para eliminar la arena y los mayores restos de micelio. El
sobrenadante se sec6 evaporando el éter de petréleo a 45 °C en un evaporador
rotatorio conectado a una bomba de vacio (Biichi, RE 111, Suiza). Los carotenos

se resuspendieron luego en n-hexano. La concentracién de B-caroteno en estas
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soluciones se estimé midiendo su absorbencia a 450 nm en un

espectrofotémetro.

5.4.4 Medicion de 1la luz

Las medidas de la luz se hicieron con un fotodiodo de silicio (PIN-10DP/SB;
United Detector Technology, Hawthorne, CA, USA) conectado a un
picoamperimetro (480; Keithley Instruments, Cleveland, OH, USA). Los
fotodiodos se calibraron con un termopar (E4, Eppley Laboratory, Newport, RI,
USA) conectado a un microvoltimetro (modelo 197; Keithley Instruments,
Cleveland, OH, USA). Las medidas y las calibraciones se realizaron como
aparece descrito en Galland y Lipson (1987).

5.5 Mutantes resistentes a diaminobutanona

5.5.1 Condiciones de cultivo

Los cultivos se realizaron en medio minimo, inoculado con unas mil
esporas por ml activadas por choque térmico (48 °C durante 15 minutos) o con
pequeiios trozos de micelio. Los cultivos liquidos (5 ml de medio minimo en tubos
de cultivo de 15 x 2 cm) se incubaron en agitacién a 240 rpm. Los cultivos
sélidos se hicieron en cajas de Petri de 8,5 cm de diametro. Cuando fué necesario
pasar el micelio a una nueva caja, el agar se cubrié antes de la inoculacién con
un disco de celofan estéril de 8.5 cm de didmetro, previamente lavado en agua
destilada hirviente y autoclavado entre hojas himedas de papel de filtro.

5.5.2 Determinacién de la masa seca de los cultivos

La masa seca de los cultivos se determiné secando los micelios en un
horno a 80 °C durante al menos 24 h y pesandolos en una balanza de precisién.



Materiales y Métodos 96

5.5.3 Analisis de poliaminas por cromatografia en capa fina

En el analisis de poliaminas por cromatografia en capa fina se siguié a
Calvo-Mendez et al. (1987) y Davis et al. (1985) con ligeras modificaciones. Se
inocubaron unas 2.5 x 104 esporas activadas por caja de agar minimo, se
recogieron los micelios aproximadamente a las 48 horas de edad, antes de que
aparecieran los esporangi6foros, y se dividieron en dos mitades iguales. Una
mitad se secé en un horno a 80 °C durante. al menos 24 horas para determinar
su masa seca (se obtuvieron en estas condiciones unos 20 mg por cada media
caja). La otra mitad se extrajo triturdndola en un mortero en presencia de 1-2 ml
de 4cido perclérico 0.3 M; EDTA 1 mM. Los restos sélidos se eliminaron
centrifugando el extracto dos veces en una microcentrifuga (IEC, modelo
Micromax) a 8000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se emple6 para el
marcaje con cloruro de dansilo.

5.5.3.1 Marcaje con cloruro de dansilo

Se mezclaron 200 pl de sobrenadante con 20 mg de carbonato de sodio y
600 pl de una solucién (5 g/l) de cloruro de dansilo en acetona. Las muestras se
incubaron durante toda la noche a 22 °C en oscuridad. Para eliminar el exceso de
cloruro de dansilo a las muestras se afiadieron 20 pl de prolina (50 g/l), se
incubaron a 55 °C durante 1 h y se centrifugaron a 8000 rpm durante 2 min. A
cada sobrenadante se afiadieron 5 ml de benceno, se agit6 bien, y se centrifugé a
6000 rpm durante 10 min. La fase orgdnica de cada muestra se evaporé a 70 °C
en un evaporador rotatorio conectado a una bomba de vacio (Biichi, RE 111,
Suiza). Finalmente los restos secos se disolvieron en 300 pl de benceno para su
anAlisis en capa fina.

Como controles para identificar y estimar la abundancia de cada una de
las bandas de la cromatografia se utilizaron soluciones puras de L-ornitina,
putrescina, espermidina, espermina y diaminobutanona, todas ellas de Sigma
Chem. Co., St. Louis, MO, USA. Estas moléculas, a una concentracién 10 mM

en acido perclérico, se marcaron con cloruro de dansilo del mismo modo que los
extractos celulares.

5.5.2.2 Cromatografia en capa fina
Se utilizaron placas de gel de silice en poliester de 20 x 20 cm (Polygram

SIL G, Aldrich, Alemania) activadas durante aproximadamente 1 hora a 80 °C
antes de su uso. El solvente fué 25 ml de una mezcla de cloroformo:trietilamina
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(5:2) que se afiadié al tanque al menos una hora antes del inicio de la
cromatografia. Se cargaron 5-25 ul de muestra por carril. Una vez cargadas
todas las muestras, la placa se volvié a secar en el horno a 80 °C durante 10
minutos. Tras enfriarla a temperatura ambiente, el extremo de la placa se puso
en contacto con el solvente para iniciar la cromatografia. A los 90 min la placa
se sacé del tanque de cromatografia y se sec6 a temperatura ambiente durante
unos minutos. Las bandas se visualizaron con una ldmpara de radiacién
ultravioleta A (Sylvania, Blacklite-Blue, 18 W), se rasparon y se pasaron por
separado a viales Eppendorf de 1.5 ml; a cada vial se afiadié 1 ml de metanol y
se agité bien. La cantidad de poliaminas presente en cada banda se determiné
midiendo la fluorescencia a 525 nm de la solucién de metanol excitada con luz de
360 nm, en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer modelo LS-3B. En las
condiciones citadas los coeficientes de migracién (RF) fueron: ornitina, 0.40;
putrescina, 0.47; espermidina, 0.67 y diaminobutanona, 0.35.

5.6 Sitios que ligan riboflavina

5.6.1 Condiciones de cultivo

Se inocularon aproximadamente 5 x 104 esporas por caja en 2 ml de agar
de cobertera (igual al medio de cultivo pero con sélo 7 g 11 de agar). Previamente
las esporas se activaron por choque térmico a 48 °C durante 15 min. Estos
cultivos se incubaron en oscuridad a 20-22 °C durante 4-5 dias.

5.6.2 Extraccién

Los extractos de membranas y sobrenadante se realizaron segin el
método descrito por Dohrmann (1983) con ligeras modificaciones. Los
esporangiéforos se arrancaron y se pesaron para determinar su peso fresco.
Luego se congelaron rapidamente sumergiéndolos en nitrégeno liquido y se
pulverizaron en un mortero hasta obtener un polvo homogéneo y fino. El
material resultante se disolvi6é en tampén de extraccién (Tris-HCl 50 mM, pH
8,0; sacarosa 0,25 M; cloruro de magnesio 0,1 mM; EDTA 1 mM) a razén de
0,1 g de masa fresca por ml, y se filtr6 a través de varias capas de gasa para
eliminar los trozos grandes de pared celular. El eluente se centrifugé a 500 g
durante 5 min a 4 °C para eliminar otros restos de pared, las esporas y las
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mitocondrias. El sobrenadante se volvié a centrifugar a 200.000 g durante
20 min a 4 °C. El precipitado obtenido (fraccién microsomal que contiene las
membranas celulares) se resuspendi6 en tampén Tris-HC1 50 mM, pH 8,0 con
ayuda de un homogenizador de vidrio, a una concentracién de 5-8 g de masa
fresca equivalente por ml, y se dividi6 en alicuotas de 0,5-1 ml que se congelaron
en nitrégeno liquido y se guardaron a -70 °C hasta su uso.

También se obtuvo la fraccién microsomal que permanecia asociada a los
grandes restos de paredes celulares retenidos en los filtros de gasa en el primer
filtrado del extracto celular. Estas paredes se resuspendieron en tampén de
extraccién frio (Tris-HCI1 50 mM, pH 8,0; sacarosa 0,25 M; cloruro de magnesio
0,1 mM; EDTA 1 mM) a razén de aproximadamente 1 g de masa fresca
equivalente por ml. Para desprender las membranas asociadas a las paredes
celulares, esta suspensién se sonicé en un ciclo de 12 pulsos de 10 s a maxima
intensidad con paradas de 20 s entre cada pulso en un sonicador Branson modelo
B15 (Micro Tip). Para evitar el calentamiento la suspensién se mantuvo en un
barfio de hielo durante la sonicacién. La suspensién resultante se filtré, centrifugé
y guardé como se describié anteriormente para la fraccién microsomal del
filtrado. Estas fracciones de membranas retenidas en las paredes celulares se
usaron principalmente en los experimentos de purificacién, ya que en ellas la
concentracién de sitios de unién era unas 2-3 veces mayor que en la fraccién de
membranas del filtrado.

Para los ensayos de actividad en el sobrenadante, se tomaron alicuotas
del sobrenadante obtenido en la segunda centrifugacién del proceso de extraccién
(200.000 rpm). Estas muestras se hirvieron en agua durante 30 min y
posteriormente se centrifugaron en una microcentrifuga a 12.000 r.p.m. durante
5 min. El sobrenadante resultante se congelé en nitrégeno liquido y se guardé a
-70 °C hasta su uso .

5.6.3 Determinacién de la concentracién de proteinas

La concentracién de proteinas se determiné con azul de Coomassie
(Spector, 1978). Se mezclaron 10 pl de la solucién de proteina con 25 pl de
hidréxido de sodio 1 M y 1 ml de solucién de Coomassie (25 mg de azul de
Coomassie 6250; 12,5 ml de etanol 95 %, 25 ml de 4cido fosférico 85 % (p/v) y
agua hasta un volumen final de 250 ml). El calibrado se realizé con
seroalbimina bovina.
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5.6.4 Ensayos de unién de riboflavina

Se siguieron basicamente los métodos descritos por Nebenfiithr et al.
(1991) y Neumann y Hertel (1994). Hulme y Birdsal (1992) contiene una
revisién general sobre la teoria y 1a metodologia utilizada en la investigacién de
las interacciones receptor-ligando.

5.6.4.1 Ensayos de unién de riboflavina a la fracciéon de membranas

Como marcador radiactivo se utilizé [3H]-riboflavina (666 GBq mmol-1)
sintetizada por Amesham Buchler (Braunschweig, Alemania).

Los ensayos de unién se iniciaron mezclando extractos de membrana
(tipicamente 30 pg de proteina total), [3H]-riboflavina (concentracién final
aproximada 10-8 M), ditionito sédico (concentracién final 5 mM) y la
concentracién que se indique de riboflavina no radiactiva en tampén Tris-HCI 50
mM, pH 8,0, en viales eppendorf de 1,5 ml. El volumen final de reaccién fué
normalmente de 125 ul; en los casos de muestras de proteina muy diluidas,
como las fracciones cromatograficas, el volumen final se aument6 en distinto
grado, hasta un méximo de 300 pl.

Tras 20 min. de incubacién en condiciones de luz y temperatura
ambientes, cada muestra se diluyé en 5 ml de tampén Tris-HC1 50 mM, pH 8,0
enfriado en hielo y se filtré rapidamente a través de un filtro de fibra de vidrio
(Whatman GF/B; Bender & Hobein, Alemania) colocado sobre un soporte de
Kitasato conectado a una bomba de vacio. Previamente, los filtros se incubaron
durante aproximadamente 1 hora en una solucién de polietileneimina (0,3 g/l),
resina de carga eléctrica positiva que retiene las proteinas. Los complejos de
proteina-riboflavina formados durante el ensayo de unién quedaban asi retenidos
en el filtro impregnado de polietileneimina.

Los filtros se enjuagaron inmediatamente con 2 ml del tampén de dilucién
frio para lavar la riboflavina radiactiva retenida de forma no especifica. Dado
que los complejos proteina-riboflavina son inestables, tanto las diluciones como
las filtraciones se hicieron a la maxima velocidad posible.

Los filtros se transfirieron a viales de centelleo de 10 ml a los que se
afiadieron 3 ml de liquido de centelleo (Ultima Gold, Beckman Co., Munich,
Alemania). La radiactividad contenida en los viales se midié en un contador de
centelleo (Beckman Liquid Scintillation Counter).
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5.6.4.2 Ensayos de unién de riboflavina a la fraccién sobrenadante

Los ensayos se iniciaron mezclando en viales eppendorf de 1,5 ml
volimenes iguales de sobrenadante (unos 15-20 ug de proteina) y tampén Tris-
HCl 50 mM pH 8,0, que contenia [3H]-riboflavina (concentracién final
aproximada 10-2 M), sulfato de amonio (concentracién final 1 M) y riboflavina no
radiactiva (hasta la concentracién final que se indique). El volumen final de
reacciéon fué normalmente de 500 pl.

Las mezclas se incubaron a 4 °C durante 30 min y se filtraron como se
indica para los ensayos de unién de riboflavina a la fraccién de membranas.

5.6.5 Solubilizacién del sitio que ligaba riboflavina en la fraccién
microsomal

Los extractos de membrana se solubilizaron habitualmente en tampén
Tris-HC1 50 mM, pH 8,0; Zwittergent 3-12 (8 g/1), a una concentracién final de
aprox. 5 mg de proteina por ml. Tras 30 min de incubacién a 4 °C, las muestras
se centrifugaron a 400.000 g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante resultante
contenia las proteinas solubilizadas. Para evitar que una alta concentracién de
detergente dafiara la actividad, la concentracién de Zwittergent 3-12 en el
sobrenadante se rebaj6 a 2 g/l (la concentracién minima a la que el Zwittergent
3-12 forma micelas -concentracién critica miceliar- es de 1.2 g/l).

5.6.6 Técnicas cromatograficas

Las cromatografias se realizan con un equipo de cromatografia liquida
(FPLC, Pharmacia, Uppsala, Suecia) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Todas estas cromatografias se realizaron a 4 °C. Cuando fué necesario, las
muestras se concentraron por filtracién en filtros Microcon 30 (Amicon) con un
tamafo de exclusién para proteinas globulares de 30 KDa.

Para la filtracién en gel se utiliz6 la columna Superose 6 HR 10/30
(Pharmacia) que contiene una matriz de agarosa, con un limite de exclusién para
proteinas globulares de aprox. 40 MDa de peso molecular y capaz de separar
proteinas de 5 kDa a 5 MDa de peso molecular. La columna se equilibré y eluyé
con tampén Tris-HCl 25 mM, pH 7,8, Zwittergent (2 g/l), glicerol 1 % (v/v),

cloruro de sodio 0,15 M. La velocidad de flujo fué de 0,3 ml/min. Se tomaron
fracciones de 1 ml.
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La columna para las cromatografias de intercambio aniénico (Mono Q HR
5/5, Pharmacia) se equilibré con tampén Tris-HC1 25 mM, pH 7,8, Zwittergent
(2 g/, glicerol 1 % (v/v), cloruro de sodio 0,15 M. La elucién se hizo con un
gradiente lineal de 0,15-0,9 M de cloruro sédico en 15 ml del mismo tampén a

una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Se tomaron fracciones de 0,5 ml.

Las filtraciones en gel de los extractos de fraccién sobrenadante se
realizaron manualmente en columnas de Sephadex G25 de 30 cm de alturay 1
cm de anchura. El tampén de equilibrado y elucién fué Tris-HC] 50 mM, pH 8,0,
que fluy6 a través de la columna por gravedad. El volumen interno y el volumen
de fraccionamiento de la columna se establecieron siguiendo el flujo de una
solucién 1:1 de azul dextrano (peso molecular 2 MDa) y ferricianuro (peso
molecular 320 Da) (5 g 1'1 de cada uno). Se tomaron manualmente fracciones de
1 ml.

5.6.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las proteinas de las distintas fracciones se separaron mediante
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 12 % segtn el
sistema discontinuo descrito por Laemmli (1970). Los geles de separacién (15 x
7 cm) se prepararon mezclando 3,75 ml de tampén Tris-HC1 1,5 M, pH 8,8,
0,15 ml de laurilsulfato sédico (SDS, 100 g/1), 6 ml de una solucién de acrilamida
(300 g/1) y N',N'-bis-metilen-acrilamida (8 g/l), 5 ml de agua destilada, 75 ul de
persulfato de amonio (100 g/1) y 7,5 ul de TEMED. Los geles de
empaquetamiento (15 x 3 cm) se prepararon mezclando 1,3 ml de la misma
solucién de acrilamida empleada para el gel de separacién, 2,5 ml de tampén
Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8, 0,1 ml de laurilsulfato sédico (100 g/1),, 6,1 ml de agua
destilada, 50 pl de persulfato de amonio (100 g/1) y 10 ul de TEMED. Ambos
geles tenian un grosor de 1 mm y se prepararon inmediatamente antes de su
uso. El gel de empaquetamiento se vertié sobre el gel de separacién una vez que
éste estaba completamente polimerizado.

El tampén de carga contenia, para un volumen final de 10 ml, 1,2 ml de
tampén Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8, 2 ml de laurilsulfato sédico (100 g/1), 0,5 ml de
azul de bromofenol (5 g/l), 4,8 g de urea (concentracién final 8 M) y agua
destilada hasta completar 9,5 ml . Justo antes de usarlo se afiadieron 50 pl de
B-mercaptoetanol por cada 950 pl de tampén de carga. Las muestras se
mezclaron con 1-2 volimenes de tampén de carga y se calentaron a 100 °C
durante 4 min para desnaturalizar las proteinas.
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El tampén de electrodo contenia Tris 25 mM, glicina 192 mM y
laurilsulfato sédico (1 g/l). Tras prepararlo se verificé que el pH resultante fuese
8,3 (= 0,2).

Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y una intensidad
de corriente constante de 50 mA. Como patrén de referencia se utilizé6 una
mezcla de proteinas puras pretefiidas suministrada por Sigma Chem. Co. que
contenfa anhidrasa carbénica de eritrocitos bovinos (29 kDa), ovoalbtimina (45
kDa), albtimina bovina (66 kDa), fosforilasa b de misculo de ratén (97,4 kDa),
b-galactosidasa de E. coli (116 kDa) y miosina de musculo de ratén (205 kDa).

5.6.8 Tincién de proteinas

Las proteinas se visualizaron sumergiendo los geles en una soluciénde 1 g
de azul de Coomassie R-250, 100 ml de 4cido acético, 400 ml de metanol y agua
destilada hasta completar un volumen de 1 1. Tras 15-30 min de tincién a
temperatura ambiente, los geles se lavaron varias veces con una solucién de
metanol (400 ml/l) y 4cido acético (100 ml/l) en agua destilada. Tras este
tratamiento las proteinas aparecian como bandas de color azul.

5.6.9 Determinacién de la concentracién de fenoles

La concentracién total de fenoles se determiné segiin el método del azul de
Prusia (Budini et al., 1980). A 1 ml de solucién fenélica se afiadieron 65 pl de -
ferricianuro potasico 0,1 M en HCI 0,1 M, e inmediatamente se afiadieron otros
65 pl de cloruro férrico 8 mM. Tras 5 min se midi6 la absorbancia a 700 nm en
un espectrofotémetro. El calibrado se hizo con una solucién de acido gélico puro.

5.6.10 Microscopia confocal

Se utilizaron esporangiéforos de la estirpe silvestre cultivada en agar
minimo a 20 °C en oscuridad. Los esporangiéforos se colocaron en una gota de
agua sobre un portaobjetos y se cubrieron con un cubreobjetos.

Se utilizé un microscopio confocal Leica CLSM TCS*4D equipado con un
laser de criptén-argén que emitia luz de 488 nm. La luz emitida por la muestra
se filtré a través de un filtro monocromético de 510 nm. Las imagenes se
grabaron y se procesaron utilizando el programa "Scanware" de Leica. El
tamarfio de las imégenes fue de 1024 x 1024 pixels.
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7 RESUMEN Y CONCLUSIONES

En esta tesis se investigan varios aspectos del desarrollo del hongo
mucoral Phycomyces blakesleeanus y su regulacién por la luz. Se presenta un
método para aislar mutantes de Phycomyces alterados en la fotorregulacién del
desarrollo de los esporangi6foros. Este método nos permiti6 aislar tres nuevos
mutantes (llamados pim) con fenotipos originales. Los mutantes pim necesitan
mas luz que el tipo silvestre para modificar la formacién de micréforos, pero no
para modificar la de macréforos. Ninguno presenta alteraciones en el
fototropismo, y todos sintetizan B-caroteno. Al menos uno de ellos esté alterado
también en la fotoinduccién de la produccién de B-caroteno. Los resultados
indican que las mutaciones pim modifican los efectos de la luz sobre el micelio,
pero no sobre los esporangiéforos. Ademés separan la induccién de los
macréforos de la inhibicién de los micréforos, que no pueden considerarse dos
aspectos de una misma respuesta a la luz.

- A diferencia de lo que ocurre en otros hongos mucorales, la
diaminobutanona, un inhibidor de la biosintesis de poliaminas, inhibe el
crecimiento de Phycomyces, pero no la transicién entre las distintas etapas de
su desarrollo. Hemos encontrado cuatro mutantes (llamados dab) que resisten
concentraciones de diaminobutanona al menos diez veces mayores que la
concentracién que resiste la estirpe silvestre. Dos de estos mutantes
superproduceri putrescina, debido a una elevada actividad descarboxilasa de la
ornitina. Los otros dos mutantes no presentan cambios apreciables en la
biosintesis de poliaminas. ‘

Hemos investigado los sitios que ligan riboflavina de forma reversible, en
relacién a su posible papel como fotorreceptores. Nuestros resultados sugieren
que una o dos proteinas de unos 65 kDa son las responsables de la unién de
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riboflavina a las membranas de Phycomyces. La riboflavina se une también
eficaz y reversiblemente al dcido gdlico presente en el citoplasma, pero no
hemos podido atribuir ninguna funcién fisiolégica a esta interaccién. Los
extractos de los mutantes de la fotorrecepcién analizados ligaron riboflavina con
la misma eficacia que la estirpe silvestre.

Con el microscopio confocal de fluorescencia hemos encontrado, tanto en
el micelio como en los esporangiéforos, una intensa fluorescencia natural
atribuible a flavinas del citoplasma. Esta fluorescencia y las proteinas que ligan
riboflavina en las fracciones de membranas est4n presentes a lo largo de todo el
ciclo de vida de Phycomyces, incluso en etapas o partes de la célula en las que no
se conoce ninguna respuesta a la luz.
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