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COMPOSICION QUIMICA DE LAS PAREDES CELULARES DE LAS ESPORAS DE LAS MUTANTES
$-347 Y S-377 DE Phycomyces blakesleeanus

* *%k
por Enrique Ramirez Chavez * y
* *kk

Arturo Flores-Carreon °*

CELL WALL COMPOSITION OF SPORES FROM Phycomyces blakesleeanus MUTANTS S-347
AND 5-377

SUMMARY

The chemical composition of the cell wall spores of Phycomyces
blakesfeeanus, mutants S-347 and S-377 with spontaneous germination
was studied. The most prominent materials found were polysaccharides,
21-25% of dry weigth. Analysis of these polysaccharides revealed
mainly the presence of glucose, fucose and mannose; glucose was
68 and 52% of the total carbohydrate in S-347 and S-377 mutants,
respectively. The content of protein was 16.1 and 16%, and the
content of aminosugars was 19.8 and 16%, for S-347 and 5-377,
respectively. There are cuantitative differences between cell
walls of spores from Phycomyces blakesleeanus wild type and
mutants with spontaneous germination.

RESUMEN

Se estudio la composicion quimica de las paredes celulares de
las esporas de las mutantes de germinacidon espontdnea $-347 y
$-377 de Phycomyces blakesfeeanus. Se encontrd que el componente
mayoritario de las paredes celulares son los polisacdridos, con
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21 al 25% del peso seco. E1 andlisis de los azicares neutros de
los polisacdridos reveld la presencia de glucosa, fucosa y mano-
sa. La glucosa comprende el 68 y el 52% del carbohidrato total

en las mutantes S-347 y S-377, respectivamente. E1 contenido de
proteinas de las mutantes $-347 y S-377 fue de 16.1 y 16%, y el
de aminoazicares de 19.8 y 16%, respectivamente. Existen diferen-
cias cuantitativas entre las paredes celulares de las esporas de
las mutantes y de la cepa silvestre de Phyecomyces blakesleeanus.

INTRODUCCION

Phycomyces blakesfeeanus es un hongo saprobio que pertenece a
la clase de los cigomicetos, que se caracteriza fundamentalmente
porque forma esporangidforos que llegan a alcanzar varios centi-
metros de longitud (Bergman et af., 1969). La presencia de ciclos
sexual y asexual bien definidos y el conocimiento de su sistema
genético 1o hacen un modelo atractivo para realizar estudios de
diferenciacion celular (Cerdd-0Olmedo, 1975; Cerdd-Olmedo y Lipson,
1987). E1 ciclo asexual se inicia con la germinacién de las espo-
ras, las cuales dan lugar a un micelio altamente ramificado, y
posteriormente se forman las estructuras de reproduccidn asexual
denominadas esporangidoforos, que contienen en su parte apical un
esporangio en donde estdn contenidas las esporas que continuardn
el ciclo. Las esporas son células de propagacidn y resistencia,
inmdviles, no flageladas, de forma eliptica, que miden de 8-13
por 5-7.5 um. A1 igual que la mayoria de las esporas de otros
hongos, éstas se encuentran en un estado de latencia constituti-
va, y pueden pasar de un estado de reposo a uno de intensa acti-
vidad metabdlica cuando se inducen a germinar por tratamientos
fisicos como el calor (Robbins et af., 1942) o por la presencia
de sgstancias quimicas como el acetato y el propionato (Borchert,
1962).

Existen varios informes en la literatura sobre los aspectos
morfoldgicos, estructurales y bioquimicos del proceso de germina-
cidn de las esporas en Ph. blfakesfeeanus (Furch, 1981; Furch y
Pambor, 1983; Van Laere, 1986; Van Laere et af., 1987). Las espo-
ras, una vez inducidas, se empiezan a hinchar y a redondear con-
forme avanza la germinacidn; a Tas 3 h aparecen pequefias vacuolas
que aumentan de tamafio y finalmente se funden para dar lugar a
una gran vacuola central; entre las 6-8 h se produce la emisidn
del tubo germinativo. Solamente entre el 1-4% de las esporas ger-
minan espontdneamente, y menos de 0.1% en medio minimo preparado
con productos puros (Rivero, 1986). Estudios sobre Ta composicidn
guimica de la pared celular de las esporas han revelado la pre -
sencia de glucosa, en forma de glucanas (25% de peso seco), como
el principal componente en forma de carbohidratos (Van Laere ef
af., 1977), y en menor proporcidn quitina (4%), ademds del 11%
de proteina y 10% de esporopolenina (Furch y Pambor, 1978a, 1978b).
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Rivero (1986) aisld las mutantes con germinacidn espontdnea
S-347 y S-377 de Ph. blakesfeeanus. Estas mutantes producen espo-
rangios que forman esporas con una morfologia diferente a las de
la cepa silvestre. Las células son redondas y presentan una gran
vacuola central. En condiciones de humedad apropiada son capaces
de crecer, formar esporangidforos con sus correspondientes espo-
rangios, de forma irregular por la presencia de filamentos que
son proyectados al exterior y los cuales corresponden a los tubos
germinativos de algunas esporas. Las esporas de las mutantes no
tienen semejanza estructural con las esporas silvestres en el
proceso, de germinacidn. Se conoce que la pared celular es la es-
tructura que da la forma a la célula, por 1o gque en este trabajo
se analizdo la composicidn quimica de las paredes celulares de
las esporas de las mutantes para compararla con la de la pared
celular de las esporas de la cepa silvestre y entender a nivel
bioquimico este tipo de mutacidn.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y condiciones de cultivo.- Se utilizdé la cepa sil-
vestre de Phycomyces blakesfeeanus y 2 mutantes con germinacidn
espontdnea: la S-347 (dar-52 ger-1 (-) y la $-377 (nicA 101 ger-3

(-), donadas por el Dr. Enrique Cerdid-Olmedo, de la Universidad
de Sevilla, Espafia. Estas cepas se conservaron en medio de culti-
vo de extracto de levadura-peptona-glucosa (ELPG) (descrito por
Bartnicki-Garcia y Nickerson, 1962). Para la obtencidn de esporas
se inocularon cajas de Petri conteniendo ELPG-agar con una sus -
pensidn de esporas (solamente las esporas de la cepa silvestre se
preactivaron a 48°C/20 min), y se dejaron incubar a temperatura
ambiente (22°C) durante un periodo de 5-7 dias. Las esporas se
cosecharon y se lavaron 3 veces con agua destilada centrifugando
a 1000 x g/5 min.

Obtencion de paredes celulares.- Las esporas obtenidas se resus-
pendieron en agua destilada y se colocaron en una botella conte-
niendo perlas de vidrio (0.45-0.5 mm de diametro), en una rela -
cion de 2 voldmenes de la suspensidn de esporas por un volumen

de perlas de vidrio. La suspensidn se tratd en un homogenizador
Braun durante 5 min para las esporas de la cepa silvestre, y de
2-3 min para las esporas de las cepas mutantes, bajo una corrien-
te de C0, 1iquido para mantener baja la temperatura. E1 homogena-
do se centrifugd a 1000 x g/5 min, se descartd el sobrenadante y
el residuo conteniendo las paredes celulares se lavd por centri-
fugacion con agua destilada varias veces hasta eliminacidn total
de material citopldsmico. Esto se comprobd observando al micros-
copio preparaciones frescas del residuo. lLas paredes limpias se
liofilizaron y se guardaron en un desecador a -70°C.
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Métodos analiticos.- La determinacion de &cidos urdnicos se 1le-
vo a cabo por el método modificado del carbazol descrite por
Bitter y Muir (1962). Las proteinas se determinaron por el méto-
do de Lowry et.af. (1951); para ello se pesaron 10 mg de paredes
celulares, se resuspendieron en 5 ml de NaOH IN y se dejaron a
temperatura ambiente durante 48 h. Al cabo de este tiempo se to-
maron alicuotas y se les determind el contenido de proteinas. Los
aZicares totales se analizaron por el método de la antrona
(Dimler et. af., 1952). La determinacidn de glucosamina por el
método de Elson-Morgan (Ashwell, 1957). Para la determinacidn de
fosfatos en las muestras, se pesaron 5 mg de paredes celulares y
se procedid a aplicar el método de Fiske y Subarrow (Umbreit et
af., 1951); Tos fosfatos se calcularon interpolando los resulta-
dos en una curva de calibracidn de Na2P04(0-50 rg).

Hidrolisis acida de las paredes celulares.- Procedimiento A. Hi-
drolisis con H,S50, al 65% (v/v): se pesaron 5 mg de paredes celu-
lares limpias, se resuspendieron en 5 ml de H,S0, al 65% (v/v) ¥y
se dejaron en un bafo de hielo durante 2 h haSta 'su disoluciodn.
Se tomaron alicuotas y se les determind el contenido de acidos
urdnicos y de azicares totales.

Procedimiento B. Hidrdlisis con HC1 6N: se pesaron 10 mg de
paredes celulares, se colocaron en una ampolleta y se les adicio-
naron 2 ml de HC1 6N. Se sellaron al vacio y se incubaron a
105°C/8h. La muestra hidrolizada se evapord al vacio con una
trampa de NaOH y se resuspendid en agua desionizada y se volvid
a evaporar a sequedad. Esto se repitid varias veces hasta que la
muestra quedd neutra. Finalmente se resuspendid en agua desioni-
zada y se tomaron alicuotas para la determinacidon de glucosamina.

Procedimiento C. Hidrdlisis con HC1 1N: se pesaron 10 mg de
paredes celulares y se resuspendieron en 2 ml de HC1 1IN, se colo-
caron en ampolletas, se sellaron al vacio y se incubaron a
105°C/5h. E1 hidrolizado se neutralizd con resina de intercambio
anidnico Dowex 1x8 en fase HCO., . La muestra se concentrd por
liofilizacidn y se resuspendié”en agua desionizada. Se tomaron
alicuotas y se analizaron azlcares por cromatografia en papel.

Procedimiento D. Hidrdélisis secuencial de las paredes celula-
res con HCT IN y HC1 6N: se pesaron 50 mg de paredes celulares y
se trataron secuencialmente como se describid por Van Laere et
at., (1977). Se obtuvo una fraccidon neutra, de la cual se tomaron
alicuotas para la identificacidn de azilcares neutros por croma -
tografia en papel y para la preparacidn de los acetatos de aldi-
tol respectivos y su posterior identificacidn por cromatografia
de gases.

Cromatografia en papel.- Se aplicaron alicuotas de los problemas
(50-100 nug de azucar) en tiras de papel Whatman No. 1 (4x50 cm)
y se dejaron correr en butanol: piridina:agua (6:4:3) durante

36 h. Las tiras de papel se revelaron con ftalato de anilina o
con nitrato de plata segin el procedimiento descrito por
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Trevelyan at af., (1950).

Cromatografia de gases.- La muestra conteniendo la fraccidn de
azlcares neutros, de Tas paredes celulares de las esporas, se
procesé segin el método de Yang y Hakomori (1971) para detectar
los acetatos de alditol respectivo por cromatografia de gases.
Las muestras conteniendo los alditoles de los azlcares neutros,
se disolvieron en cloroformo. Alicuotas de 1 ul se analizaron en
un cromatografo de gases Perkin-Elmer Mod 1B equipado con una co-
lTumna metédlica de 180 cm de largo x 3 mm de diametro interno. E1
empaque de la fase liquida contenia 3% de SP-2340, y el de la fa-
se sdolida Chromosorb Q 100/120. Se utilizéd N, como gas acarreador
a 30 cec/min. Las temperaturas de la columna, del detector y del
inyector se ajustaron a 250°C.

RESULTADOS

Composicidon quimica de las paredes celulares. Las paredes ce-
lulares se obtuvieron de esporas recién cosechadas y lavadas,
para evitar cambios en su composicion quimica sobre todo la de
las mutantes con germinacidn esponténea. En la tabla 1 se obser-
van los resultados que se obtuvieron con las mutantes $-347 y
§-377 y se comparan con los de la cepa silvestre, gue también fue
analizada simultdneamente. E1 contenido de azicares totales en
las mutantes estd disminuido mas del 50% con relacidon al de la
cepa silvestre. Una diferencia importante que se aprecia es en el
contenido de proteinas; este valor se ve ligeramente incrementa-
do en las mutantes. Otro parametro que se determind fue el conte-
nido de amincazicares y aunque se ve un ligero incremento de és-
tos en Tas mutantes, bien pudiera ser una diferencia significati-
va. E1 contenido de dcidos urdnicos no varid en las mutantes y es
muy semejante al de la cepa silvestre.

Cuando la fraccidn conteniendo los azdcares neutros obtenida
de las paredes celulares de las esporas por los procedimientos C
¥y D se sometieron a cromatografia en papel, se observaron 3 man -
chas de hexosas, que por su movilidad fueron identificadas como
fucosa, mancsa y glucosa (datos no mostrados). Por otro lado, la
fraccion de azicares neutros obtenida por el procedimiento D
también se utilizd para obtener los acetatos de alditol respecti-
vos, y fueron sujetos a andalisis por cromatografia de gases. Los
resultados ademds revelaron la presencia de los mismos aziicares
en las mutantes y en la cepa silvestre, aunque en ésta dltima se
observaron otras sefiales tenues de acetatos de alditol, que no
fueron identificados. En la tabla 2 se observan los porcentajes
de los azicares neutros identificados en cada una de las muestras;
los datos fueron calculados con base en el drea bajo la curva. EI
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Tabla 1. Composicidn quimica de las paredes celulares de las esporas de

Phycomyces blfakesfeeanus

Por ciento del peso seco

Mutantes cepa
S-347 $=377 silvestre

Azicares totales 21.0 21.5 45.0
Aminoazicares 19.8 16.0 14.1
Proteinas 16.1 16.0 9.1
Acidos urdnicos 0.94 0.93 1.2
Fosfatos 2.7 2.9 4.3
Residuo no identificado 39.5 42.7 26.3

Para la determinacion de dcidos urdnicos y azicares totales se
siguid el procedimiento de hidrdlisis A, y para los aminoaziica-
res el procedimiento de hidrdlisis B, descritos en Materiales y

Métodos.
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Tabla 2. Aziicares neutros en las paredes celulares de las esporas de
Phycomyces blakesfeeanus

Paredes celulares de las esporas (%)*

S-347 $-377 silvestre
Fucosa 2.6 (12:0) a5 (21.0) 2.0 4.9
Manosa 3.0 (14.1) 49 {2297 0.5 (@)
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 fraccidn neutra, obtenida por el procedimiento de hidrdlisis D, se
utilizd para la formacidon de los alditoles respectivos y luego se identifi-
caron por cromatografia de gases, segiin se detalla en Materiales y Métodos.

*
E1 porciento se obtuvo a partir del peso seco de las paredes celulares de
las esporas.

+Los valores entre paréntesis corresponden al porciento de cada uno de los
azicares determinado con base en el total de azlcares neutros.
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azlicar que se encuentra en mayor proporcidn en estas estructuras
es la glucosa. La comparacidén del contenido de glucosa de las
mutantes con el de la cepa silvestre, mostrd que éste es 42 a 53%
menor en las mutantes.

DIscusIoN

Es evidente que la composicidén quimica de las paredes celula-
res de las esporas de las mutantes S-347 y S-377 es diferente al
de las paredes de las esporas de la cepa silvestre. La principal
diferencia radica en el contenido de azilicares totales y en el de
proteina, y en menor proporcidon en el de aminoazicares. En 1la
cepa silvestre, el 45% del peso seco de las paredes corresponde
a azilcares totales (dato también encontrado por Van Laere et al.,
1977 y Furch y Pambor, 1978b), en tanto que en las mutantes S-347
y 5-377 este valor se encuentra muy disminuido (21 y 21.5%, res-
pectivamente). La identificacidn de los azicares por cromatogra-
fia en papel y cromatografia de gases de la fraccidn neutra did
como resultados la presencia de glucosa, manosa y fucosa princi-
palmente, siendo la glucosa la que se encuentra en mayor propor-
cidn (>50%) en las diferentes muestras de paredes analizadas. Por
otro Tado, el contenido de manosa y fucosa es ligeramente mayor
en Tas mutantes que en Ta cepa silvestre. Esto sugiere que las
paredes celulares de las mutantes contiene mayor cantidad de gli-
coproteinas que la cepa silvestre. También es posible observar
una ligera diferencia en el contenido de hexosaminas que indican
el incremento de los polimeros, como la quitina, en las mutantes.

E1 analisis general de la composicidon quimica de las paredes
celulares de Tas mutantes de germinacidn esponténea, indica que
estas c@lulas ademds de diferencias en la morfologia celular y el
mecanismo de induccidn en la germinacidn, el cual parece estar
ausente en estas mutantes, presentan diferencias bioquimicas res-
pecto a las esporas de Tla cepa silvestre. Furch y Pambor (1978b)
estudiaron el cambio de los componentes de la pared celular en
esporas de la cepa silvestre de Ph., blakeslfeeanus después de ha-
ber sido activadas con calor e incubadas a diferentes intervalos
de tiempo, y encontraron que el contenido de polisacdridos dismi-
nuyd del 50 al 35%; la proteina se incrementd del 10 al 20% apro-
ximadamente, y también se observd un incremento en el contenido
de quitina, después de haber incubado Tas células durante 4 h.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en las mutantes con
germinacidn espontdnea pues hay una disminucidn en el contenido
de carbohidratos y un incremento en la proteina y en la quitina.
Esto permite sugerir que las esporas de las mutantes, son células
que se encuentran en un estadio inicial del proceso de germina -
cion, debido a su similitud en la composicidn quimica con las es-
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poras de la cepa silvestre pre-activadas e incubadas durante 4 h.
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