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COMPOS IC ION QUIMICA DE LAS PAREDES CELULARES DE LAS ESPORAS DE LAS MUTANTES 

S-347 Y S-377 DE Phycomyces blakesleeanus 

* ** par Enrique Ram1rez Chavez ' y 
* *** Arturo Flores -Carreon ' 

CELL WALL COMPOSITION OF SPORES FROM Phycomyces blakesleeanus MUTANTS S-347 
AND S-377 

SUMMARY 

11 

T he c hem i c a l c om p o s i t i on of t he c e l l w a 11 s p o r e s o f Phyc.omyc.e-6 
b.taRe.~.>.te.e.anu.~.>, mutants S-347 and S-377 with spontaneous ge rmi nation 
was st udied. Th e most prominent materials found were po lysaccharides, 
21 - 25% of dry wei gth . Ana lysis of these po lys acc ha r i de s revealed 
mainly the prese nce of g lucos e, fucose and mannose; glucose was 
68 and 52 % of th e t otal carbohydrate in S- 34 7 and S- 377 mutants, 
r espectivel y. The co nte nt of prote i n was 16.1 and 16%, and the 
content of aminos ugars was 19 .8 a nd 16%, f or S-347 and S- 377 , 
r espectively . There are c uan titative d i fferences between ce l l 
wall s of spores fr om Phyc.omyc.e.~.> b.taRe.~.>.t e.e.anu. ~.> wild type and 
mutants wit h spontan eous germination. 

RESUMEN 

Se estudi6 la comp os l c lon qu1m 1ca de las pared es celulares de 
la s es poras de la s mutantes de germi na ci6n espon ta nea S-347 y 
S-377 de Phyc.om yc.e.~.> blaRe.~.te.e.anu.~ . Se encontr6 que el compo nente 
mayoritario de l as paredes ce l ul ares son los po l i sacaridos , con 
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21 al 25% del peso seco. El analisis de los azucares neutros de 
los polisacaridos revelo la presencia de glucosa, fucosa y mana
sa. La glucosa comprende el 68 y el 52 % del carbohidrato total 
en las mutantes S-347 y S-377, respectivamente. El contenido de 
proteinas de las mutantes S-347 y S-377 fue de 16 . 1 y 16%, y el 
de aminoazucares de 19 . 8 y 16%, respectivamente. Existen diferen
cias cuantitativas entre las paredes celulares de las esporas de 
las mutantes y de la cepa s ilvestre de Phyeom ye e¢ bt ake4teeanu4 . 

/ 

INTRODUCCION 

Phyeomyee¢ bt ake4teea nu4 es un hongo saprobi o que pertenece a 
la clase de los cigomicetos, que se caracteriza fundamental mente 
porque forma esporangi6foros que lle gan a alcanzar vari os centi
metres de longitud (Bergman et at ., 1969). La presencia de ciclos 
sexual y asexual bien definidos y el conocimiento de su sistema 
gen~tico lo hacen un modele atractivo pa~a realizar estudios de 
diferenciaci6n celular (Cerda -Olmedo, 1975; Cerda-Olmedo y Lipson, 
1987}. El ciclo asexual se inicia con la germinaci6n de las espo
ras, las cuales dan lugar a un micelio altamente ramificado, y 
posteriormente se forman las estructuras de reprod~cci6n asexua l 
denominadas esporangi6foros, que contienen en su parte apical un 
esporangio en donde estan contenidas las esporas que continuaran 
el ciclo. Las esporas s on c ~lulas de propagaci6n y resistencia, 
inm6viles, no flagelada s , de f orma eliptica, que miden de 8-1 3 
por 5-7.5 ~m. Al igual que la mayoria de las esporas de otros 
hongos, ~stas se encuentran en un estado de latencia constituti
va, y pueden pasar de un estado de reposo a un o de intens a acti
vidad metab6 l ica cuando se inducen a germinar por tratamientos 
fisicos como el calor (Robbins et at ., 1942) o por la presencia 
de sustancias quimica s como el acetato y el propionate (Borchert, 
1962) . 

Existen varios informe s en la literatura sobre los a s pectos 
morfol6gicos, estructurales y bioquimicos del proceso de germina
ci6n de las esporas en Ph . bt ak e4t eeanu¢ (Furch, 1981; Furch y 
Pambor, 1983; Van Laere, 1986; Van Laere et at., 1987} . Las espo 
ras, una vez inducidas, se empiezan a hinchar y a redondear con
forme avanza la germinaci6n; a las 3 h aparecen pequenas vacuolas 
que aumentan de tamano y finalmente se funden para dar lugar a 
una gran vacuola central; entre las 6-8 h se produce l a emisi6n 
del tubo germinative. Solamente entre el 1-4% de las esporas ger 
minan espontaneamente, y menos de 0.1 % en medio mfnimo preparado 
con productos puros (Rivero, 1986}. Estudi os sobre la composicion 
quimica de la pared ce lul ar de las esporas han reve lado la pre -
sencia de glucosa, en forma de glucan as (25 % de peso sec o), como 
el principal componente en for ma de carbohidratos (V an Laere et 
at ., 1977}, yen menor proporci6n quitina (4%), adema s del 11 % 
de proteina y 10% de esporopolenina (Furch y Pambor, 1978a, 197 8b~ 
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Rivero (1986) ais l 6 las mutantes con germina c1on espontanea 
S-347 y S-377 de Ph. btake~ teeanu~ . Estas mutantes pro ducen e spo
rangios que forman e sp oras c on una morfologia diferente a la s de 
la cepa silve stre . Las ce l ul as son re donda s y presentan un a gran 
vac uol a centr a l . En condiciones de humedad apropiada son capaces 
de crecer , formar esporangi6foros con s us correspondientes espo
rangios, de forma irregular por la presencia de filamentos que 
son proyectados al exterior y los cual es corresp onden a los tubos 
germinativos de a l gunas esporas. Las espo r as de la s mutantes no 
tienen semejanza estructural con las esporas silvestres en el 
proceso , de germi naci6n. Se conoce que l a pared ce lul ar es la es
tructura que da la forma a la ce lula, por lo que en este trabajo 
se an a liz a la composici6n quimica de las paredes celulares de 
l as es poras de las muta ntes para compararla con la de l a pared 
celular de la s es poras de la cepa s il ves tre y enten der a ni ve l 
bioquimic o este tipo de mutaci6n. 

/ 

MATERIALES Y METO DOS 

Microoraanismo y condi cio ne s de cultiv o. - Se utiliz6 la cepa si l
ve stre e Phycomyce~ blake~ leean~ y 1:mutantes con germinaci6n 
espontanea: l a S- 347 (dar- 52 ~ (-) y l a S- 377 (nicA 101 ged- 3 
(-), donadas por e l Dr. Enn que Cerda - Olme do, de l a Un1versida 
de Sevilla, Es pana. Es tas cepas se conservaron en me dio de culti
yo de extracto de levadura - pep t ona-g lu cosa (E LPG ) (descr ito po r 
Bartni cki- Ga r cia y Nickerson, 1962) . Para l a obt enci6n de espo ra s 
se inocularon cajas de Petr i conteni endo [LP G- aga r con un~ sus -
pension de esporas (solamente l as esporas de la cepa si lvestre se 
prea ctivaron a 48°C/20 min), y se dejaron incubar a temperatura 
ambiente (22 °C) dur ante un per i odo de 5-7 di as . Las esporas se 
cosecharo n y se la va ron 3 veces con agua des til ada ce nt r ifu gando 
a 1000 x g/5 min. 

Obtenc i6n de paredes ce lul a res.- Las esporas obt enid as se resus
pend l eron e n ag ua dest1lada y se col ocar on en una botella conte
niend o per l as de vi drio (0.45-0.5 mm de diametro), e n una rela -
cion de 2 volu men e s de l a s uspensio n de esporas por un volumen 
de perlas de vidrio . La s uspension se trat6 en un ho moge ni zador 
Braun durante 5 min para la s esporas de la cepa s ilvestre , y de 
2- 3 min para l as es po ras de l as cepas mutante s, ba jo una cor r i en
t e de C0 2 li quido para mantener baja l a temperatura. El homogena
do se centri f ug6 a 1000 x g/5 min, se descart6 e l sobre nadante y 
el r es idua conteniendo l as paredes ce lulare s se lav 6 por centri 
fugaci6n con agua de st ilada varias veces ha sta e limin aci6n total 
de mate rial citop la s mi co. Esto se comp rob6 observa ndo al micros 
copic preparac i ones frescas de l residua. Las pa redes l impia s se 
l i of i li zaron y se guardaron en un de se cador a -70 °C. 
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M~todos analfticos. - La determinacion de ~cidos uronicns se lle 
vo a cabo por el m~todo modificado del carbazo l descrito po r 
Bi tter y Muir ( 1962). Las protefnas se determinaro n po r el met a
do de Lowry e..t.a..t . (1951); para ello se pesaron 10 mg de paredes 
celulares, se resuspendieron en 5 ml de NaOH 1N y se dejaron a 
temperatura ambie nte durante 48 h. Al cabo de este tiem po se to 
maro n a l fcuotas y se l es determino el contenido de proteinas . Los 
aiGcares totales se analizaron por e l m~tod o de la antrona 
( D i m 1 e r e.t . a..t. , 1 9 52 ) . La de t e r m i n a c i on de g 1 u c o s ami n a p or e l 
metoda de El son-Morgan (Ashwel l , 19 57) . Para l a determinacion de 
fosfat os en l as muestras, se pesar on 5 mg de pare des ce lul ares y 
se procedio a aplicar el metoda de Fi s ke y Subarrow (Umbrei t e..t 
a.t. , 1951); l os fosfatos se calcularon inte rpol and o lo s re s ult a 
dos en una curva de ca l ibrac i on de Na 2P04 (0 - 50 ~g) . 

Hidrolisis ~cida de las parede s ce lula res .- Procedimiento A. Hi
drolisis con H2so4 al 65 % (v / v) : se pe sa r on 5 mg de paredes celu
lares li ~pias, se r es uspendie r on en 5 ml de H?S0 4 al 65% (v/v) y 
se dejaron en un ban o de hielo durante 2 h hast a su diso lucion. 
Se tomaron alicuotas y se l es determi no e l conten ido de ~cidos 
uron i cos y de azGcare s tota l es. 

Procedi mie nto B. Hidr6 li si s con HCl 6N : s e pesaron 10 mg de 
paredes celulare s, se co l oca ron en una ampo l leta y se l es adicio 
naro n 2 ml de HC l 6N. Se se l l aron al va c i o y se i ncubaron a 
105 °C/8 h. La muestra hidr oli zada se eva poro al vacfo co n una 
tramp& de Na OH y se r es us pendio en agua de s i onizada y se volvio 
a evaporar a s eq uedad . Esto se repiti6 varias veces hasta que la 
muest ra que d6 neutra . Fi nalmente se resu spendi o en agua desion i 
zada y se t omaron a l fcuota s pa ra la dete rmi nacion de gl ucos amina. 

Procedi miento C. Hidr ol i sis co n HC l 1N: se pe saron 10 mg de 
paredes celu lares y se resuspe ndi eron en 2 ml de HCl 1N , se co l o
ca r on en ampolletas, se se ll a ron al vacio y se inc ubaron a 
105 °C/ 5h. El hidrolizado se neut ra l iz6 con resi na de in t ercambio 
a ni 6nico Dowex 1x8 en fa se HC0 3- . La mue stra se concentro por 
liofi l iza cion y se resus pe ndio en agua desionizada. Se tomaron 
al fcuot as y se ana li zaron az Gcare s por c roma tografi a en pape l. 

Proc edimient o D. Hidr6lisis sec uenci al de las paredes celula 
res con RCl IN y HC l 6N: se pesaron 50 mg de paredes cel ulares y 
se trataron sec uenci almente como se des c ri bio po r Van Laere e..t 
a.t . , {1977) . Se obtuvo una fraccio n neutra , de la cua l se tomaron 
a l icuotas para la identificaci6n de azGc a res neutros por croma -
tografia e n papel y para l a preparaci6n de l os acetates de a l di 
to l respectivos y su posterior iden t i ficacion por cromatograf ia 
de gase s . 

Cromatograf ia en papel . - Se aplica ron ali cuot as de l os prob lemas 
(50 - 100 ~g de azuca r) en tiras de pape l Wh a t man No . 1 (4x 50 em) 
y se deja ron correr en butanol : piridina:agua {6 : 4 :3 ) du r ante 
36 h. Las tiras de pape l se revelaron con ftal ato de anilina o 
con ni trato de pl ata segGn e l procedimiento de scrit o por 
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Trevelyan at at. (1950). 

Cromatografia de gases.- La muestra conteniendo la fracci6n de 
azucares neutros, de las paredes celulares de las esporas, se 
proceso segun el metoda de Yang y Hakomori (1971) para detectar 
los acetatos de alditol respect ive por cromatografia de gases. 
Las muestras conteniendo los alditoles de los az uc a re s neutros, 
se disolvieron en cloroformo. Alicuotas de 1 ~1 se analizaron en 
un cromat6grafo de gases Perkin-Elmer Mod 1B eq uipado con una co
lumna metalica de 180 em de largo x 3 mm de diametro int erno . El 
empaque de la fase liquida contenia 3% de SP-2340, y el de la fa
se s6lida Chromosorb Q 100/120. Se utiliz6 N2 como gas acarreador 
a 30 cc/min. Las temperaturas de l a columna, del detector y del 
inyector se ajustaron a 250°C. 

RE SU LT ADOS 

Composicion guimica de l as paredes celulares. Las paredes ce
lulares se obtuvieron de esporas recien cosechadas y lavadas, 
para evitar cambios en su composici6n qu i mica sabre todo la de 
las mutantes con germinaci6n espontanea. En la tabla 1 se obser
van los resultados que se obtuvieron con las mutantes S-347 y 
S-377 y se comparan con los de la cepa silvestre, que tambien fue 
analizada simultaneamente. El conten ido de azucares totales en 
Jas mutantes esta dis minuid o mas del 50 % con relaci6n al de l a 
cepa Silvestre. Una diferencia i mportante que se aprecia es en el 
contenido de proteinas; este valor se ve 11geramente incr~ment a 
do en las mutantes. Otro parametro que se dete rmin6 fue el co nt e
nido de aminoazucares y aunque se ve un ligero incremento de es
t os en las mutantes, bien pudiera ser una diferencia significati
va. El contenido de acidds ur6nicos no vari6 en las muta nte s yes 
muy semejante al de la cepa Silvestre. 

Cuando la fracci6n conteniendo l os az ucare s neutros obtenida 
de las paredes celulares de las esporas por lo s procedimientos C 
y D se sometieron a cromatografia en papel, se observaron 3 man -
chas de hexosas, que por su movilidad fueron identifi cadas como 
fucosa, manosa y glucosa (datos no mostrados) . Por ot ro l ado, la 
fracci6n de azucares neutros obtenida por el procedimiento D 
tambien se utiliz6 para obtener los acetatos de alditol respecti
vos, y fueron sujetos a analisis par cromatografia de gases. Los 
res ultados ademas revelaron la presencia de los mismos azucares 
en las mutantes yen la cepa silvestre, aunque en esta ultima se 
observaron otras senales tenues de acetatos de ald itol , que no 
fueron identifi cados . En la tabla 2 se observan los porcentajes 
de los azucares neutros identificados en cada una de las muestras; 
lo s datos fueron calculados con base en el area bajo la curva. El 
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Tabla 1. Composici6n qu1m1ca de las paredes cel ulares de las esporas de 
Phycomyceh blakehteeanuh 

Por ciento del peso seco 

Mutantes cepa 

S-347 S-377 Silvestre 

Azucares tota les 21.0 21.5 45.0 

Ami n oazucares 19.8 16.0 14.1 

Proteirras 16.1 16.0 9.1 

Aci dos ur6nicos 0.94 0. 93 1.2 

Fosfatos 2. 7 2.9 4.3 

Resi duo no identificado 3~.5 42.7 26 .3 

Para la determinacion de acidos ur6nicos y azucares tota l es se 
s igui6 e l procedimiento de hidr6 l isis A, y para l os ami noazuca
re s e l procedimiento de hidr6lisis 8, de sc ritos en Materiales y 
Metodos. 

16 
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Tab la 2. Azucares neutros en las paredes celulares de las esporas de 
PhyeomyeeA btake4teeanuA 

17 

Paredes celulares de las esporas (%)* 

* 

S-347 S-377 s il vestre 

Fucosa 2.5 (12.0)+ 4.5 (21.0) 2.0 (4.9) 

Manos a 3.0 (14.1) 4.9 (22.9) 0.5 (1. 2) 

Glucosa 14.3 (68.3) 11.1 (51. 7) 26.0 (57.8) 

Producto no identificado 1.2 (5:6) 0.9 (4.3) 16 . 3 (36.1) 

La fraccion neutra, obtenida por el procedimiento de hidrolisis D, se 
utilizo para la formaci6n de los alditoles respectivos y luego se identifi
caron por cromatografia de gases, segun se detalla en Materiales y Metodos. 

i l porciento se obtuvo a partir del peso seco de las paredes celulares de 
1 as esporas. 

+Los val ores entre parentesis corresponden al porciento de cada uno de l os 
azucares determinado con base en el total de azucares neutros. 
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azucar que se encuentra en . mayor proporc1on en estas estructuras 
es la glucosa. La comparacion del contenido de glucosa de las 
mutantes con el de la cepa silvestre, mostro que este es 42 a 53% 
menor en l as mutantes. 

Es evidente que . la composicion qu1m1ca de las paredes ce l ul a
res de las esporas de las mutantes S- 347 y S-377 es diferente al 
de las paredes de l~s esporis de la cepa silvestre. La principa l 
diferencia radica en el contenido de azucares totales y en el de 
pt;-oteina, y en .men or proporci on .en el de aminoazucares . En 1 a 
cepa Silvestre, el 45 % del peso seco de las paredes corresponde 
a a~uca~es totales (dato tambien encontrado por Van Laere et al., 
1977 y Furch y Pambor, 1978b), en tanto que en las mutantes S-347 
y S.- 377 este valor se· encuent r;a muy disminuido (21 y 21.5%; res
pectivamente). La identificacion de los azucares por cromatogra
fia en papel y cromatografia de gases de la fraccion neutra dio 
como resultados l a presencia de glucosa, manosa y fucosa princi- . 
pa lmente, siendo la glucosa l a que se encuentra en mayor proper 
cion (>50%) en las diferentes muestras de pa~edes analizadas. Po~ 
otr~ Tad~, e l ~onten id o de martosa y fucosa e~ ligeramente m~yo~ 
en las mutantes que e·n la cepa silvestre . Esto sugiere que las 
paredes ce l ulares de las mutantes contiene mayor cantidad de gli 
coproteinas que la cepa si l vestre. Tambien es posible observar 
una ligera diferencia en el contenido de hexosaminas que indican 
el incr,mento de los polf~eros~ como _la quitina, en las mutantes. 

El ana li sis general de la composicion quimica de las paredes 
ce lul ares de l as mutantes de germinacion espontanea, indica que 
estas celulas ademas de diferencias en la morfologia celu l ar y el 
mecan i s me de induccion en la germinacion, el cual parece estar 
ausente en estas mutantes, presentan diferencias bioquimicas res 
pecto a las esporas de la cepa silvestre. Furch y Pambor (1978b) 
estudiaron el cambia de los componentes de la pared celular en 
esporas de la cepa Silvestre de Ph. blaR e~leea~u~ despues de ha
ber sido activadas con calor e incubadas a diferentes i ntervalos 
de tiempo, y encontraron que el contenido de polisacar i dos dismi
nuy6 de l 50 al 35 %; la proteina se incremento de l 10 al 20 % apro
ximadamente, y tambien se observo un incremento en el contenido 
de quitina, despues de haber incubado las celulas durante 4 h. 
Estos resultado s coinciden con l os obtenidos en las mutantes con 
germinaci6n espontanea pues hay una disminucion en el contenido 
de carbohidratos y un incremento en la proteina y en la quitina. 
Esto permite sugerir que l as esporas de la s mutantes, son celu l as 
que se encuentran en un estadio inicial del proceso de germina -
cion, debido a su similitud en la composici6n quimica con las es -
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paras de la cepa silvestre pre-activadas e incubadas durante 4 h. 
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