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ANORMALIDADES DE I.LOS CUERPOS
FRUCTIFEROS DE Schizophyllum commune Fr.
EN MEDIOS CON METILXANTINAS
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INTRODUCCION

Los factores genéticos son los mils hnportantes para la presencia de la fruc
tificacion en Schizophyllum connmune (Raper y Krongelh, 1958). Uno de los
requeriinientos mds importantes para la fructiticacion es el entrecruzamiento
de cepas sexuales compatibles y el establecimiento de un micelio dicaridtico.

Los cuerpos fructiferos, se inician como pequenias masas de hifas indiferen-
ciadas, en las que se realiza una especializacion anatdmica de las hifas para
formar pseudotejidos y otros cambios que finalmente conducen al desarrollo
de una estructura multicelular en forma de abdnico. En la superficie inferior
de esta estructura, se forman normalmente liminas radiales bifurcadas que lle-
van los basidios, en los cuales ocurre la cariogamia y la meiosis, produciéndose
l[inalmente esporas haploides. Los eventos morfolégicos que conducen a la for-
macion de cuerpos fructiferos en S. commune han sido divididos por Leonard
y Dick (1968) en cinco estadios:

I. Se lorman masas de células agregadas que no poseen una forma regular
definida.

2. Las masas agregadas de células se hacen vegulares subesféricas o cilindri-
cas, pero atn no se ve el punto de apertura apical,

3. Igunal que el anterior, pero con un poro e apertura apical, las liminas
aun no son visibles.

4. Las ldminas empiezan a hacerse visibles.

5. Se desarrolla la expansion de la superficie laminar. La esporulacion pue-
de iniciarse en estadios tempranos de desarrollo como el 3.
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Aunque se ha visto que los factores genéticos son primordiales en la pre-
sencia o ausencia de la fructificacién, se ha observado que algunos factores
ambientales influyen fuertemente en ésta (Raper y Krongelb, 1958; Nieder-
pruem, 1963).

Entre la gran variedad de efectos que se awribuyen al AMPC  (Adenosin-
-5 Monolosfato Ciclico), se encuentra la induccion de cuerpos frnctiferos mo-
nocaridticos de Coprinus macrorhizus (Uno ¢ Ishikawa, 1971).

En el presente estudio, indicamos el efecto de la cafeina y de la eofilina
(dos inhibidores de la fosfodiesterasa) en cl desarrollo normal de la fructifi-
cacion en S. commune,

MATERIALES Y METODOS

Se hicieron varios entrecruzamientos en medio minimo (que esti compues-
to de 20 gr. de glucosa, 2 gr. de asparagina, 0.5 gr. de MgS0,, 0.46 gr. de
KH,PO,, 1.0 gr. de K,HPO,, 120 mg tiamina y 20 gr. de Agar en | lt. de Hy,O
destilada) 4+ I mg/ml cafeina y medio minimo + I mg/ml de teofilina. Para
el efecto, se utilizaron varios homocariones compatibles, algunos proceden-
tes de la coleccion que se cncuentra en Harvard y owtros de la coleccion de
la Universidad Nacional Autonoma du México.

Los entrecruzamientos de las cepas, en caleina, fueron los siguicntes:*

1-42 % 2.2 1-41 % 186 142 % 1.86
1442 % 160 1-86 X 2.3 2.2 % 23
141 % 142 160 X 2-2 118 X 1-42

118 X 160

En medio con teofilina, se hicieron ademds los entrecruzamientos siguientes:

160 % 8-2
1-60 % 1-86

Los entrecruzamientos fueron incubados a 30°C por tres dias, después de
los cuales, se les colocé a la luz a temperatura ambiente. Se comprobé que
todos los micelios obtenidos fueran dicaridticos por medio del fenémeno he-
micompatible de Buller y se esperé a que los micelios fructificaran, anotando
cl tipo de fructificacion final, al mes de iniciada ésta.

Dado que se observé que la cafeina producia grandes anormalidades en el
desarrollo de los cuerpos fructiferos, particularmente cuerpos fructiferos en
forma cilindrica que no abrian ni esporulaban, sc intenté obtener por medio
de radiacion ultravioleta a diferentes dosis, la apertura de los cuerpos fruc-
tiferos, considerando que éstos serian resistentes a la cafeina. La irradiacion

* Los numeros de las cepas corvesponden a los registros de las mismas en la Universidad
de Harvard v en la Universidad Nacional Auwmdnoma de México,
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se hizo directa sobre las cajas con micelio en medio de cafeina. Se irradié una
caja con 500 ergios, 2 conr 1000, una con 2500 y 3 con 3000 ergios.

RESULTADOS Y DISCUSION

Lu general, el patron morfogenético de formacion de cuerpos Iructiteros fue
muy anormal en medio con cafeina. En medio con teofilina, los cuerpos fruc-
tiferos fueron nuis grandes que los normales, pero con desarrollo y expansion
laminar asi como la esporulaciéon normal.

Ln medio con teotilina, todas las cepas se comportaron ¢n la misma [orma,
pero en medio con cafeina los resnltados variaron segnn las cepas incluidas
en cl entrecruzamiento, con una tendencia de la mayoria de los cuerpos fructi-
feros a cesar el desarrollo en el estadio 2, o sea, formidndose cuerpos fructiferos
diferenciados, cilindricos, sin poro apical.

En cafeina, algunos cuerpos fructieros abrian pero careciun de liminas o
bicn tenfan liminas parciales. Por lo tanto algunos de los cuerpos [ructiferos
tratados con esta substancia tenian una similitud muy grande a los cuerpos
fructileros llamados “bug’s ear”, que son mutaciones dominantes (Raper y
Krongelb, 1958). Se decidié entrecruzar un homocirion que llevaba la muta-
cion “bug’s eamr” con otro en caleina con la esperanza de que si los cuerpos
fructiferos obtenidos ¢n cafeina eran “"bug's ear” se obtuvieran puros cuerpos
fructiferos sin Liminas. Esto no sucedio y lo que se formé fue una capa himenial
sobre una masa dura de hifas tuertemente entrelazadas.

Lo importante de los cuerpos tructiferos sin liminas que se formaron en
medio con cafeina, fue que todos esporularon y la cosecha de esporas estudia-
da en medio sin cafeina, dio una relacion 1:1 de cuerpos [ructiferos norma-
les contra cuerpos fructiferos sin liminas. Lo cual indica que la cafeina en
este caso habia producido una mutaciéon nuclear.

Los cuerpos {ructiferos que llegaron al estado 2 de desarrollo fueron trans-
feridos a un medio completo (que consta de 20 gr. de glucosa, 2 gr. de pep-
tona, 2 gr. de extracto de levadura, 0.5 gr. de MgSO,, 046 gr. de KH,PO,, 1.0
gr. de Ko.HPO, y 20 gr. de Agar en 1 It. de H.O destilada) sin cafeina y des-
arrollaron un micelio dicariotico con cuerpos fructiferos totalimente normales,
indicando que en este caso, la actividad de la cafeina fue transitoria por lo
que al evitar esta sustancia bloqueadora, el desarrollo sigue su normalidad.
También esto nos indica que atin en el estadio 2 de fructificacion no hay
completa diferenciacién.

Como un tercer tipo de tendencia a cierta organizacion, fueron cucontradas
masas de hifas compactas, que semiejaban tumoraciones formadas por hifas pa-
ralelas compactas. Estas masas son muy similares a las enconwradas por Leonard
(1975); sin embargo, difieren en caracteristicas fundamentales. l.conard de-
nomina a estas masas “mound” y encuentra quec son persistentes v heredables
como un cardcter recesivo. Las masas que nosotros encontramos no son hereda-
bles y al ser transferidas a medio completo sin cafeina. oviginan fructificacio-
nes normales, indicando que dichas masas estain en un estadio muy indife-
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renciado. Sin embargo, lo que llama la atencion es que realmente estas masas
semejan grandes tumoraciones fungicas que perturban transitoriamente el des-
arrollo normal. Tas bases de este cambio reversible, tienen implicaciones en
los problemas de crecimiento anormal. Esto, aunque en apariencia muy sim-
ple, reviste gran importancia en el estudio del cancer. Mac Manus y Whit-
lied (1969, 1970) sugieren que los niveles excesivos de AMPC son un posible
factor que origina el crecimiento maligno de las células.

En los entrecruzamientos 1-41 % 1-86 y 1-86 X 2-3 en medio con cafeina,
se abtuvieron cuerpos fructiferos diversos: unos abiertos normales con bordes
engrosado hacia adentro; otros en estadio 2 pero estipitados. Las esporas de
los cuerpos fructiferos normales, al ser analizadas genéticamnente, nos indica-
ron la presencia de un gene recesivo para resistencia a cafeina, presentindose
una segregacion con 1:1 6 cercana, de cuerpos fructiferos abiertos en relacion
a cuerpos fructiferos cerrados.

Por otro lado, se irradiaron todas las cepas con cuerpos Iructileros en es-
tadio 2 de desarrollo y las masas compactas de hilas obtenidas en el medio
con cafeina, con el objeto de ver si se obtenia la apertura de los cuerpos fruc-
tileros, o bien, un desarrollo de las masas de hilas, lo cual indicaria cepas
cafeina resistentes. No se obtuvieron cuerpos fructiteros resistentes, pero las
masas tumorales de micelio se intensificaron particularmente en altas dosis.

En medio con teofilina, se presentaron cuerpos fructiferos grandes, con ld-
minas algo mis divididas que lo normal en todos los casos. Las diferencias
obtenidas con cafeina y teolilina (tedricamente inhibidores de la fosfodieste-
rasa), nos condujeron a ntilizar en el medio AMPC (que fue utilizado como
sal sodica) en dosis de 10-* M, en lugar de las metilxantinas. Entonces, se ob-
servaron resultados similares a los obtenidos con cafeina, lo que indica que
las alteraciones observadas son debidas al aumento de AMPC, con consiguien-
te alteracion en sintesis de proteinas y RNA (Putrament et al. 1972). La poca
accion de la teofilina puede indicar menor especificidad para la fosfodiesterasa
v (ue se necesiten concentraciones mayores para obtener un efecto similar al
de la caleina, lo cual no se probo.

Se conocen muy poco los mecanismos que regulan el desarrollo en los hon-
gos superiores, pero nuestros resultados muestran que algunos de los elemen-
tos controladres son similares a los encontrados en otros organisimos.
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ity ot catfeine

SUMNDMARY

The action of methylxantines (catfeine and theopylline) produces anomalies
and malformations in fruiting bodies of Schizophylhon commune Fr. during
their development. One type of the changes obtained was inherritable and codi-
fied by the nucleus. Some other transitory changes were found.

RESUMIEN

La actividad de las metilxantinas (caleina y teofilina) provoca anormalidades
y mallormaciones en los cuerpos tructiferos de Schizopyllum communes Fr., du-
rante su desarrollo. Uno de los cambios que se encontraron fue de cardcter
heredable codificado por el micleo. Ademis se encontraron otros cambios pro-
ducidos por las metilxantinas, gque fueron transitorios.



