Estudio comparativo de la composicién quimica

de las paredes celulares de la cepa natural y el

mutante osmético del hongo neufospora crassa

INTRODUCCION

na revisién de laliteratura sobre

la composicién quimica de las
paredes celulares del hongo Neuros-
pora crasa (1,2,3,4,5,) muestran sola-
mente un conocimiento parcial e in-
completo de las mismas. Lo anterior
debido principalmente a la falta de
métodos adecuados de hidrdlisis,y a
fallas en la determinacion cuantitati-
va de los monosacaridos liberados.

Se ha sugerido que las paredes
celulares de N. crassa varian en su
composicién segin el medio donde
el hongo sea cultivado, asi como si
se agrega el azicar sorbosa, el cual
induce el crecimiento en forma de

* Profesor Asociado de Bioquimica de la

Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional. Jefe del Subgrupo de Biogquimica
del Instituto para programas Especiales
de Salud.

REV. FAC. MED. U.N. COLOMBIA

-1717-

Dr, Ernesto Barbosa M. M.D., Ph.D. *

colonias, La observacién de que el
mutante osmoético de la Neurospora
crassa (Os) es mas suceptible a las
concentraciones de sorbosa que la
cepa natural (C.N.), sugiere que la
mutacién podria envolver algin paso
especifico en la biosintesis de la
pared celular.

El presente trabajo tiene por ob-
jeto determinar la composicién quimi-
ca de las paredes celulares de la N.
crassa en CN y OS, obtenidas tanto
de cultivo en medio minimo, como de
este adicionado de diferentes com-
puestos particularmente monosacaridos
como fuente de carbono, utilizando
métodos especiales tanto de hidrélisis
como de analisis de los aziicares libe-
rados.

MATERIAL Y METODOS

a) Organismos y medios de cultivo:
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Los estudios fueron hechos en dos
cepas de Neurospora crassa, la cepa
natural No. J. T. 1.960 obtenida de
‘“The Genetics Foundation of the Uni-
versity of Texas’’, y el mutante os-
moético allelé M 16 No. F. G. S. C. -
812 obtenido de ‘‘The Fungal Gene-
tics Stock Center, Darmouth College,
Hanover, N. H.”’,

- Los cultivos se almacenaron en
medio sélido a 42C. La composicién
de este medio fué la dada por Vogel
para medio minimo (6) agregandole a
gar Difco al 2%. Cada dos o tres me-
ses los cultivos se reinocularon en
medio soélido fresco, a temperatura
ambiente por dos o tres dias, y se

guardaron de nuevo a 4°C,

b) Purificacién de las paredes celula-
res: Para aislar y purificar las paredes
celulares se efectuaron cultivos de
ambas cepas en medio minimo de
Vogel (6), en cantidades de 100 ml.
colocados en fiolas de 250 ml., este-
rilizadas a 1202C. por 15 minutos,
inoculandolas e incubando a tempera-
tura ambiente por tres dias. Los mi-
celios se colectaron por filtracién,
se lavaron cuatro o cinco veces con
agua destilada, se cortaron en frag-
mentos pequefios y rompieron - por
sonicacion o por perlas de vidrio.
Se efectué control microscépico de
la disrupcién celular por la técnica
de Bianchi (7). Cuando los controles
mostraron total ruptura micelial, se
centrifugaron las paredes celulares a

2.000 g. y resuspendieron en una solu-
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cién al 1% de dodecil sulfato de sodio,
lavandolas con agitacion por 12 horas.
En seguida se centrifugaron a 2.000 g.
y se lavaron con agua destilada. Estos
lavados y centrifugaciones se repitie-
ron quince veces, usando examen mi-
croscépico de una muestra cada vez
para controlar la pureza de la prepa-
racion. Finalmente fueron liofilizadas,
pesadas y almacenadas en tubos de
ensayo con tapa de teflon.

c) Efecto de la fuente de carbono y
presién osmdtica sobre la composicién
de las paredes celulares: Para efec-
tuar este estudio se cultivaron las
cepas en medio ménimo de Vogel el
cual incluia 2% de sacarosa como me-
dio de

puestos usados como fuente de carbo-

referencia. Los otros com-
no se agregaron a medio minimo sin
azucares en fiolas por separado asi:
glucosa 2%, fructosa 2%, galactosa2%,
manosa 2%, glicerol 2%, y glucosa
1% mas fructosa 1%. Estos medios
fueron esterilizados por filtracidn.
Para aumentar la presién osmética se
utilizé sorbosa, azicar no metaboli-
zable por el hongo, en cantidades de
2, 4, 8, 10, y15% agregadas al medio-
minimo con sacarosa al 2%. Un grupo
de experimentos se efectué con el mu-
tante osmético solamente en el cual
la concentracién de sacarosa se au-
mentd progresivamente en medio mi-
nimo con 4% de sorbosa asi: 0.25,
0.50, 1.00, 1.50 y 2.00%. Los me-
dios con sorbosa fueron esterilizados
también por filtracién. Todas las fio-

las se inocularon y cultivaron a tempe-



ratura ambiente por tres dias, y fueron
procesadas de la manera descrita an-

tes.

d) Hidrélisis y estudio de carbohidra
tos: Para hidrolizar las paredes celu-
lares se modificé una técnica descri-
ta para hidrélisis de lipidos y ganglié-
(8),
luego de varios ensayos comparativos

sidos la cual fué determinada
.de esta con otras técnicas descritas

antes (2, 4, 9).Para realizarla se -
tomaron 10 mgs. de paredes celulares
purificadas y se colocaron en ampo-
lletas con HCL1.0 N. en metanol,

sellaron y colocaron en un horno a

se-

85eC. por 38 horas temperatura y tiem-
po de metanédlisis encontrados como
ideales experimentalmente. En segui-
da el residuo se centrifugé y el sobre-
nadante se secd bajo nitrogeno en bafio
de Maria a 452C. Los glicdsidos de
metilo formados en la metandlisis
se estudiaron por cromatografia de
gases. Para este estudio se prepa-
raron los éteres de trimetilsilano
modificando la técnica de Sweeley
(10).
vieron en 0.2 ml.

Las muestras secas se disol-
de sulféxido de
dimetilo, se agregaron 2.0 mgs de ga-
lactitol usado como patrén interno
dado que este azucar alcohol no hace
parte de las paredes celulares, da re-
lacion lineal con los otros azucares,
y en las condiciones de trabajo em-
pleadas su tiempo de retencién es dis-
tinto del de los azicares identifica-
dos en las paredes celulares en ensa-
yos preliminares. A la anterior mezcla
se afiadieron 0.8 ml,
0.2 ml

de piridina,
de hexametildisilazano y
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0.1 ml Los
tubos se taparon y agitaron mecanica-

de trimetilclorosilano.

mente por 10 minutos, se centrifuga-
ron y 5.0 microlitros del sobrenadante,
fueron inyectados en un cromatégrafo
de gases Barber Colman con una co-
lumna de 6 piés por 3 mms. empacada
con 3% de SE-30. La temperatura fué
isotérmica de 1452C. con una presion

de 18 1lbs por pulgada cuadrada.

e) Estudio de residuos no metanoliza-
bles: Para este estudio se utilizaron"
dos técnicas de hidrélisis. HC! 6.0
N. segin técnica de Boas (11), colo-
cando el residuo de la metandlisis de
10 mgs. de paredes celulares en 2.0
de HCl 6.0 N. en un tubo con
tapa de teflén, hidrolizando a 100°C.
10 horas
formada con carbén activado y liofi-

ml.

por retirando la. humina
lizando los azicares liberados. La
determinacion de estos se efectud por
dos métodos i) Cromatografia de
gases con un patréon de N-acetilgluco-
samina tratado en la forma ya descrita
y ii) Por método calorimétrico segin
de Dische y Borenfreund

(12), El segundo método de estudio de

técnica

estos residuos no metanolizables fue
fue una hidrélisis enzimatica pata la
cual se empleé una cepa de Strepto-
myces sp. 11238 HM Levinson (QMRD-
C) B. Reese Tarpaulin(Nueva Guinea)
de
Collection”’,

obtenida la  ‘“‘American Type

Culture la cual se
cultivé en medio de Reynolds (13)
con 0.25% de quitina, para inducir la
formacién de quitinasa la que se
purificé segin la técnica de Berger

y Reynolds (14). Para esta hidrélisis



el residuo de la metandlisis fue
incubado con 2.0 mgs. de la prepara-
cién enzimatica, en 2.0 ml. de buffer
de fosfatos 0.05 M. pH 6.3, a 37°C.
por tres dias. Se centrifugé y el sobre-
nadante se pasé a través de una colum-
na de Dowex 1, eluyendo con 5.0 ml.
de agua. El eluido se liofilizé y
estudié por cromatografia de gases
usando un patrén de N-acetilglucosa-
mina.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se ve la composi-
cion en hexosas de las paredes
celulares de las dos cepas cultivadas
en medio minimo con sacarosa. Las
cantidades de hexosas liberadas de la
C.N. son un 10% mayores que las
liberadas de la Os. Esto es debido a
un mas bajo contenido de glucosa en
las paredes celulares del mutante,
mientras que el contenido de manosa

TABLA 1. Comparacién del
hexosas de las paredes celulares

contenido de

de la cepa natural (C.N.) y el mutante osmético
(Os.) de la Neurospora crassa cultivados en
sacarosa-medio minimo.*

C.N. Os,
Manosa 0.38** 0.53
Galactosa 0.19 0.22
Glucosa 6.54 5.73
Acetilglucosamina 1.12 0.93
TOTAL 8.23 7.41
Relacién de Glucosa/
manosatgal actosa « 11.47 7.64

* Los resultados son el promedio de tres
experimentos independientes.

** Los resultados son expresados como mg.
de hexosas por 10 mg. de paredes celulares
secas.
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en estas es mayor que en C.N. El
contenido de galactosa es aproxima-
damente similar en las dos cepas. El
anterior fenémeno es mas notorio si se
efectia la relacion glucosa a manosa
mas galactosa.

Las cantidades de N-acetilgluco-
samina determinadas por hidrélisis
enzimatica y cromatografia de gases
es un 10% mayor en la C.N. al compa-
rarlas con la Os.

Los resultados del estudio
comparativo de la composicion de las
paredes celulares del hongo cultivado
en medio minimo con fuentes de
carbono distintas de sacarosa se
presentan en la tabla 2. La cantidad
total de hexosas liberadas por metano-
lisis de las paredes celulares de la
C.N. no cambia significativamente
cuando la sacarosa es reemplazada
por hexosas, mientras que la Os.
muestra una baja consistente en el
contenido de hexosas principalmente
por disminucién de glucosa, exepto
cuando es cultivada en medio con
glucosa y fructuosa como fuente de
carbono. El contenido de galactosa y
manosa no varia significativamente,
Cuando el glicerol es usado como
fuente de carbono la cantidad de
glucosa de las paredes celulares
tanto de la C.N. .como de la Os.
disminuye acentuadamente, mientras
que el contenido de galactosa y ma-
nosa aumentan en la C.N. y no varia
en la Os.



TABLA 2. Comparacién del contenido de hexosas de las paredes celulares de la cepa natural (C.N.) y

el mutante osmético (Os.) de la Neurospora crassa cultivados en medios con distintas fuen-

tes de carbono. Todas las hexosas usadas lo fueron a una concentracién del 2%.*

Manosa 9,28*%* 0.32 0.30 0.43 0.37 0.52 0.33 0.31 0.40 0.85 0.66
Gluc. Gal. Fruc. GluctFruc. Man. Glic.

C.N. Os. C.N. Os. C.N, Os. CN. Os. CN. Os. C.N. Os.
Manosa 0.28** 0.32 0.30 0.43 0.37 0.52 0.33 0.31 0.31 0.40 0.58 0.66
Galactosa 0.18 0.14 0.12 0.18 0.19 0.29 0.17 0.18 0.13 0.15 0.28 0.30
Glucosa 5.52 4.26 4.42 3.23 562 3.78 6.15 5.28 5.65 4.15 3.81 3.87
TOTAL 5.98 4.72 4.84 3.84 6.18 4.59 6.65 5.77 6.09 4.70 4.67 4.83
Relacién Gluc/
Man+Gal 12.00 9.26 10.52 5.30 10.04 4.67 12.30 10.78 12.84 7.55 4.43 3.91

*

* %K

Los resultados experimentales
obtenidos del estudio de la composi-
cion de las paredes celulares de las
dos cepas cultivadas en sacarosa me-
dio minimo con cantidades crecientes
de sorbosa, muestran que el contenido
de glucosa no cambia en ninguna de

las dos cepas, mientras que el de

Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes
Los resultados son expresados como mg. de hexosas por 10 mg. de paredes celulares secas.

manosa disminuye progresivamente
especialmente en la Os. Tabla 3 y
Figuras 1 y 2. La galactosa en C.N.
disminuye paralelamente a la manosa
pero no cambia significativamente en
la Os.

claramente

Estos hechos se manifiestan

al hacer la relacién

glucosa a -galactosa mas manosa.
Tabla 3.

TABLA 3. Comparacién del contenido de hexosas de las paredes celulares de la cepa natural (C.N.) y

el mutante osmético (Os.) de 1a Neurospora crassa cultivadas en sacarosa-medio minimo con

concentraciones ascendentes de sorbosa.*

0.19

0.23

Cantidad de sorbosa en sacarosa-medio minimo (g/100g)

Manosa 0.33** 0.41 0.36
2 4
C.N. Os. C.N. Os.

Manosa 0.33** 0.41 0.36 0.19
Galactosa 0.21 0.15 0.20 0.15
Glucosa 7.54 5.50 7.26 5.69
TOTAL 8.08 6.06 7.82 6.03
Relacién Gluc/

manosatgalact. 13.96 8.82 12.96 16.73

*

* %

8 10 15
C.N. Os. C.N. Os. C.N. Os.
0.23 0.16 0.29 0.24
0.10 0.18 0.13 0.12
6.36 5.59 5.79 5.92
6.69 5.93 6.21 6.28
19.27 16.44 13.79 16.44
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Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes.
Los resultados son expresados como mg. de hexosas por 10 mg. de paredes celulares secas.



El experimento efectuado con la
Os. en medio con 4% de sorbosa con
concentraciones crecientes de glucosa
del 0.25 al 2.0% muestran un contenido
constante de glucosa en las paredes
comparable al observado cuando se
cultiva en sacarosa medio minimo sin
sorbosa, mientras que el contenido
de manosa es mas bajo, y disminuye
aun mas cuando la concentracién de
sacarosa se aumenta en el medios
Estos resultados se expresan grafica-
mente en las figuras 3 y 4.

La hidrolisis con HCl1 6.0 N. del
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FIGURA 1. Representacién grifica de la can-

tidad de glucosa metanolizada de
10.0 mg. de paredes celulares secas de la cepa
natural (C.N.) y el mutante osmético (Os.) de
Neurospora crassa cultivada en sacarosa-medio
minimo con concenfraciones ascendentes de
sorbosa.
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FIGURA 3. Representacion grafica de la can-

tidad de glucosa metanolizada de
10 mg. de paredes celulares secas del mutante
osmético de Neurospora crassa cultivado en un
medio con 4% de sorbosa y concentraciones
ascendentes de sacarosa.
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residuo metanolizable en ambas cepas
libera solamente glucosamina, mientras
que la hidrélisis enzimatica libera
N-acetiglucosamina y una pequefia
cantidad de glucosa, dejando todavia
residuo, el cual sujeto a hidrélisis
con HCl 6.0 N.
glucosamina.

libera solamente

Aunque la quitinasa hidroliza

completamente  quitina purificada,
solamente un 70% de la ‘‘quitina’’ de
las paredes celulares es hidrolizada.
En de

efectuados se encontré galactosamina.

ninguno los experimentos

.
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FIGURA 2. Representacion grafica de la can-
tidad de manosa y galactosa meta-
nolizadas de 10 mg. de paredes celulares secas
de la cepa natural (C.N.) y el mutante osmético
(Os.) de Neurospora crassa cultivada en saca-
rosa medio minimo con concentraciones ascen-
dentes de sorbosa. M,manosa. G,galactosa.
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FIGURA 4. Representacion grafica de la can-
tidad de manosa y galactosa meta-
lizadas de 10 mg. de paredes celulares secas
del mutante osmético de Neu rospora crassa
cultivado en un medio con 4% de sorbosay
concentraciones ascendentes de sacarosa.



El
contenido

del
de glucosamina de las

estudio  comparativo
paredes celulares de las dos cepas
cultivadas en sacarosa medio minimo,
con el contenido de este aminoazicar
cuando se cultiva en medio minimo
con otros carbohidratos como fuente
de carbono se presenta en la tabla 4.
Se puede ver que la Os. muestra un
de
cuando la fuente de carbono es una

contenido mayor glucosamina

hexosa en lugar de sacarosa, exepto
para la mezcla de glucosa mas fruc-
recuerda al contenido

tuosa, que

observado cuando se cultiva en

sacarosa medio minimo. El contenido

de glucosamina en las paredes celula-
res de la C.N. no cambia significativa-
mente usando hexosas como fuente de
carbono. Cuando la fuente es glicerol
hay aumento del contenido de glucosa-
mina en las dos cepas.

Los resultados del contenido de
glucosamina al cultivar el hongo en
sacarosa medio minimo, con concen-
de
muestran que el aminoazicar aumenta

traciones crecientes sorbosa,
en la C.N. solo a una concentracién
alta de sorbosa (8%), mientras que en-
la Os. aumenta en todas las concentra-

ciones. Tabla 5.

TABLA 4. Contenido de glucosamina de las paredes celulares de la cepa Neurospora crassa cultiva-
dos en medios con distintos compuestos como fuente de carbono. **

Adicién al med-min % Enzim

Manosa 2 ©0.68***

Galactosa 2 0.67

Glucosa 2

Fructosa 2 0.70
luet+fruc 2

Glicerol 2 1.00

Glicerol 2

Sacarosa 2

C.N
HCI

0.30
0.45
1.25
0.31
1.11
0.41

1.18

Os.

Total Enzim HC1 Total
0.98 0.85 0.47 1.32
1.12 0.70 0.48 1.18
1.25 1.18 1.18
1.01 1.30 1.30
1.11 . 1.00 1.00
1.41 0.90 0.31 1.21

1.30 1.30
1.18 0.96 0.96

*  FE) total de hexosamina encontrado es el resultado de hidrélisis con HC1 6.0 N., o hidrélisis enzi-
matica seguida de hidrélisis con HCl 6.9 N. del residuo.

* %

Los resultados son el promedio de por lo menos 3 expenmentos mdependlentes.

*#* Log resultados se expresan como mg. de hexosamina por 10 mg. de paredes celulares secas.

TABLA 5. Contenido de glucosamina de las paredes celulares de la cepa natural (C.N.) y el mutante
osmético (Os.) * de la Neurospora crassa cultivadas en sacarosa-medio minimo con concen-

traciones ascendentes de sorbosa. **

Adicién al med-min Enzim
2% sacarosa 0.75%** .
2% sacarosa

2% sacarosa+2% sotbosa 0.58

2% sacarosa+2% sorbosa

2% sacarosa+4% sorbosa - 0.70

2% sacarosa+4% sorbosa

2% sacarosa+8% sorbosa 0.90

2% sacarosa+8% sorbosa
2% sacarosa+10% sorbosa

C. N. Os.

HCI Total Enzim HCI Total

0.30 1.05 0.60 0.30 0.90

1.18 1.18 0.96 0.96

0.35 0.93 0.70 0.35 1.05

0.96 0.96 1.02 1.02

0.28 0.96

1.02 1.02 1.38 1.38

0.52 1.42

1.31 1.31 1.30 1.30
1.37 1.37

* El total de hexosamina encontrado es el resultado de hidrslisis con HC1 6.0 N., o hidrélisis enzi-
matica seguida de hidrélisis con HCl 6.9 N. del residuo.

*%*

Los resultados son el promedio de por lo menos tres experimentos independientes.

+** [os resultados se expresan como mg. de hexosamina por 10 mg. de paredes celulares secas.
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Los cultivos de la Os. en medio
minimo con 4% de sorbosa y concen-
traciones de sacarosa de 0.25 a 2.0%
muestran valores mas altos de glucosa
mina si se comparan con los valores
obtenidos en sacarosa medio minimo.
Tabla 6.

TABLA 6. Contenido de glucosamina de las
paredes del
osmotico (Os.)* de la Neurospora crassa culti-

celulares mutante

vado en sacarosa-medio minimo y en medio
minimo con 4% de sorbosa con concentraciones
ascendentes de sacarosa como {uente de
carbono.**

Adicién al med-min

2.00% sacarosa 0.96%**
0.25% sacarosa+ 4% sorbosa 1.18
0.50% sacarosa+ 4% sorbosa 1.26
1.00% sacarosa+ 4% sorbosa 1.07
1.50% sacarosa+ 4% sorbosa 1.26
2.00% sacarosa+ 4% sorbosa 1.38

* El total de hexosas encontrado es el

resultado de hidrélisis con HCl 6.0 N.
Los resultados son el promedio de por lo
menos tres experimentos independientes.
Lor resultados se expresan como mg. de
hexosaminas por 10 mg. de paredes celula

res secas.

DISCUSION

Unas de las propiedades mas
importantes de las paredes de los
hongos son su rigidez y aparente
complejidad. Nabel (15) pudo demos-
trar la presencia de quitina y celulosa
en Rhizidiomyces bivellatus. Fuller
(16) y
Horikoschi (17) también demostré por

confirmé estos hallazgos,

métodos fisicos y quimicos la presen-
cia de quitina en Aspergillus orizae.
Blumenthal y Roseman (18) demostraron
la presencia de quitina en Neurospora
crasa al determinar el contenido de
de En

glucosamina los micelios.
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1962 de Terra y Tatum (2) estudiaron

las variaciones del contenido de
glucosa y glucosamina en Neurospora
segin el tipo de crecimiento, micelio
extendido o colonia. Ellos observaron
que al inducir crecimiento colonial
por sorbosa, la cantidad de glucosa
de las paredes celulares disminuia,
mientras que la cantidad de quitina
aumentaba. Al repetir estos experi-
mentos se observa que las paredes de
la C.N. muestran una ligera disminu-
cién del contenido de glucosa y un
aumento del de quitina en condiciones
de alta presién osmética (concentracién
de sorbosa del 8%). Al comparar estos
resultados con la Os. que es aun mas
sensible al crecimiento colonial en
sorbosa, el contenido de glucosa no
varia a pesar del aumento en presién
En

altas como el 15% de sorbosa donde el

osmética. concentraciones tan
crecimiento es muy dificil y la pared
la cantidad de

glucosa de estas es la misma que si

celular defectuosa,

el hongo se cultivara en medio
minimo, por lo tanto se puede concluir
que hay poca relacion entre la morfolo
gia colonial y el contenido de glucosa
de las paredes celulares.

Mahadevan y Tatum (5) encontra-
ron manosa en las paredes celulares
de
estudio se encontré ademds galactosa

Neurospora crasa. En nuestro
en cantidad suficiente para ser medida

con exactitud cuantitativamente.

Contrario al hallazgo de la poca
variaciéon del contenido de glucosa en

las paredes celulares, el de manosa



y galactosa varia diferentemente en
las dos cepas del hongo cuando la
presién osmética se altera. Al aumen-
tarla con sorbosa la cantidad de
manosa de la pared celular disminuye
mas en la Os. qué en la C.N. La
galactosa disminuye algo en C.N,
pero es constante en Os. Estos
estudios sugieren la presencia de
varios polisacaridos en las paredes
celulares, los cuales se efectan en
diferente manera por cambios en la

presién osmética.

Los estudios de ambas cepas en
concentraciones crecientes de sorbosa
indican que la Os. tiene un claro
defecto en relacién a la sintesis de su
pared celular, debido a la drastica
caida de la concentracion de manosa,
si se compara con la C.N. El anterior
hecho

morfolégicas de

sumado a las alteraciones
la pared celular
muestra un defecto probablemente a
nivel de membrana celular. El hecho
de que el contenido de glucosa no
varie a pesar de los cambios de
presiéon osmética, indica que no todos
los sistemas enzimaticos relacionados
con la sintesis de la pared celular se

afectan en forma similar.

Los experimentos en los cuales
el hongo se cultivé en medios con
azucares distintos a la sacarosa
como fuente de carbono, muestran que
el azlicar usado tiene un mayor
efecto en la composicién de la pared

celular de Os. que en C.N. Estas

cionarse a diferencias enzimaticas
probablemente a nivel de membrana
celular.

Los experimentos con Os. en
medios con concentraciones ascen-
dentes de sacarpsa muestran también
el efecto osmético sobre el polisaca-
rido donde el azilcar manosa se halla
envuelto.

Desde los trabajos de Potgieter
(4)
polisacdrido en las paredes de los

se sabe que existe mas de un

hongos, siendo el principal un glucan
con enlaces beta-1,3 y tal vez beta-1,6
Una de nuestras

tipo gentibiosa.

observaciones fue la liberacién
precoz en la hidrélisis de manosa y
galactosa. A las 12 horas se habian
liberado completamente mientras que
solamente up 70% de la glucosa lo
habia Esto

galactosa y manosa estan envueltas,

sido. sugiere que la
tal vez con glucosa en un polisacarido
diferente del principal glucan beta-1,3
que constituye la mayor parte de la
pared celular. La localizacién del
polisacarido en el cual se encuentra
galactosa es probablemente diferente
del cual en donde se halla manosa,
pues no varia grandemente al aumentar

la presion osmética, lo cual sefiala

también que se sintetizan independien

observaciones también pueden rela- .
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temente.

Intentos de hidrdlisis directa de
la pared celular purificada con quitina-
sa fallaron, lo cual sugiere que la
quitina ocupa un lugar en la pared



donde las enzimas hidroliticas no
pueden llegar, posiblemente el centro
de la pared. El valor del contenido
de quitina es aproximadamente un 10%
del total del peso de la pared celular
seca y aumenta especialmente en Os.
al aumentar la presién osmética. Al
hidrolizar este polisacarido no
solamente se libera N-acetilglucosa-
mina, sino una pequefia cantidad de
glucosa, lo que sugiere la presencia
de otros polisacaridos con glucosa
intimamente asociados a la quitina
y no metanolizables. La hidrélisis
enzimatica de la quitina de la pared
solo libera un 70% de N-acetilglucosa-
mina, al contrario de la hidrélisis con
HCl 6.0 N.

sugiriendo este hecho la presencia de

que libera un 100%,

enlaces celul ares diferentes al del
tipo de la quitina (beta-1,4), en parte
de este polisacarido residuo de la
metandlisis.

En conclusién se puede inferir
de los anteriores estudios que la
pared celular de Neurospora crasa
esta formada por lo menos por cuatro
polisacéridos. Primero uno superficial
en el que el aziicar manosa es el
principal constituyente, sensible en
Os. a los cambios de presién osmé-
tica. Segundo uno con galactosa como
componente

principal, que no se

afecta por la presion osmoética.

Tercero, el mas abundante, polimero
de glucosa que puede ser el glucan

-186-

descrito por Potgieter (4). Finalmente

un cuarto compuesto por quitina,
central rodeado por los anteriotes y
posiblemente asociado a pequefias

cantidades de otros polisacaridos
compuestos por glucosa y N-acetil-
glucosamina diferentes de la quitina.
Mahadevan

presencia de mas de un polisacérido

(19) sugiere también la
en las paredes de Neurospora crasa.

Otros estudios en nuestro labo-

ratorio muestran la presencia de
pequefias cantidades de proteina en
las paredes celulares asi como de
lipidos, lo cual podria sugerir la
existencia de lipidopolisacaridos y
a los

peptidoglicanes  analogos

descritos en bacterias por Wang (20).
RESUMEN

Estudios comparativos sobre la
composicién quimica de las paredes
celulares del hongo Neurospora crasa
en su cepa natural y en su mutante-
osmético son efectuados. Mediante
métodos hidroliticos especiales, asi
como métodos analiticos sansibles es
posible deducir la presencia de por lo
menos cuatro polisacaridos diferen
tes en las paredes, y su diferente
suceptibilidad a los cambios de la
presiéon osmética y a los diferentes
compuestos usados como fuente de

carbono.



SUMMARY

A of the
chemical composition of the cell walls

comparative study

of the wild type and osmotic-mutant
of Neurospora crassa was performed.

By means of special hydrolytic
methods and accurate quantitative
determinations, it was possible to

" suggest the presence of at least four

different polysaccharides in the cell
walls and their different succeptibility
to and

to the different compounds used as a

increased osmotic pressure,

carbon source.
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