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1. 1.OS HONGOS LIQUENIZADOS Y SUMETABOLISMO

Los hongos han desarrollado diversas estrategias para la adquisicién de
compuestos carbonados. En el caso de los hongos liquenizados, dicha
adquisicion se realiza al establecer una relacién de simbiosis mutualistica con el
alga o cianobacteria correspondiente. Por tanto pueden ser definidos como el
resultado de la asociacién de uno o més hongos o micobionte con una o mas
algas o fotobionte. Dicho fotobionte puede ser una cianobacteria (la mas
frecuente, Nostoc) denomindndose entonces cianobionte, o un alga verde
(Trebouxia, Trentepohlia) o ficobionte. El micobionte pertenece a los Ascomycetes
(aunque también hay casos de Basidiomycetes y algin Deuteromycete). Esta
estrategia ecologica le ha llevado a desarrollar una anatomia y morfologia
caracteristica, donde el micobionte es el habitante més externo y en principio,
también el responsable de la apariencia del talo, aunque un mismo micobionte
pueda formar simbiosis con dos tipos de algas y tener una morfologia externa
distinta en cada caso. El fotobionte es el habitante mas “interno”, es decir, se
encuentra en el interior del talo y es alli donde, si las condiciones ambientales
son favorables, halla suficiente luz, temperatura, humedad y CO; para llevar a
cabo una fotosintesis neta positiva que permita un crecimiento del liquen
(Biidel y Scheidegger, 1996).

Los hongos liquenizados son conocidos como pioneros o extremistas, es
decir, son capaces de colonizar con éxito lugares que por sus caracteristicas
climaticas son poco accesibles a otros microorganismos o plantas. Esto en gran
parte es posible gracias a esa simbiosis que le proporciona una relativa
“autosuficiencia”. Sin embargo, dependen en gran medida de su ambiente y por
tanto su fisiologia estd muy relacionada con él. Los factores clave son los ya
citados para el alga, pero una vez que se dan las condiciones adecuadas, se
produce la sintesis de polioles o azicares (seglin la especie de fotobionte:
eritritol, ribitol, sorbitol, glucosa) que seran transferidos al micobionte (Figura
1). Aparentemente el hongo es capaz de estimular la secrecion de polioles del

alga, pero el mecanismo por el cual lo hace es todavia desconocido. Una vez
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captados, los transformara en manitol u otros compuestos que mantengan sus
actividades metabolicas (Lines et al.,1989).

Ademas, el manitol, cuyo recambio o turnover es muy rdpido, alcanza
concentraciones relativamente altas intracelulares, y estd implicado en otros
aspectos de la biologia como es el ser reserva o actuar como agente osmotico.
También se ha observado que pueden actuar como metabolitos de estrés,
sintetizados en condiciones de bajo contenido de agua (Honegger et al., 1993) y

asi variar su concentracion segiin la estacioén del afio.

Hon
. & Hongo
Trebouxia
Ditros Trentepohlia
metabolitos " Pros .
Ribitol etabolitos
Productos < '
elulares
Manitnl
Manital
Hongo Hongo
Hyalococe Nostoc
Dtros CO» Dtros
metabolitos " Imetabolitos
Glucosa
1 Productos ' ‘Q
ehilares
Mamitnl Manitnl

Figura 1. Técnica de inhibicién mediante la cual, al suministrar al talo “CO2 y el
carbohidrato correspondiente, podemos saber el tipo de compuesto que es
transferido del fotobionte al micobionte. Modificado de Lines et al., (1989).

Si tenemos en cuenta todos los aspectos de la fisiologia ya citados en los que
intervienen los polioles como factor clave, parece complicadé llegar a conocer
cémo todos los mecanismos estin relacionados y se consigﬁe un crecimiento
conjunto de los biontes. De todas formas, existen modelos de metabolismo
adaptados a los liquenes como el que ha sido descrito para Hypogimnia physodes
(Figura 2). En 6l se puede observar un flujo de carbono caracteristico donde la
formacién de materia estructural, el alto flujo respiratorio y la cantidad de

poliol estdn relacionados (Farrar, 1988).
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F: 0.025

0
reserva soluble ———
0,24 < 0,24
0,0014 L——/
0
0,0001
estructural
EF 0,52
EF-1
v R:0,024 EF=0,004

Figura 2. Modelo compartimental descrito para Hypogymnia physodes. Se
consideran tres grupos de carbohidratos: solubles, de reserva y estructurales. El
namero de cada recuadro es la cantidad correspondiente en g/g peso seco. Las
flechas representan el intercambio de carbohidratos entre los grupos, las
unidades son g/ g peso seco por dia. F: fotosintesis. R: respiracién. EF: eficiencia
en la conversion.

El hongo liquenizado es capaz de colonizar diferentes habitats. Poseen una
peculiar adaptacién a la desecacién y a las temperaturas eerﬁtas, recuperando
niveles normales de fotosintesis después de un periodo adverso de humedad o
temperatura. Los estudios realizados acerca de su ﬁsiologia demuestran la
existencia de varios tipos de estrategias, como los mecanismos de proteccién
intracelular (un ejemplo seria el manitol, que como hemos citado mantiene la
turgencia) o la adaptaciéon particular del liquen a su variable ambiente
mediante, por ejemplo, cambios en la capacidad fotosintética (Kershaw, 1985).
A este respecto también podemos afnadir que los distintos fotobiontes siguen
diferentes estrategias fotosintéticas. Asi, el alga Trebouxia posee mecanismos de
concentracion del CO; que le permiten un incremento del mismo en el estroma
dos o tres veces mayor que en el ambiente. Por otro lado, Coccomyxa, no tiene
este mecanismo y su patrén fotosintético es mas parecido al de una planta Cs

(Palmgvist et al., 1994).
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El crecimiento del talo parece estar directamente relacionado con el
movimiento de carbohidratos del alga al hongo. Aunque es tridimensional,
dicho crecimiento normalmente se expresa en mm/afio y varia mucho segtn el
ambiente y la morfologia del hongo liquenizado. Generalizando, en climas
templados los liquenes folidceos crecen 0,5-4 mm/afio, 105 fruticosos 1,5-5
mm/afio y los crustosos 0,5-2 mm/afio (Hale, 1973). Existen varios modelos
funcionales de crecimiento basados en medidas fotosintéticas pero la
proporcién de fotosintatos que se emplean para el metabolismo, como hemos
visto anteriormente, no muestra una relacién proporcional siﬁple. Un modelo
alternativo propone la existencia de crecimiento local y dependiente de los
patrones fotosintéticos con el tiempo (Lechowicz, 1983).

En hongos no liquenizados, se ha observado mediante el andlisis de
imagenes del apice de la hifa, que su crecimiento no es del todo constante.
Lépez-Franco ef al. (1994) demostraron en varias especies de hongos que en la
elongacién alternaban periodos de crecimiento rapido con crécimiento lento en
intervalos méas o menos regulares. Experimentos in vitro (Ray et al., 1997) en
hongos no liquenizados, indicaban que cuando la hifa estd sometida a presitn,
el turgor (producido por la concentracién de solutos citopléasmicos como los
polioles) es la fuerza primaria que conduce a una exteﬁsién celular. Sin
embargo estudios mdés recientes apuntan que no es el Gnico mecanismo y
relacionan mas directamente el aumento de turgencia con lés mecanismos de
crecimiento invasivo. Esto explicaria c6mo los hongos son capaces de penetrar
rocas, degradar materiales biol6gicos, etc. (Money, 1999). Estudios recientes
(Money, 1997) han demostrado que otros sistemas, como el citoesqueleto,

juegan un papel importante en el crecimiento.

1.1. Ecofisiologia de los hongos liquenizados

Como ya hemos mencionado, los liquenes son organismos poiquilohidricos
que dependen del ambiente y por tanto su metabolismo estd intimamente
relacionado con él. El clima de las regiones no ecuatoriales es variable pero en

gran parte de las regiones existe un factor clave (simplificando quizas en
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exceso) por el que se caracteriza la region. En zonas donde la temperatura es un
elemento importante del clima, como las zonas de montafia o alpinas Sancho y
Kappen (1989) demostraron que las diferentes especies de Umbilicaria
estudiadas mostraban adaptaciones fotosintéticas particulares a su ambiente:
las especies alpinas a temperaturas altas, revelaron un patrén de fotosintesis
neta inferior que el de las especies de montafia. Ademas, la tasa de respiracion
disminuia més bruscamente con la temperatura en las primeras que en las
segundas. Los cambios de temperatura estacionales repercuten sin duda en
estos organismos. Larson (1980) en una serie de experimentos, constato la
existencia de cambios en el patrén fotosintético o respiracién segfin la estacion
en la que recogian el material (verano e invierno), pero dichos cambios eran
diferentes segtin la especie estudiada y no parecfan mostrar procesos de
aclimatacién aunque otros procesos de adaptaciéon si que pudieran estar
ocurriendo. Por ejemplo, en invierno U. mammulata decrecia la fotosintesis neta
mientras que la respiraciéon aumentaba, como sucede en algunas plantas en
proceso de endurecimiento al frio. En otros casos como el de Peltigera canina,
(Kershaw, 1977) si existieron cambios estacionales. Comparando dos especies
de Umbilicaria con diferente distribucién ecdlégica, Scott y Larson (1986)
concluyeron que una de ellas, U. vellea, no podia colonizar lugares que
permanecfan algin tiempo cubiertos de nieve por su incapacidad para
movilizar reservas en invierno (almidén y lipidos) al contrario que U. deusta que
acumulaba dichas reservas para movilizarlas en dicha estaciéon (aunque no
decian c6mo).

En liquenes fruficosos la temperatura también es un elemento importante
pero ademas se han realizado estudios que muestran la existencia de otro
“factor” determinante: la edad. Lechowicz (1983) puso de manifiesto la
existencia de un claro patron fotosintético dentro de las ramas de Cladina
stellaris (también constatado por Nash ef al,. 1980) en el que la fotosintesis
aumenta hasta los 5 afios y va disminuyendo posteriormente. Por tanto, parece
claro que el crecimiento y la produccién son dependientes de los tejidos

jovenes, con mayor cantidad de fotobionte.
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En liquenes con amplia distribucién altitudinal, como Pseudevernia furﬁxm&a
se ha observado que la humedad 6ptima para la fotosintesis neta aumenta al
incrementar el habitat altitudinal (citado en Kappen, 1988; pp 74). Otros
patrones que parecen variar con este factor han sido los proteicos. Strobol y
colaboradores (1994) estudiando esta misma especie, encontraron entre otras
variaciones, una banda de 66 kDa en electroforesis realizadas con extractos de
liquenes recolectados por debajo de los 1000 m que no se expresaba en liquenes
recolectados a mayor altitud.

Existe un factor clave que es la disponibilidad de agua. Rikkinen (1997)
describi6é el comportamiento de ésta cuando se rehidrataban diferentes talos
recogidos a lo largo de una pendiente de una caldera en Finlandia. Observo que
su conduccién estaba parcialmente controlada por modificaciones higroscopicas
en las dimensiones de los canales capilares. Asi demostré la existencia de
cambios en la estructura del talo de P. furfuracea vinculados con el gradiente
topografico de su distribucién, poniendo de manifiesto la existencia de una
relacién entre dichos cambios y los regimenes de evaporacion de agua tan
cruciales en los niveles de actividad fotosintética.

En las especies folidceas de la familia Umbilicariaceae este factor también
parece estar intimamente relacionado con la morfologfa interna y externa del
talo (Sancho y Kappen, 1989). En este aspecto creo que hay que diferenciar los
mecanismos de absorcién-retencién de agua y los de tolerancia al estrés hidrico
puesto que actualmente estos Gltimos parecen més relacionados con las
capacidades fisiologicas individuales de los biontes que con la morfologia
(Honegger et al., 1996). |

De los Rios et al. (1999) demostraron la influencia de la radiacién en la
anatomia del liquen L. hispanica. Estudiando esta especié en dos habitat
diferentes, un bosque y una cresta rocosa expuesta, se apreciaron cambios en
varios parametros medidos. En los talos de cresta se observé una capa de
células blanquecina y un mayor empaquetamiento de la capa algal. Por el

contrario, el contenido en clorofilas fue mayor en los talos de bosque.



Introduccién 12

Armstrong (1974) describi6 que el crecimiento de varias especies foliaceas se
realizaba de forma discontinua en dos o méas periodos del afio. Ademaés
puntualizé que establecer la tasa de crecimiento sobre la base de un crecimiento
radial no es lo ideal puesto que se observ6 una gran variabilidad del mismo en
talos del mismo tamafio. Cambios en el grosor del talo o en el incremento del
4rea con la edad contribuyen de manera importante al incremento de materia
seca del talo. Otras observaciones de liquenes folidceos demuestran un
crecimiento desde el centro como las realizadas para la especie Lasallia pustulata
(Hestmark, 1997) en las que durante 4 afios se sigui6 la trayectoria de las
caracteristicas ptistulas del talo. Los experimentos de Larson (1983), por el
contrario, apoyan la idea de un patr6n de crecimiento difuso, basindose en
medidas de fotosintesis neta.

En experimentos de campo y laboratorio con L. pustulata y U. spodochroa,
Kappen et al. (1996) demostraron que en condiciones invernales la luz es el
factor limitante, ya que la eficiencia fotosintética se mantenia atn a
temperaturas bajas. Durante todo el periodo experimental (6 semanas), el agua
se mantuvo en proporcién superéptima, excepto en el dia 8 de enero que bajé a
sub6ptima. Sin embargo, quedan algunas preguntas que resultan dificiles de
contestar. Por ejemplo, si la fotosintesis en esas condiciones proporciona un
incremento de masa o forma crioprotectores, etc. La tasa.respiratoria, que
también es una medida de crecimiento, es muy baja a temperaturas bajo 0°C.

En otro tipo de ambiente menos extremo Sundberg y Palmqvist (1997)
llevaron a cabo experimentos de transplantes de dos especies: Platismatia glauca
y Lobaria pulmonaria, a dos zonas diferentes, una zona abierta de borde de
bosque y el interior de un bosque maduro de Picea abies. Con datos de
microclima y fisiologia de campo y laboratorio se intenté modelizar la ganancia
de carbono. Sin embargo el peso seco de L. pulmonaria fue sobrestimado en la
localidad abierta y para P. glauca fue subestimado en el interior del bosque
maduro. En el primer caso pudo ser debido a un descenso detectado en el nivel
de clorofilas ademas de un incremento en la tasa de ciclos humedad-sequedad

en el talo. En el segundo caso, quizd se debi6 a una sobrestimacién de la
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respiracién. Sin embargo estos datos soportan el hecho que la lenta tasa de
crecimiento es principalmente debida a la escasez de ocasiories con actividad
metabélica m4as que a una baja conversién de eficiencia fotosintética en dichos

periodos activos.

2. LA PARED CELULAR: ESTRUCTURA Y FUNCION

La pared celular permite al organismo desarrollar su propio estilo de vida
(Bartnicki-Garcia, 1984) e incluso, si nos referimos a los cinco reinos
establecidos por Margulis (1981), podemos establecer una relacién directa entre
la pared celular y la estrategia trofica. Los casos a los que nuestro estudio se
restringe seran los hongos (Ascomycetes) y las algas (Chlorophyta).

Los hongos estan adaptados a la absorcién y su pared celular, entre otras
funciones, mantiene la presién interna, protege al hongo de las agresiones
externas, confiere a la célula su morfologia caracteristica, etc. Estas propiedades
estin directamente relacionadas con su composicibn quimica y con su
ultraestructura. En general, la pared estd compuesta de glacidos, proteinas,
lipidos, pigmentos y sales minerales en orden decreciente de abundancia
(Bartnicki-Garcia, 1968). Los carbohidratos constituyen alrededor del 80% del
peso seco de la pared y el monosacirido mas abundante es la glucosa, seguido
de galactosa, manosa y glucosamina (Gorin y Spencer, 1968). En menos
proporcibn y en determinados grupos, se hallan galactosamina, 4cido
glucurénico, ramnosa y xilosa. Los menos representados en los distintos grupos
taxondmicos son la arabinosa, fucosa y ribosa. |

Fl andlisis ultraestructural de la pared celular fangica de Schizophyllum
commune (Sietsma y Wessels, 1979a) muestra la existencia de dos capas: una
interna formada por quitina (asociada a glucano) y otra més externa, soluble en
dlcali diluido, compuesta por homopolimeros, heteropolimeros y otros
polisacdridos complejos. Todos estos polisaciridos de la pared se pueden
separar de acuerdo con sus propiedades fisicas y de esta forma hablaremos de
polisacaridos estructurales cristalinos, insolubles en agua, ‘y polisacaridos

amorfos cementantes, solubles 0o no en agua fria o caliente. Resumiendo, los
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tipos de polisacaridos que podemos encontrar en los hongos (no considerando
ya los Phycomycetes) son los siguientes:

Quitina: Homopolimero lineal formado por moléculas de N-
acetilglucosamina enlazadas en p-(1-—>4). Su presencia en el hongo puede variar,
segtn la especie, entre un 5% y un 60% de la pared celular. Los investigadores
Sietsma y Wessels (1979b) demostraron que la quitina estd asociada a un -
(1-3) glucano y que en el enlace entre ambos polimeros participan algunos
aminoacidos. .

a-(1->3) glucano: Puede representar entre el 15% y el 25% de los
polisacéridos de la pared (Leal et al., 1992). Contiene proporciones variables de
enlaces a-(1—4) y se encuentra en la superficie de la pared.

B-(1-3) glucano: Se encuentra en la pared de todos los ascomicetos y
basidiomicetos. Puede estar sustituido en la posicién O-6 por un tnico residuc
de glucosa o por cadenas laterales con enlaces B-(1-6) o altelrnando B-(1-6) y
B-(1->3) (Bacon et al., 1969). Representa del 15% al 30% de la péred.

Otros polisaciridos: En algunos mixomicetos se han descrito polimeros de
galactosamina como componentes principales de la pared (Farr et al., 1977). Los
zigomicetos poseen heteroglucuronanos, compuestos de acido glucurénico,
fucosa y manosa sobre todo (Bartnicki-Garcia y Reyes, 1968).

Las levaduras poseen una pared celular diferente a la de otros grupos,
caracterizdndose por su gran cantidad de manoproteinas. La estructura de los
mananos es de gran utilidad en la taxonomia de estos organiémos (Sentandreu
et al., 1984). Ademas se han aislado heteropolisacaridos solubles en agua de
diferentes hongos ascomicetos, a partir de fracciones obtenidas extrayendo
paredes celulares con NaOH 1 M. Dichos polisacéridos son similares en todas
las especies de un género mitospérico, que es homogéneo, y en las del
correspondiente teleomorfo y se han propuesto como caracteres taxonémicos
(Leal y Bernabé, 1998).

Respecto a la pared celular de las algas cloroficeas no liquenizadas se
presenta como una estructura que varia segln los géneros. En las

Chlorococales, se ha observado una estructura aparentemente trilaminar que
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contiene esporopolenina (Atkinson et al, 1972). En algunos casos, otro
componente polisacaridico es la celulosa. Es un B-(1->4) glucano que se
encuentra organizado en microfibrillas y ha sido descrito en varios géneros en
los que es una parte importante de la pared: Valonia, Cladophora, etc. (Percival y
McDowell, 1981). A veces la glucosa aparece en combinacién con galactosa
(Northcote et al., 1958) o xilosa (Cronshaw et al., 1958). Otras Cloroficeas
parecen estar desprovistas de celulosa y contienen xilanos y mananos. Los
primeros poseen un enlace tipo p-(1-3) y forman estructuras microfibrilares.
Respecto a los mananos, en general estin descritos como B-(1—4) (Frei y
Preston, 1968) aunque también hay un caso en el que el tipo de enlace es a-
(1-3). (Bourne et al., 1974).

Los polisacaridos mayoritarios en algunas algas verdes pluricelulares suelen
ser complejos heteropolisacaridos sulfatados, solubles en .agua y de peso
molecular polidisperso. Por lo general se presentan unidos a proteinas y los
monosaciridos constituyentes (arabinosa, galactosa, xilosa, ramnosa, glucosa e
incluso 4cido glucurénico) pueden variar entre los diferentes géneros e incluso
con la época de recogida del material (Mackie y Percival, 1961). En muchas
algas son dificiles de extraer y es necesario realizar un tratamiento alcalino.
Parecen por tanto estar constituyendo la matriz de la pared formando un gel
estabilizado por la presencia de iones. Otros polisacaridos que encontramos en
estas algas sin estar formando parte de la pared celular son los que poseen

funcién de reserva: almidoén, inulina, etc.

2.1. Pared celular del fotobionte

La pared celular de los ficobiontes aislados presenta la estructura
caracteristica trilaminar tipica de varios géneros de Chlorococales. En
particular, Honegger y Brunner (1981) propusieron dicho esquema (Figura 3)
para los ficobiontes Myrmecia y Coccomyxa.

La pared celular de las algas liquenizadas difiere de las cultivadas
aposimbitticamente. En este segundo estado, se ha comprobado en algunos

casos que presentan una pared celular mucho menos conspicua que en
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simbiosis. Otras diferencias son que muestran tincién positiva con azul de
Coomasie (protefnas), azul Alcian (polisacaridos &cidos), rojo de rutenio
(polisacaridos 4cidos), concanavalina A (residuos de glucoéa 0 manosa) y
autofluorescencia (Bubrick, 1988). Las propiedades inmunoldgicas se mostraron
tinicas para cada uno de los estados. Tanto en cultivo como en simbiosis es

caracteristica la presencia de almid6n como material de reserva,

Cana trilaminar

Cana externa
Capa interna

plasmalema

Figura 3. Esquema de la pared celular de Myrmecia y Coccotiyxa (Modificado de
Honegger y Brunner, 1981). Capa trilaminar: contiene particulas embebidas en
una matriz de carbohidratos con una distribucion aleatoria o no. En medio, una
capa lisa contiene esporopolenina. La capa externa probablemente contiene
fibras celul6sicas embebidas en una matriz. La capa interna contiene
heteropolisacaridos y tiene una estructura amorfa.

2.2. Pared celular del micobionte

El estudio de la pared de los hongos liquenizados es algo mas complicado,
por que su crecimiento en cultivo axénico es lento, ademds su aislamiento
resulta complicado y no siempre es posible. Por otra parte, los trabajos que
describen un polisacarido aislado de todo el liquen, no describen los
componentes restantes, por lo que no se puede conocer la abundancia de éste en
la pared.

La morfologia externa del liquen es muy variable. Dependiendo de las
especies podemos diferenciar talos crustaceos, folidceos, fruticosos, etc. Esto se
ve reflejado también en la morfologia interna de las capas del talo y esta

directamente relacionado con la composicion polisacaridica particular.
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Centrandonos en el micobionte, uno de los pocos trabajos en que se define la
estructura de la pared fue el de Boissi¢re, de 1987. Propuso un modelo de pared
celular para el micobionte de Peltigera canina y Lassallia pustulata en el que
mediante extracciones diferenciales del talo liquénico, reconstruia la disposicion

de los polimeros en la pared (Figura 4).

A
Muctlago < | |
Material soluble
en dlcali
Matriz <

Quitina

Figura 4. Esquema de distribucién de los polisacaridos de Peltigera canina y
Lassallia pustulata en la pared celular propuesto por Boissiere (1987). A:
extraccién del talo con agua hirviendo. B: extraccién con édlcali diluido. C:
extraccién con &cido hirviendo. Los mucilagos y el material soluble en alcali
estan compuestos de galactomananos y B-(1-—3) glucanos ademds de proteinas
y glucosamina en Peltigera. La matriz es un B-(1-56) y B-(1—-3) glucano.

Experimentos realizados con micobiontes aislados (Galun et al., 1976)
demostraron que eran capaces de incorporar N-(*H)-acetilglucosamina a la
pared y por tanto que la quitina es un componente esencial de la misma.
Estudios posteriores de Honegger y Bartnicki-Garcia (1991) demostraron que la
pared celular de los micobiontes en cultivo axénico era similar a la de los demas
Euascomycetes y que contiene un glucano mayoritario (probablemente un f-
(1-3)-p-(1-6)) insoluble en alcali. Otros heteropolisacéridos solubles (7-10%) y
la quitina (3-7%) constituian una fraccion minoritaria. Ademés, contenian
lipidos (10-3%) y proteinas (8-4%). La estructura de la pared de la hifa al
microscopio electrénico de transmision se revelé6 muy distinta a la que se
observa en simbiosis ya que en las hifas de los cultivos sumergidos desaparecia

una capa irregularmente teselada caracteristica del micobionte en simbiosis.
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También es diferente la morfologia de la hifa en cultivo, puesto que se
observaron células globosas y de pigmentacion oscura que no aparecen en
estado simbiotico.

Takahashi et al. (1979) estudiaron los polisaciridos de micobiontes y
fotobiontes aislados de varias especies del género Cladonia, Parmelia caperata y
Ramalina crassa concluyendo que basicamente el micobionte era el responsable
de producir los polisacaridos caracteristicos del liquen puésto que éstos se
podian detectar en el cultivo aposimbi6tico mientras que el alga podia sintetizar
otros que no se hallaban en simbiosis. Sin embargo, existen otros polisacaridos
producidos por el talo que por el momento no han podido aislarse de cultivos
aposimbioticos del micobionte o fotobionte, como es el caso del liquenano o
isoliquenano. Por tanto, y ya que la literatura de este tipo de experimentos es

escasa, nos centraremos en un resumen de los polisacéridos aislados de talo.

2.3. Polisacéaridos caracteristicos de liquenes

Liquenano: es un glucano que fue primeramente aislado de Cetraria islandica
mediante extraccién con agua caliente y precipitacion con agua fria por
Berzelius (1815). Su estructura ha sido frecuentemente revisada y en la
actualidad los estudios de Gorshkova et dl. (1997) la consideran como:

—4)-8-D-Glcp-(1-3)-8-D-Glep-(1->4)-B-D-Glcp-(1—

Ha sido encontrado en numerosas especies de la famili:a Parmeliaceae y
aunque la proporcion de los diferentes residuos (1-3) y (1—4) varfan, Common
(1991) propone la existencia de este glucano como marcador taxondémico

diferenciando dos tipos: uno del tipo Cetraria y otro tipo Xanthoparmelia.

Isoliquenano: es un glucano dificil de purificar puesto que es soluble en
agua fria, como los galactomananos y suele mezclarse con ellos. La estructura
general (Yokota et al., 1979) serfa la siguiente:

—3)-a-D-Glcp-(1-3)-a-D-Glep-(1-+4)- o-D-Glep-(1—>
Aunque Gorin et al. (1988) apuntan que es necesaria una estandarizaci6on de‘

la metodologia para establecer bien, en todas las especies estudiadas, las
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proporciones de los enlaces. También es considerada por Common (1991) como

marcador taxonomico al estar presente en la familia Parmeliaceae.

Otros glucanos con enlaces (1-3) y (1>4): En general son polisacaridos
cuyo porcentaje en el talo es pequefio, variando desde el 0,5 al 15%:

a-D-Glucanos: Existen varios trabajos en los que, por distintos métodos se
aislan a-D-glucanos con los enlaces citados. Por ejemplo, Nishkawa et al. (1974),
estudiando 4 especies de Cladonia aislaron un polisacarido similar al nigerano
con una razon de enlaces 53:47. En Parmelia caperata la razén de enlaces (1-53) y
(1->4) dada por Takeda et al. (1970) fue de 1:1. En Ramalina usnea Gorin y
lacomini (1984) lograron aislar un glucano del sobrenadante de una
precipitacién con solucién de Fehling con una razén de enlaces 76:24. De
especies del género Stereocaulon se aisl6 al menos un glucano (1-3) y (1->4) con
una proporcion de dichos residuos de 3:1, parcialmente ramificado en las
posiciones 3,4 6 2,3 (Takahashi ef al., 1981).

B-D-Glucanos: En 1972, Takeda y sus colaboradores lograron aislar de
Evernia prunastri un B-D-glucano que, con una proporcién de residuos (1-3) y
(1>4) de 3:1, se diferenciaba del liquenano por su solubilidad en agua fria. Los
glucanos extraidos de especies del género Usnea son controvertidos. En algunos
casos los analisis de GLC-MS junto con degradacién de Smith revelan una
razén 1:3 para los enlaces (1—33) y (1->4). En ofros, como el que es

comercializado por Sigma, el glucano aislado es de tipo liquenano.

B-D-Glucanos con enlaces (1-6): este tipo de glucano, denominado
también pustulano, se encuentra en gran cantidad sobre todo en la familia
Umbilicariaceae, aunque también se ha detectado (si bien en poca proporcion)
en otras especies no relacionadas con esta familia. Es soluble en agua caliente y
precipita al enfriarse. Es lineal y estd descrito que se encuentra acetilado en

proporciones variables segtin la especie (Nishikawa et al., 1970).
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Heteropolisaciridos: Desde principios de siglo existen datos de
polisacaridos con manosa y galactosa (Ulander y Tollens, 1906) aunque los
datos exactos acerca de la homogeneidad, estructura, etc. son sin duda mas
recientes y cada vez mas numerosos. El procedimiento para aislarlos es el
descrito por Karrer y Joos (1924): tras una extracciéon con agua caliente se
precipitaban con solucién de Fehling, aunque en ocasiones otros protocolos son
requeridos. La cantidad relativa de este tipo de polisacarido varfa segan la
especie y puede llegar a ser un componente predominante como en Peltigera
aphtosa, en el que constituye el 48% del peso seco del talo. En otros casos puede
ser solo el 0,5%.

La mayorfa de las investigaciones estructurales de estos galactomananos han
sido realizadas por el equipo de Iacomini y Gorin. En una ae las revisiones,
Teixeira et al. (1995) han propuesto, a la vista de los trabajos realizados por
varios autores, la existencia de 5 grupos (méas uno misceldneo) basdndose en la
zona anomérica de los espectros de ¥C RMN. Esta clasificacion muestra la
existencia de similitudes intragenéricas e intrafamiliares aunque en algunos
casos existian marcadas diferencias dentro del mismo género y familia.

Las estructuras de estos galactomananos parecen ser tinicas y complejas. En
general estan constituidas por un esqueleto de a-(1-—>6)-manosa con diferentes
sustituyentes (por los que pueden diferenciarse). Gorin y lacomini (1984)
aislaron los galactomananos de Cetraria islandica y Ramalina usnea hallando dos
tipos de estructuras diferentes para cada especie. La unidad repetitiva de la
primera y segunda especie se representan en la Figura 5.

En un estudio comparativo de especies de Cladonia (Iacomini et al., 1985) se
observé que los polisacaridos que precipitaban con la solucién de Fehling eran
similares entre ellos pero distintos a los de otros géneros. Sin embargo, los
polisacaridos que no precipitaban mostraron diferencias significativas entre las
distintas especies comparadas, incluyendo dos cuya morfologia externa es casi
indistinguible (C. confusa y C. alpestris). En general, dichos sobrenadantes
estaban constituidos principalmente por galactofuranosa, que es un

componente coman entre los ficobiontes.
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Estructura A

Estructura B

Figura 5. A: Galactomanano muy ramificado de C. islandica. B: Galactomanano
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Figura 6. Diferentes fragmentos de estructuras propuestas para los
galactomananos de varias especies de Cladonia. Figura tomada de Woranovicz

et al., (1997).
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Woranovicz ef al., (1997) estudiaron estos galactomananos'en otras especies
de Cladonia (C. signata, C. imperialis, C. furcata, C. clathrata) concluyendo que
tienen fragmentos de estructuras en comdn (Figura 6) y se diferencian por la
abundancia de cada una de ellos.

Heteropolisacaridos de algunas especies de la familia Umbilicariaceae han
sido estudiados por Kjelberg y Kvernheim (1989). En dicho trabajo, realizan una
extraccién con alcali. El material polisacaridico que obtienen se fracciona por
columna de intercambio i6nico, obteniendo varias fracciones con wuna
composiciéon en monosacaridos diferente. Analizan la fraccién mayoritaria y
concluyen que las dos especies estudiadas, U. pustulata y U. spodochroa tienen
un galactomanano similar cuya estructura basica repetitiva es o-D-Manp-(1-6)
con uniones en 0-2, 0-4 (6 ambas) de cadenas cortas de o-D-Manp-(1-2) 6
(1-3). Toda la galactosa eran unidades de B-D-galactofuranosa unida a la
cadena principal por O-4 6 como secuencias de B-D-Galf(1—3) 6 (1-5). Las
diferencias observadas entre las especies se debian a abundancia de las
diferentes cadenas laterales.

De Evernia prunastri también se han logrado aislar heteropolisacaridos
(Teixeira et al., 1994) cuyas estructuras basicas coinciden con los fragmentos 1, 4
y 5 de la figura 6 pero ademaés contienen cadenas laterales dé a-D-Galp-(1->2)-
D-Glcp- y a-D-GlcpA-(1-53)-D-Glc-. Este tipo de polisacarido segn los autores
es similar a los descritos en Parmotrema cetratum, P. sulcata, Cetraria islandica y
Usnea spp., pudiendo indicar alguna relacién del micobionte. |

Dentro del género Stereocaulon, Takahashi y colaboradores (1981) observaron
que existian especies cuyo componente soluble en agua fria (de una extraccion
con agua caliente) podia ser bien un glucano p-(1-56), bien un
heteropolisacarido conteniendo galactosa, manosa y glucosa. El componente
insoluble era en ambos casos el glucano citado.

De los hongos basidiomicetos liquenizados también' se han aislado
heteropolisacaridos en muy pequefia cantidad y sus estructuras han resultado

bien diferentes de las demas, estando constituidos principalmente por una
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cadena de a-D-Manp-(1-3) sustituida en posicién O-4 6 en O-4 y O-2 por p D-
Xilp (Tacomini et al., 1987).

24. Apiicaciones de los polisacaridos

En el apartado anterior ya hemos hablado de una de las posibles
aplicaciones de los polisacaridos fangicos: el empleo como marcadores
quimiotaxon6micos. Ya en 1968, Bartnicki-Garcfa agrup6 los hongos en ocho
divisiones utilizando los componentes mayoritarios de la pared: quitina y
glucanos. Posteriormente los trabajos de Leal y Bernabé (1998) han demostrado
que en la fracci6bn soluble en &lcali y agua de las paredes celulares de
numerosos Ascomycetes se encuentra un heteropolisacarido caracteristico para
cada género o grupo de hongos relacionados. Este heteropolisacarido es
constitutivo de la pared ya que es sintetizado siempre y puede relacionar los
anamorfos con sus teleomorfos correspondientes. Un ejemp16 de la aplicaci6n
de los polisacéridos en taxonomia es el llevado a cabo por Ahrazem et al. (1999)
en el que al analizar los heteropolisacéridos caracteristicos de la pared de
Penicillium vermoesenii determinan que su estructura es similar a la de otros
heteropolisacaridos del género Fusarium y no coincide con la de aquéllos
aislados de Penicillium. Esto, junto al estudio de morfologfa del hongo, les lleva
a proponer que P. vermoesenii estdi mas relacionado con Fusarium que con
Penicillium o Gliocladium.

En los hongos liquenizados, Teixeira et al. (1995) propusieron este tipo de
heteropolisacarido, que también se hallaba en el talo aunque de forma mas
compleja, como un marcador que relacionarfa los tipos de hongos entre si.

Desde otro punto de vista, los polisacdridos han sido frecuentemente
utilizados como inhibidores de procesos tumorales y replicacion virica.
Centrandonos en aquellos aislados de liquenes podemos citar los experimentos
de Hirabayashi et al. (1989), quienes utilizando un p-(1-56) glucano
parcialmente acetiiado y posteriormente sulfatado de Umbilicaria esculenta
lograron inhibir in vitro el efecto citopatico del virus HIV 'y suprimir la

expresi6n antigénica en las células Molt-4. Este tipo de polisacarido, extraido
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de diversas especies de la misma familia Umbilicariaceae, también ha sido
ensayado en la inhibicién de sarcoma-180 implantado en ratones. En la
experiencia mostr6 un efecto en dicha inhibicion positivo, aunque también se
detectaron cambios hepaticos (Nishikawa et al., 1970). En otra serie similar de
estudios se ensayaron diferentes extractos acuosos de distintas especies: Evernia,
Acroscyphus y Alectoria que fueron caracterizadas como glucanos con distintas
proporciones de enlaces a-(1-3)(1>4) y p-(1-3)(1->4). Los resultados de
inhibicién del sarcoma fueron en algunos casos del 100% (Takeda ef al., 1972).
Mas actualmente Carneiro y colaboradores (1997) demostraron que un glucano
a-(1-+3)-a-(1->4) extraido de Ramalina celastri tenfa efecto | citotéxico contra
células HeLa. Incluso en plantas de tabaco el liquenano se mostr6, entre otros
polisacaridos ensayados, eficiente en la inhibici6n virica (Stiibler y Buchenauer,
1996).

Con el desarrollo de varios métodos como el enzimoinmunoensayo o la
inmunofluorescencia indirecta se han probado las propiedades antigénicas de
varios heteropolisaciridos y ast han podido detectarse contaminantes fangicos
en alimentos (Kamphuis, 1992) o enfermedades en el hombre o animales

(Zimmerman ef al., 1989).

3. FILOGENIAY EVOLUCION

El estudio de la filogenia de los hongos liquenizados resulta bastante
complejo. En ello influyen tanto las condiciones peculiares de estos organismos
(dualidad micobionte-fotobionte) como los diversos puntos de vista y formas de
abordar este problema.

Gargas (1995), analiz6 la relacién de numerosos liquenes, utilizando material
genético del micobionte que comprendia 250 secuencias aiineadas de ADN
nuclear de la subunidad pequeiia del ribosoma (SSU rADN). Demostr6 el
origen polifilético de estos organismos ya que la simbiosis se va desarrollando
en el tiempo y puede surgir en varios grupos de forma independiente. Parece

demostrado entonces que el hongo puede pertenecer a diferentes grupos, pero,
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sin embargo, el alga parece mostrar menor variacién genotipica (De Priest,
1999).

Centrandonos en los hongos liquenizados Euascomicetos la evolucion y
posicién sistemitica de los diferentes grupos que lo componen también és
controvertida. Basandose en la morfologia del apotecio, Tehler (1996) propone
unas posibles relaciones entre los ordenes, pero existe controversia con los
resultados de algunos anélisis basados en marcadores genéticos (Berbee y
Taylor, 1992). Las relaciones entre las familias pertenecientes a un mismo orden
también son estudiadas por técnicas moleculares, asi como la circunscripcion de
géneros a una determinada familia (Crespo y Cubero, 1998). Los estudios de
este tipo son bastante recientes por lo que se hace necesario una intensificacién
de los mismos asi como la busqueda de otros marcadores que corroboren las

hipoétesis filogenéticas.

OBJETIVOS

Los objetivos que se persiguen podrian clasificarse dentro de dos tipos.
1. Cualitativos, para llegar a conclusiones de caracter taxon6émico:

Dentro de este tipo se incluye el aislamiento, purificacién y determinacién de la
estructura de los componentes polisacaridicos de talos de diversas especies de
liquenes pertenecientes a diferentes familias del orden Lecanorales:
Parmeliaceae, Umbilicariaceae y Cladoniaceae. La determinacién de las
estructuras polisacaridicas permitiréi, mediante comparacién, realizar
inferencias acerca de la posicién taxonémica de cada grupo de géneros aqui
relacionados. .

2. Cuantitativos, para llegar a conclusiones de caréacter ecofisiologico:
Dentro de este tipo se incluye la cuantificacién estacional de las diferentes
fracciones a lo largo de varios ciclos anuales. Se emplearan dos tipos de talos
pertenecientes a dos especies diferentes con notables diferencias en cuanto a su
seleccion de habitat (considerando, ademads, diversas variables de caracter
ambiental). Se llevara a cabo una aproximacién estadistica al anélisis estacional

de la variabilidad observada.



MATERIAL Y METODOS



Material y Métodos 26

1. RECOLECCION Y PREPARACION DEL MATERIAL EMPLEADO

1.1. Familia Parmeliaceae
- Platismatia glauca (L.) Culb. ef Culb. fue recogida el 21 de enero de 1998 sobre
Pinus sylvestris en Valsain, Navacerrada, Madrid a 1450 m.
- Pseudevernia furfuracea L. (Zopf) fue recogida el 20 de marzo de 1997 sobre
Pinus sylvestris en Valsain, Navacerrada, Madrid a 1450 m.

1.2. Familia Umbilicariaceae
- Lasallia pustulata (L.) Hoffm. recogida el 20 de marzo de 1997 sobre roca
granitica en La Silla de Felipe I, San Lorenzo del Escorial, Madrid.
- Lasallia hispanica (Frey) Sancho & Crespo recogida el 13 de julio de 1997 sobre
roca granitica en el puerto de La Morcuera, Madrid a 1430 m.
- Umbilicaria polyphylla (1.) Baumg. recogida el 20 de septiembre de 1997 sobre
roca granitica en el puerto de La Morcuera, Madrid a 1430 m.
- Umbilicaria crustulosa (Ach.) Harm. subsp. crustulosa Lich. recogida el 20 de
septiembre de 1997 sobre roca granitica en el puerto de La Morcuera, Madrid a
1430 m.

1.3. Familia Cladoniaceae
- Cladonia rangiformis Hoffm. recogida el 27 de noviembre de 1997 sobre suelo
calizo en la Urbanizacién Los Reguerones, Toledo a 1000 m. |
- Cladonia foliacea (Huds.) Willd. recogida el 27 de noviembre de 1997 sobre
suelo calizo en la Urbanizacién Los Reguerones, Toledo.
- Cladonia iberica recogida el 27 de noviembre de 1997 sobre suelo calizo en la

Urbanizacion Los Reguerones, Toledo.

2. EXTRACCION Y PURIFICACION DE LOS POLISACARIDOS
Del material desecado se emple6 de 30 a 100 g para la extraccion de los

polisacéridos. El procedimiento de dicha extraccién se muestra en la Figura 7.



TALO SECO DEL LIQUEN (aprox. 50 g)
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Figura 7. Esquema de un primer fraccionamiento de los polisacaridos de las especies recolectadas.
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Previamente, los talos fueron lavados tres veces con agua del grifo y una vez
con agua destilada, separando cuidadosamente otros contaminantes vegetales.
En el caso de las especies de Cladonia, al estar en contacto con el suelo, los talos
fueron exhaustivamente lavados y raspados hasta que no parecieron
desprender mas tierra. Se secaron en estufa con corriente de aire a 60°C.

En este primer fraccionamiento, el niumero de veces que se extrajo el talo,
bien con agua o con sosa, no fue el mismo en cada especie. Las extracciones se
continuaron hasta que no se aprecié precipitacién en los extractos al tratarlos

con etanol.

2.1. Familia Parmeliaceae.

Las dos especies de esta familia se comportaron de manera similar en el
proceso de extraccién de los componentes polisacaridicos. Se realizaron tres
extracciones con agua y tres con sosa 1 M.

La fraccién Al (200 mg) se resuspendié en 10 ml de H;O destilada y se
centrifugé 15 min a 4000 rpm. El sobrenadante se denomin6 A1S y el
precipitado A1l

La fraccién A2 se centrifugé 15 min a 4000 rpm, lavandose el precipitado
con HO destilada tres veces. Los sobrenadantes se juntaron y liofilizaron
(A2S). El precipitado se liofiliz6 (A21).

De la fraccién F1 se tomaron 2 g para diferenciar la parte soluble en agua

F1S de la insoluble, F1I, mediante 4-5 extracciones con 50 ml H20.

2.2. Familia Umbilicariaceae

Para obtener los polisacéridos de las especies de esta familia se realizaron
de tres a cuatro extracciones con agua en autoclave y fres extracciones con
alcali.

La fraccién Al después de dializar se liofilizo6.

A2 después de dializar se centrifugé 15 min 4000 rpm, lavandose el
precipitado con HzO destilada tres veces. Los sobrenadantes A2S se juntaron y

liofilizaron. El precipitado A2I se liofiliz6.
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La fraccion F1 tuvo el mismo tratamiento que la anterior.

2.3. Familia Cladoniaceae

S6lo se realizé una extraccion con agua en autoclave y tres con NaOH, 24 h
a T2 ambiente. Al obtener mucho residuo después de las extracciones con alcali,
se realizaron cuatro extracciones mas con NaOH 1 M (500 ml cada una) en
autoclave, denominandose F1 1. Después del dializado se separaron por
centrifugacién dos fracciones, una soluble en agua (F11S) y otra insoluble (F1
1I). La fraccién F2 fue el residuo que qued6 después de estas extracciones. El

resto de las fracciones se trataron igual que en la familia Parmeliaceae.

2.4. Precipitaci6n con solucién de Fehling y propanol

241 Licor de Fehling

El licor de Fehling ha sido utilizado por diversos autores (e.g., Aspinall et al.,
1977) para precipitar selectivamente polisacdridos con enlaces (1->6).

Las fracciones solubles en agua (200 mg), se resuspendieron en 10 ml de
H;O destilada. Después de centrifugar se obtuvo, en algunos casos, un pequefio
precipitado que se diferenci6 en la nomenclatura adoptada afiadiendo una “I”
al nombre de la fraccién correspondiente. A los sobrenadantés se afiadieron 5
ml de soluci6n de Fehling separandose un precipitado por centrifugacion. El
sobrenadante (en la nomenclatura seguida, afadiremos “SC”) se dializ6 en
primer lugar frente a HCl 10 mM (para eliminar el cobre réstante) y después
frente a agua. A continuaci6n se filtr6 por una resina mixta AG 501-X8 (D) y se
liofilizo.

Para eliminar el cobre fijado a los polisacaridos precipitados con el reactivo
de Fehling, (en la nomenclatura seguida afiadiremos “PC”) se adicioné bien
HCI 10mM, dializandose frente a agua, o bien resina DOWEX H* 50 WX 4,

centrifugando. El producto final se liofiliz6 en ambos casos.
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2.4.2 Precipitacién con propanol

Las fracciones de F1S fueron sometidas a precipitacién diferencial con
propanol (Corsaro, et al, 1998): 25-100mg de estas fracciones se disolvieron en 1
ml de HoO destilada, adicionando 0.8 ml de 2-isopropanol y dejandolo
precipitar toda la noche en nevera. Se centrifugaron a 4000 rpm separando un
sobrenadante (diferenciado en la nomenclatura al agregar “SP” al final del
nombre de la fraccién) y un precipitado (diferenciado en la nomenclatura al
agregar “PP” al final del nombre de la fraccion).

2.5. Fraccionamiento en columna

2.5.1. Fraccionamiento en columna de exclusién molecular

100 mg de fraccién soluble disulelto en 2 ml de agua destilada se centrifug6

a 13000 rpm 15 min. El sobrenadante se carg6 en dos tipos de columnas:
» Columna de Sephacril 5-300 (90 x 2,5 cm) en condiciones de FPLC en un
equipo LKB (bomba Pharmacia P-500) con agua destilada como eluyente
a un flujo 2 ml/min.

» Columna de Sepharose CL-6B (90 x 2,5 ¢cm) con agua destilada como

eluyente a un flujo 0,6 ml/ min.

En ambos casos se recogieron fracciones de 3 ml determinindose su
contenido en carbohidratos mediante el método del fenol-sulfarico (Dubois et
al. 1956). Se tomaron 50 ul de muestra y se afiadieron 250 pl fenol al 5% en agua
y 1,25 ml 4cido sulftrico, midiendo el valor de la absorbancia a 485 nm. Para
comprobar que en cada pico elufa un solo polisacérido, en lugar de reunir todas
las fracciones del mismo se tomaron lotes de 5 tubos (15 ml) y se liofilizaron por
separado para analizarlos por 1H-RMN.

Las columnas se calibraron con patrones de dextrano T-500, T-70, T-10 y
vitamina Bi2. Pesos moleculares: 500.000 Da, 70.000 Da, 10.000 Da y 1.355 Da

respectivamente.
2.5.2.  Fraccionamiento en columna de intercambiog iénico

Entre 100 y 200 mg de fraccién soluble en agua se resuspendi6 en 3 ml de
HO destilada y centrifugé a 13000 rpm 15 min. El sobrenadante se carg6 en
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una columna de DEAE Sepharose CL-6B (30 x 4 cm. Flujo 0,3ml/min,
4ml/tubo), equilibrada con tampén Tris-HCl 10 mM pH 7;5. Se eluy6 una
fraccién neutra con tres veces el volumen de la columna (en la nomenclatura se
agreg6 una “n” al final del nombre de la fracci6n) y otra al aplicar un
gradiente con cinco veces el volumen de la columna (en la nomenclatura se
agreg6 una “g” al final del nombre de la fracci6n) de NaCl de 0 a 1M. Cada
tubo se controlé por fenol-sulftirico de la misma forma que el caso anterior y
los correspondientes a un mismo pico (el n® de pico si hubo mas de uno se

indic6 entre paréntesis) se juntaron, concentraron, dializaron y liofilizaron.

2.6. Procesado de las fracciones insolubles A21 y F11

A2I y FlI se sometieron a dos procesos sucesivos: un lavado con agua, que
no rindi6 una fraccién significativamente diferente, y un posterior tratamiento
con sosa. En este tltimo tratamiento se realizaron de tres a cinco lavados y
centrifugados con NaOH 1 M. Tras la dialisis de las dos partes, se diferenciaron
tres fracciones: |

» un residuo insoluble en alcali (A2I a, F11 a) ,

> otra que se hizo soluble en sosa y que al dializar 3 dias frente a agua se

mantuvo soluble (A2I b F11 b)
» y por tltimo, otra que precipit6 en dicha didlisis (A2I ¢, F1I ¢).

2.7. Complejo glucano-quitina '

100 mg de F2 se sometieron a hidrélisis parcial (HCl 0,5 M 1 h 100°C;
Boissiere, 1987) con objeto de destruir el polisacarido residual y liberar el
glucano asociado a la quitina. Se obtuvo un sobrenadante F2S y un resto F2I al
que se le adicion6 30 ml NaOH 1 M (3 veces) dejando un residuo F2I a y
solubilizando un glucano, F21 b. '
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3. ANALISIS QUIMICO DE LOS POLISACARIDOS

3.1.Determinacién de proteinas |

La valoracién colorimétrica de protefnas se realiz6 mediante el método de
Bradford (1976).

Una cantidad de 0,8 ml de muestra conteniendo 10 ug de polisacarido se
mezcl6é con 0,2 ml de reactivo sin diluir, leyendo la absorbancia a 595 nm. -las

lectura obtenidas se refirieron a una curva de seroalbumina bovina de 5-20

pg/ml.

3.2.Determinacién de los dcidos urénicos

Para la deteccion de los 4cidos urénicos se utiliz6 el método colorimétrico
del carbazol (Bitter y Muir, 1962). La muestra conteniendo 50;500 pg de acidos
se completa a 0.5 ml con agua destilada y afiaden 3 ml de 4cido sulftrico en frio,
calentando en agua hirviendo durante 15 min. La mezcla se énfrio y se afiadi6
0.1 ml de carbazol al 0,1% en etanol dejandolo reaccionar durante 2 h y

midiendo 1a absorbancia a 525 nm.

3.3.Reduccion de los polisaciridos dcidos

Este tratamiento facilita el anélisis por metilacion de los polisacaridos que
contienen grupos carboxilo, ya que al reducirlos con borodeuteruro sédico, el
i6n que contiene el hidroxilo correspondiente al carboxilo reducido presentara
dos unidades mas de masa, debidas a la incorporacién de dos atomos de
deuterio. Para la reduccién de los polisacéridos se emple6 el método descrito
por Taylor y Conrad (1972). Primero 15 mg del polisacarido se pasan por resina
intercambiadora de iones DOWEX 50WX 4, afiadiendo después 400 mg de
carbodiimida y ajustando el pH a 4.7 con HCl si fuera necesario. Se dej6 en
agitacion 2 h. Entonces se adicion6 5 mg de borodeuteruro sédico y se ajust6 el
pH a 7.0 dejandolo 1h en agitacién. Se dializ6 frente a agua al menos 3 dfas y
liofilizo. ' |
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3.4.Hidr6lisis de los polisaciridos
Los polisacaridos (5-10 mg) se hidrolizaron con 1 ml de acido en diferentes
condiciones:
» Hidrolisis con H:SO4 2M, durante 5 h a 100°C.
» Hidrolisis con TFA 5M, 1 h a 120°C.
» Hidrolisis con TFA 5M, 5 h a 100°C.

3.5.Derivatizacién y anilisis de los polisaciridos
3.5.1. Preparacién de acetatos de alditol

Después de hidrolizar, se afiadié 1 mg de inositol como patrén interno y se

procedio a la eliminacién del 4cido, neutralizando con exceso de BaCOs en el caso

del H;SOs, o por evaporacién en rotavapor en el de TFA. Los productos de la
hidrélisis de los polisacaridos son sustancias no volatiles, por ello fue necesario
derivatizarlos para su identificacién posterior por CGL. Después de eliminar el
BaSQ, insoluble por centrifugacion, la muestra se seca en estufa de aireacion y se
resuspende en 1 ml de HO. Se anadi6é de 1 A10 mg de borohidruro sédico,
dejando reducir durante la noche los monosacéridos formados. Posteriormente el
exceso de borohidruro se eliminé con HC112.5 N, se sec6 en rotavapor y se lavé 3
veces con 2 ml de metanol. De entre los derivados que puéden formarse, se
eligieron los acetatos de alditol por producir un Gnico derivado volatil de cada
monosacarido, dando lugar a cromatogramas mas simples. Para ello se adicion6
250 pl de anhidrido acético y 250 ul de piridina, calentando la muestra 1h a
100°C y secandola después en rotavapor (Laine ef al, 1972). Los azdcares
neutros fueron identificados y cuantificados mediante CGL de acuerdo con el
método utilizado por Gé6mez-Miranda et al., (1981). |

3.5.2. Cromatografia gas-liguido
Se empled un equipo de la casa Perkin Elmer, modelo- Autosystem, con

detector de ionizacion de Ilama, utilizindose una columna de silice fundida
SPB-1 (30 m x 0,25 mm; 0,25 um espesor de la pelicula). El gas portador fue

helio a una presién de 30 psi. Inyector y detector se programaron a una
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temperatura de 250°C. Los distintos componentes de la muestra se separaron
mediante un programa de temperaturas que comienza isotérmicamente a 180°C
y se mantiene durante 4 min. para luego subir a raz6n de 15°C min hasta los
240°C, temperatura que se mantiene durante 8 min. El tiempo total del analisis
fue de 16 min. El pico de cada azicar en el cromatograma se identific6
comparando su tiempo de retencion con los de patrones analizados en idénticas
condiciones. La cuantificacion se realiz6 atendiendo al 4rea de los picos y a los

factores de respuesta de los azticares.

3.5.3. Metilacién de los polisaciridos
La metilacién efectiva del polisacarido depende del grado de ionizacion de

los hidroxilos libres, por tanto, es fundamental efectuar la reaccién en un medio
basico con el fin de conseguir que dichos grupos hidroxilo se transformen en
alcoxilos. Existen varios métodos de metilacion. En este trabajo se utilizo el
método de Ciucanu y Kerek (1984) modificado por Needs y Selvendran (1993).

El polisacarido (1-3 mg), previamente reducido si contenia dcidos urénicos,
se disolvio6 completamente en 1 ml de DMSO en un baﬁb ultrasénico. Se
afiadieron entre 50 y 100 mg de hidréxido sédico, sonicando durante 25
minutos. A continuacién se enfrié el tubo y se afiadi6 0,5 ml de yoduro de
metilo, dejandolo sonicar 2 h. Los productos de la reaccién, recogidos con 2 ml
de cloroformo-metanol (1:1), se dializaron frente a agua durante 48 h,
posteriormente frente a etanol-agua (1:1) durante 24 h y finalmente, se
evaporaron a sequedad. |

El polisacarido metilado se hidroliz6 para obtener azicares parciaimente
metilados, que se redujeron y acetilaron para convertirlos en sus
correspondientes acetatos de alditol parcialmente metilados. La reduccién y
acetilacién se realiz6 segln el método de Laine y col. (1972) con una dnica

modificacion, que consistié en reducir con NaBD;,
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3.5.4. Rotura reductora

El método utilizado fue descrito por Gray (1987). Consiste en la rotura
reductora de todos los enlaces glicosidicos en un polisacarido totalmente
metilado, obteniéndose anhidroalditoles parcialmente metilados que una vez
acetilados, se analizaron directamente por CGL-EM. Este método permite
distinguir entre la piranosas sustituidas en O-4 y furanosas sustituidas en O-5.

Los tubos empleados para la reaccién, junto con un imén pequefio, fueron
sililados con 300 pul de piridina y 300 pl de BSTFA en agitacién durante 1 h a
temperatura ambiente, para evitar problemas que se originan por la presencia
de trazas de agua. A continuacién, se vaciaron y se enjuagaron con 2 ml de
metanol. Por Gltimo se mantuvieron en una estufa a 120°C durante 30 min,,
dejandolos enfriar en el interior de un desecador. !

El polisacarido permetilado (0,5-1 mg) se disolvié en 2 ml de diclorometano
seco y se pasé a un tubo previamente sililado. Se sec6 bajo atmosfera de argén.
Con agitacion vigorosa, se afadieron rapidamente 100 pl de triétilsﬂano y 100 pl
de triflato de trimetilsililo, se burbuje6 argén antes de tapar y se puso de nuevo
en agitacion a T.A. durante 5-6 h. Al cabo de este tiempo, se afiadieron 2 ml de
metanol y una resina intercambiadora DOWEX AG 501-X8(D) (Bio-Rad) para
neutralizar. Se dejé reaccionar durante unos 15 min agitando y se comprobo el
pH, que tiene que ser neutro. A continuaci6n se filtré a través de algodén y se
lavé 3 veces con 1 ml de metanol la resina. Los sobrenadantes se juntaron y este
filrado se evapor6é a sequedad en el rotavapor a temperatura ambiente.
Después se acetil6 por adicién de 0,25 ml de piridina y 0,25 ml de anhidrido
acético, calentando a 100°C durante 1 h. Los acetatos de anhidroalditol
parcialmente metilados obtenidos fueron sometidos a un analisis combinado
CGL-EM, en una columna capilar de silice fundida de SPB-1 (30 m x 0,25 mum;
espesor de la pelicula 0,25 pm). Se utiliz6 un programa de temperaturas que

comienza a 150°C (3 min) para luego subir, a razén de 3°C min!, hasta 210°C.
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3.5.5. Anilisis de esgectrometn’a de masas

Los acetatos de alditol parcialmente metilados, se analizaron mediante

CGL-EM en un cromatografo de gases modelo Autosystem de Perkin-Elmer,
con una columna capilar de silice fundida de SPB-1 (30 m x 0,25 mm; espesor de
la pelicula 0,25 um), con helio como gas portador. |

Se utiliz6 un programa de temperaturas que comenzaba con 160°C durante
1 min para luego subir, a razén de 2°C min?, hasta 200°C y los compuestos
eluidos se detectaron con un detector de masas Q-Mass de Perkin-Elmer. La
ionizacion se llev6 a cabo por impacto electrénico. La fragmentacion que
experimentan los acetatos de alditol parcialmente metilados mediante impacto
electrénico, ha sido estudiada con gran detalle (Jansson et al., 1976). De los
fragmentos primarios y secundarios obtenidos en el espectro de masas, se
deduce el tipo de sustitucién de los monémeros en la mayoria de los casos,
excepto en el caso de furanosas sustituidas en O-5 y las piranosas sustituidas en
O-4 (Latgé et al., 1994; Mischnick y De Ruiter, 1994). La cuantificacin se realiz6
atendiendo al drea de los picos en los cromatogramas obtenidos por CGL-EM.

3.6.ODbtencién del nticleo de manosa

En galactomananos con cadenas laterales de galactofuranosa podemos
obtener el nicleo central de manosa hidrolizando parcialmenté con H>504 0.1 N
5h, 100°C que rompen dichas cadenas laterales de galactofuranosa y dejan libre
un nacleo resistente de manosa. Tras la didlisis el niticleo asi obtenido se
liofiliz6.

Si las cadenas laterales son de galactopiranosa la hjdrélisils parcial debe ser
mas fuerte, con TFA 0.16 M, 18h, 100°C (Woranovicz ef al., 1997)

3.7.Acetolisis del polisacarido
Mediante este método (Stewart y Bayou, 1968) se hidrolizan selectivamente
los enlaces (1-—6). De este modo, 50-100 mg del polisacarido purificado que se
desee estudiar se resuspenden en 50 ml de anhidrido acético: dcido acético:

acido sulftrico en proporcién 10:10:1 manteniéndose tres dias en agitacién.
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Posteriormente se afadieron 50 ml de agua y los fragmentos acetilados del
polisacarido se extrajeron con 100 ml de cloroformo (2 veces). La capa organica
se lavé 3 veces con agua y se sec6. Después se resuspendié en 20 ml de
met6xido s6dico (30mg Na en 20ml metanol) dejandose desaéetilar 20 min. Se
centrifugé y se lavé el residuo con metanol, juntando los sobrenadantes y
llevandolos a sequedad en rotavapor. Al disolverlo en agua se neutralizé con
resina DOWEX 50WX 4 que fue eliminada por centrifugacion.. El sobrenadante
neutralizado se llev6 a sequedad en rotavapor.

3.8.0xidacién con periodato y degradacién de Smith

50 mg de polisacéridos insolubles (A2 y F1I) se suspendieron en 25 ml de
H>O adicionando otros 25 ml de periodato sédico 0.03M. Se realizé también un
blanco y un patrén con 3.33 pmol/ml de glucosa. Cada dia y empezando por el
1°(T0), se toman 20pl de muestra y se diluyen en 5 ml de HzO, midiendo la
absorbancia a 223 nm. Cuando el consumo de periodato se estabiliza, se da por
terminada la oxidacion.

Después de la oxidacién con periodato la muestra se dializ6 frente a agua
y a continuacién se afiadi6 75 mg de borhidruro sédico dejandola reducir 16 h
(T.A.). Tras una nueva didlisis se liofiliz6. El polisacarido resultante se someti6
a hidrolisis y derivatizacién de la forma en que se describi6 en los apartados
34,351y3.52. '

Los azicares que contengan grupos hidroxilo contiguos son oxidados a
dialdehidos con ruptura entre los dos carbonos del azficar y consumo de 1
molécula de peryodato por molécula de azhcar. Si los residuos contienen
grupos hidroxilo en tres carbonos adyacentes se produce también en la
oxidacion acido f6rmico, como es el caso de los polisacaridos con uniones
(1-»6). Para oxidarse necesitan 2 moléculas de peryodato ;por molécula de
monosacarido, rindiendo una molécula de dicho acido. Después de la hidrolisis
se obtendréa glicerol. Las unidades no terminales unidas pof enlaces (1-2) 6
(1-4) se rompen con una molécula de peryodato, no liberando écido férmico y

dan despu¢s de la hidrélisis eritritol o treitol. Los polisacaridos con enlaces
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(1-3) no se degradan, obteniéndose los monémeros que habfan antes del

proceso.

3.9.Determinaci6n de N-acetilglucosamina
3.9.1. Hidrélisis de la quitina
5-10 mg de la fraccién F2I a se someti6 a dos tipos de hidrolisis:
» HCl 6N, 4 h a 100°C.El residuo se centrifugé (F2I al) y la parte soluble
(F2I aS) fue la empleada en los andlisis colorimétricos.
» H3S04 6N, 4 h a 100°C.El residuo se centrifugé (F2I aI) y la parte soluble
(F2I aS) fue la empleada en los analisis colorimétricos.
3.9.2. Método colorimétrico
A F2I aS se adicion6 2 ml de H:2O0 y se tom6 0.2 y 0.4 ml para las
determinaciones, llevindose a sequedad en rotavapor. Posteriormente se
afadié 1 ml de H>O y 0.25 ml de reactivo acetilacetona incubandolo 1h a 90°C.
Tras enfriar se afiadi6 2 ml de etanol absoluto y 0,25 ml de reactivo de Erlich,
dejandolo reaccionar 15 min a ta. La absorbancia se midi6 a 530 nm. Recta
patron de 10 a 100 pg de N-acetil-glucosamina.
Reactivo de acetilacetona: acetilacetona al 4% en carbonato sédico 1.25 N.
Reactivo de Erlich: 1,6 g de p-dimetilbenzaldehido. 30 ml de etanol. 30 ml
de HCl conentrado. '
3.9.3. Identificacién de glucosamina por HPLC
10pl de la fraccién F2I aS (hidrolizada de la forma descrita en el apartado
anterior) se inyectaron en una columna de HPLC y se determinaron los

aminoaztcares empleando para ello métodos estandarizados.

3.10. Anilisis elemental del residuo
Después de la hidrélisis este residuo se dializé y sec6 para analizar sus

componentes esenciales por analizador de masas.
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3.11. Determinacién de grupos acetilos

50 mg de A2S se suspendieron en 50 ml NaOH 0.02 M 16 h a temperatura
ambiente. Se llevaron a sequedad en rotavapor y se resuspendieron en 5 ml de
agua de los que se tom6 1 ml ahadiendo 1 ml de patrén interno acido
propionico (1 mg/ml) y 0.2 ml de ac. sulftirico al 50%. Las sales formadas se
extrajeron con eter etflico en frio, quedéndonos con la fase organica. Se analiz6

por cromatografia de gas-liquido con programa isotermo a 140°C.
4. METODOS FiSICOS DE ANALISIS DE LOS POLISACARIDOS

4.1. Espectroscopia de infrarrojos

De 0.5 a 3 mg de polisacarido se maceraron con 300 mg de KBr para formar
una pastilla en una prensa Perkin-Elmer. El espectro se realiz6 en un
espectrometro Bruker IFS 28 Equinox.

Los espectros de IR se obtuvieron con el fin de determinar si existia
contaminacién proteica y dar una idea del tipo de polisacérido. que era. Ademas
nos dan informaci6n sobre la configuracién o o § del polisacarido en algunos
casos, asi como la presencia de grupos de tipo N-acetilo, carboxilo o sulfato que
tienen unas bandas caracteristicas (Barker y col., 1956). Para detectar la
presencia de 4cidos ur6nicos, los polisaciridos se analizaron en forma acida,
previo paso por una resina intercambiadora de iones DOWEX'50WX 4.

Ademas el espectro de infrarrojos puede confirmar el grado de metilacion
del polisacarido ya que cuando ésta es completa, desaparece la banda a 3500
cm! caracteristica de los grupos hidroxilos libres del carbohidrato.

4.2. Tonizacién desorcién por liser asistida por matriz-espectrometria de
masas de tiempo de vuelo: MALDI-TOF '
Con este método se determinaron los pesos moleculares de los
oligosacaridos de muestras provenientes de acetolisis. Para ello se prepar6 una
solucion de acido 2,5-dihidroxibenzoico (10 mg/ml), mezcldndose volumen a

volumen con la muestra.
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4.3. Resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de RMN a diferencia de otros métodos fisicos, no es una
técnica destructiva y por ello es posible examinar un polimero sin degradarlo ni
modificarlo, recuperando el material intacto. La aplicacién de las técnicas de
RMN actuales permite, en determinados casos, obtener la secuencia de los
polisacaridos.

El espectro monodimensional de 'TH-RMN proporciona los desplazamientos
quimicos y las constantes de acoplamiento de los residuos que componen el
polisacarido. Los protones anoméricos de las hexosas tienen su zona de
resonancia separada de la del resto de los protones de la ﬁlolécula, lo que
permite determinar el ntimero de monosacaridos diferentes (o0 iguales, pero con
entornos distintos) que tiene el polisacirido y la estereoquimica de los enlaces
glicosidicos (c o B).

Las muestras se prepararon disolviendo de 10 a 30 mg de polisacdrido en
0,7 ml de D:O y centrifugando a 10.000 g durante 20 min para eliminar
precipitados. Los espectros de TH-RMN se registraron a 40°C, en un aparato
Varian XL-300 a 300 MHz. Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm
(8) con relacién al pico residual de HOD (4,61 ppm a 40°C).

5. ESTUDIO DE LAS VARIACIONES ESTACIONALES DE LAS FRACCIONES
POLISACARIDICAS.
5.1. Recogida del material
Fl material fue recogido en las siguientes localidades:
Pseudevernia furfuracea L. (Zopf):
»  sobre tronco de Pinus sylvestris en Valsain, a 1450 m. Madrid.
UTM: 30TVL142191.3
»  sobre ramas de Pinus sylvestris en el margen de la presa del
Pradillo, Rio de la Angostura (Lozoya), a 1000 m. Madrid. UTM:
30TV1.256228. '
Lasallia pustulata (L.} Mérat:
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»  sobre roca granitica en el melojar de La Silla de Felipe IL El
Escorial. Madrid. UTM: 30TVK025915.

5.2. Extraccion de los polisacaridos

Se tomaron muestras de 15 g de talos en cada localidad a finales de los
siguientes meses: agosto 1997, noviembre 1997, enero 1998, mayo 1998, agosto
1998, noviembre 1998, enero 1999 y mayo 1999. Tras lavar tres veces con agua y
separar bien otros materiales, se secaron en estufa de aireacién a 60°C. Se
realizaron tres repeticiones del protocolo de extraccion, partiendo de 5 g de talo
cada vez, como se muestra en el esquema de la Figura 8. No se realiz6 una
purificacién de la fraccion Al de las dos especies, ni de A2 de L. pustulata.

La fraccién A2 (P. fufuracea) se dividi6 en 4 partes, con 50-200 mg de
muestra en cada lote. Cada uno de ellos se resuspendi6 en 40 ml de agua
caliente, se congel6, descongel6 y centrifugé separando el sobrenadante. El
precipitado se lavé dos veces con agua fria. Los sobrenadantes se juntaron y se
obtuvieron, tras liofilizar, dos fracciones: A2S (soluble en 'agua fria) y A2I
(insoluble). '

La fraccién F1 (Lasallia y Pseudevernia) se dividi6 en cinco partes, con 50-200
mg de muestra cada una. Estos lotes se resuspendieron en 40 ml de agua
caliente, se congelaron, descongelaron y centrifugaron a 4500 rpm, separando el
sobrenadante y lavando tres veces con agua fria el precipitado. Los
sobrenadantes se juntaron y, tras liofilizar, se obtuvieron dos fracciones: F1S

(soluble en agua fria) y F1I (insoluble).



TALO SECO DEL LIQUEN (© g)

Extraccién con HO (200 ml) en
autoclave a 120°C 20 min (3 veces)

Filtrar por 3 capas de gasa
I I
Fraccion soluble Fraccién soluble
Extracci6n con

Precipitar con etanol (v/v) NaOH 1M (150 ml)
Centrifugar a 4500 rpm (3 veces) a T.A.

Sobrelnad ante Pre'cipitado Fraccici)nr soluble Fraccion insoluble

Precipitar con etanol (v/v)
Dializar Centrifugar a 4500 rpm .
Liofilizar Dializar 1 : Dializar
Liofilizar ~ Sobrenadante Precipitado Liofilizar
—_— Dializar
FRACCION A2 Liofilizar ~FRACCION F1
Extraccién con .
Extraccién con
H,0 (3 veces) H:0 (4 veces)
R | L L,
Sobrenadant.e N Precipitado Sobrenadante Precipitado
i Liofilizar | Liofilizar |p
FRACCION Al A2S A2l FRACCION FO F1S F11 | | FRACCION F2

Figura 8. Protocolo de extraccién de polisacaridos para el analisis estacional.
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5.3. Variables meteoroldgicas

Los valores medios mensuales de temperatura, precipitacion y dias de
niebla se obtuvieron a partir de los registros de las estaciones meteorolégicas
cercanas: Puerto de Navacerrada (llamada ‘Puerto’), Rascafria (llamada ‘El
Paular’) y San Lorenzo del Escorial (llamada ‘Llanilios’). De esta tltima s6lo se
obtuvieron los datos del periodo comprendido entre diciembre de 1997 a mayo
de 1999. Del resto de estaciones meteorolégicas se dispuso de datos para todo el
periodo estudiado (agosto 1997-mayo 1999). Para el analisis estadistico se

calcularon los valores medios trimestrales de cada una de estas:variables.

5.4. Analisis estadistico
Los procedimientos estadisticos empleados para el anlisis de los datos

estacionales son los siguientes:

5.4.1. Correlaciones simples entre fracciones |

Para verificar la existencia o no de relacién lineal entre las proporciones de
las diferentes fracciones dentro de cada especie, se realizaron correlaciones
simples entre los pesos de las fracciones (A1, A2S, A2l, F), F1S, FlI y F2) en
cada estacién del afio para cada una de las dos especies. Al estar calculando
muchas estimaciones, la probabilidad de que alguna de ellas sea significativa
por azar es alta. Por este motivo, se aplicé la correccién de Bonferroni.

5.4.2. Correlaciones simples entre fracciones y variables ambientales

Para verificar si la variacion en los pesos de las fracciones estaba relacionada
con variaciones de tipo ambiental, se llevaron a cabo correlaciones simples entre
estos pesos (fracciones Al, A2S, A21, ), F1S, F1I y F2) y las medias de las tres
variables ambientales por separado: temperatura, precipitacioh y dias de niebla
(para cada una de las dos especies). Como en el anterior caso, se aplicé la
correccion de Bonferroni. '

5.4.3. Anilisis de las componentes principales

Para comprobar la consistencia de los resultados anteriores se realiz6 una
nueva aproximaciéon, empleando en este caso un método multivariante, el

Analisis de las Componentes Principales (PCA). Con este procedimiento
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estadistico las variables que estin correlacionadas se agrupan entre s en
factores independientes, disminuyendo el namero de compara‘ciones a realizar.
Se realiz6 un PCA diferente para cada especie. Las variables incluidas dentro de
cada PCA fueron los pesos de todas las fracciones (A1, A2S, A2], F0, F1S, Fil y
F2). El conjunto de variables empleado fue previamente normé]jzado mediante
transformacioén logaritmica. Se realiz6 rotacion de los ejes (Varimax). Dentro de
cada analisis, s6lo se consideraron los factores con autovalores mayores que 1
(Nie et al. 1975). Los componentes principales obtenidos en cada PCA fueron
correlacionados con las variables ambientales, también normalizadas, citadas
anteriormente.

5.4.4. Anilisis de la varianza maltiple

Para determinar la existencia de diferencias estacionales entre el conjunto de
los pesos de todas las fracciones (consideradas conjuntamente dada su
naturaleza polisacaridica comdn) se llevaron a cabo andlisis de la varianza
maltiples (MANOVA) para cada una de las especies estudiadas. Los factores
incluidos en el modelo fueron la estacion del afio (4 categorias), el afio (2
categorias) y, en el caso de Pseudevernia, se incluy6é un factor poblacion (2
categorias). En éste dltimo caso, el modelo de MANOVA fue reducido,
considerandose solo los efectos simples (efecto estacion del afio, efecto afio y
efecto poblacién), ast como el efecto triple o interaccién entre estos tres factores.
Los demds efectos no aportan informacion relevante alguna, por lo que no se
consideran. Se incluyeron como variables dependientes los pesos de las
fracciones A2S, A2I, F1S, F1I y F2 logaritmizadas. Las fracciones A1y H), al ser
sobrenadantes y estar correlacionadas con algunas de las anteriores fracciones
(o precipitados) no fueron incluidas en este analisis. Previamente se demostré
estadisticamente que tal exclusién no afectaba a los resultados, empleando para
ello un analisis de covarianza maltiple (MANCOVA). En éste, se compararon
los pesos de las fracciones A2S, A2], F1S, Fl1l y F2 empleandko los tres factores
antes citados y, como covariantes, las fracciones A1 y FO (Tabla 1 para

Pseudevernia y Tabla 2 para Lasallia).
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Todas las fracciones
Factor A de Wilks F r
Estaci6én 0,105 7,709 0,000*
Poblacién 0,667 3,294 0,016*
Afio 0,301 15,325 0,000*
Interaccién 0,384 2,526 0,004*:

Tabla 1. Resultados del MANCOVA de las fracciones A2S, A2, F1S, Fll y F2 de
Pseudevernia con covariantes A1 y F0. Con asterisco se resaltan los resultados
estadisticamente significativos.

Todas las fracciones
Factor AdeWilks R (Rao) 2
Estacién 0.033 6423  <0.000*
Afio 0.271 7.392 <0.004*
Interaccién 0.023 7.827 <0.000*

Tabla 2. Resiiltados det MANCOV A delas fracciones A2S, A21, F1S, Fll y F2 de
Lasallia con covariantes A1 y F0. Con asterisco se resaltan los resultados
estadisticamente significativos.

5.4.5. Anilisis de la varianza parciales

Para investigar la existencia de diferencias estacionales dentro de cada una
de las fracciones estudiadas (A1, A2S, A2], F0, F1S, F1I y F2, consideradas por
separado en este caso) se realizaron anilisis de la varianza (ANOVA)
empleando como variable dependiente cada una de las fracciones anteriores y
con 2 o 3 factores (Lasallia, 2 factores: estacioén del afio y afio); (Pseudevernia, 3
factores: estacion del afio, afio y poblaci6n). En aquellos casos jen los que el peso
del precipitado estuvo correlacionado con el del sobrenadante (o pudiera
afectar en alguna medida) se incluy6 éste en el analisis como covariante, con el
fin de eliminar su efecto (ANCOVA).

En todos los casos, los requerimientos de normalidad de las muestras y
residuos se cumplieron (test de Shapiro-Wilk: todas las variables p>0,09). Los
test de paralelismo no resultaron significativos. La homogeneidad de la muestra

se cumplié mayoritariamente.
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5.5. Estudio cualitativo estacional en la fraccion F1S de L. pustulata.

Para conocer si existia variacion en la composicion del polilsacarido segtn el
paso del tiempo, se escogi6 la fraccion F1S de L. pustulata para realizar un
estudio estructural. Para ello, 120 mg de dicha fraccién extraida en cada una de
las 8 estaciones (desde agosto de 1997 a mayo de 1999) se purificaron por
cromatografia de intercambio i6nico, segin se detalla en el aﬁartado 25.2. Las
fracciones purificadas se trataron con propanol (apartado 2.4.2) y los productos
separados mediante este tratamiento se analizaron por GC-MS (apartado 3.5.2)
y -H-RMN (apartado 4.3).



RESULTADOS
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1. FAMILIA PARMELIACEAE.

1.1.Resultados del fraccionamiento
Talos de P. furfuracea y P. glauca fueron sometidos al protocolo de extraccion
descrito en el apartado 2 de Material y Métodos.
Las fracciones mayoritarias en ambas especies fueron A2I (extraida con agua en
autoclave e insoluble en agua fria), F1I (extraida con alcali e insoluble en agua fria) y

F2 (residuo de las extracciones anteriores, insoluble en agua y alcali) (Figura 9).
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Figura 9. Porcentajes de fracciones extraidas respecto a gramo de talo seco.

1.2.Analisis preliminar de las fracciones extraidas con agua (A1y A2)

El espectro de infrarrojos de la fraccion soluble en agua fria (A1S) mostr6 bandas
intensas a 1650 y 1560 cm! caracteristicas del grupo -CO-NH- de las proteinas. La
determinacién colorimétrica mediante el método de Bradford, dio un contenido de
proteinas del 20%. El rendimiento en monosacaridos de esta fraccion en las dos
especies (Tabla 3) fue muy bajo probablemente debido a que contenia otros
monomeros acidos o fenoles, ademas de las proteinas.

El espectro de A2S mostr6 bandas a 800, 850 y 930 cm-! confirmando la existencia
de enlaces tipo o en el polisacirido. Aunque el monosacarido mayoritario fue

glucosa, también contuvo manosa y galactosa (Tabla 3).
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Los espectros de las fracciones All, en las dos especies estudiadas, mostraron
bandas especificas de lipidos (1740, 2850 y 2920 cm1) que confirmaban también que
el bajo rendimiento de monosacéridos obtenido en la hidrélisis acida de esta fraccion
era debido a su presencia y no a una hidrélisis incompleta.

Las fracciones polisacaridicas insolubles de las dos especies (A2lI) estaban
constituidas principalmente por glucosa (Tabla 3). Su espectro de infrarrojos fue
similar en las dos especies, mostrando la banda caracteristica dé enlaces tipo B (890

cm'?).

1.3. Anilisis preliminar de las fracciones extraidas con NaOH (F1)
El residuo de la extraccién con agua fue extraido con NaOH 1M obteniéndose las
fracciones polisacaridicas F1S y FI1L En la fraccién F1S el monosacarido mas

abundante fue galactosa seguido de manosa y glucosa (Tabla 3).

P. furfuracea _
Monosacéridos -

AlS All A2S A2l F1S F1I F2
xilosa - 2 - - - - -
ramnosa - 3 - - - - -
arabinosa - - - - - - 2
manosa 11 8 12 5 20 19 13
galactosa 10 9 11 4 36 14 11
glucosa 5 8 55 86 12 13 16
Total: 26 20 78 95 68 46 43

_ P, glauca
Monosacaridos

AlS All A2S A2l F18 F11 F2
ramnosa 2 - - - 2 - -
arabinosa - 1 - - - 1 -
manosa 12 5 12 2 17 i 22 14
galactosa 11 3 9 - 18 17 10
glucosa 9 7 17 50 11 26 16
Total: 32 16 39 52 48 67 40

Tabla 3. Porcentajes de los monosacaridos obtenidos tras hidrélisis de las distintas
fracciones, determinados mediante cromatografia de gases como acetatos de alditol.
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En P. glauca se detect6 ademas una pequefa cantidad de ramnosa. Su espectrb de
infrarrojos result6 similar al de algunos mananos descritos por otros autores, con
bandas a 810, 880 y 920 cm. |

F1 monosacéarido predominante de la fraccion insoluble en agua (F1I) fue glucosa
y en su espectro de infrarrojos se observé una banda a 890 cm?. La presencia de
manosa y galactosa en proporciones pequefias, asf como otras bandas en el espectro a

810 y 780 cm! pusieron de manifiesto la posible complejidad de la muestra.

1.4.Anilisis de la fraccién F2

La hidrolisis del material insoluble con agua caliente y slcali (F2) liber6, en
ambas especies, manosa, galactosa y glucosa (Tabla 3). El rendimiento en aztcares
neutros fue bajo (40-43%), ya que este residuo podria contener también N-acetil-
glucosamina, como indicaban las bandas a 1560 y 1650 cml de su espectro de
infrarrojos. Se eligi6 la fraccion F2 de la especie P. furfuracea para tratar de separar los
componentes de la muestra mediante hidrélisis parciales con acido seguido de
extracciones con NaOH (apartado 2.7. de Material y Métodos). Los porcentajes de las
fracciones, fueron : F2I (insoluble en 4cido): 12% de los cuales se obtuvieron dos
fracciones, F2I b (fraccién extraida con NaOH): 4%, F2I a (residuo de la extraccién):
8%.

El espectro de infrarrojos (banda de absorciébn a 890 cm?) y el anilisis de
monosacaridos de la fraccién F2I b demostraron que era un f-glucano.

La fraccion F2I a, después de ser lavada con metanol y NaOH 1M, se someti6 a
hidr6lisis acidas con HCl y con HzSOs (apartado 3.9. de Material y Métodos). La
determinacién colorimétrica de aminoaz(cares en los hidrolizados rindié porcentajes
similares para las dos hidrélisis ensayadas. % de aminoazticares respecto a F2I .a:
HCl: 9,3%, H2S04: 9,5%.

Al analizar los hidrolizados por HPLC se identific6 el aminoazicar como
glucosamina, en proporciones similares (5-11%) a las detectadas mediante el método

colorimétrico.
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Fl residuo final, (F2I aI) se analiz6 mediante espectroscbpia de infrarrojos
(Figura 10). El analisis elemental rindi6 los siguientes porcentajes de los elementos
hallados:

59,2% de Carbono, 7% de Hidrégeno, 1,3% de Nitrégeno y 32,4% de Oxigeno. La

formula empirica deducida de estos resultados fue:

{Co0 Hize Oz N1, 7

Transmitancia (%)

0 |

Nimero de onda {cm™)

Figura 10. Espectro de infrarrojos del altimo residuo (F2I 4I) del talo de Pseudevernia
furfuraceq.

1.5. Purificacion de las fracciones solubles A2S y F1S

1.5.1. Cromatografia de exclusién molecular de las fracciones solubles

Las fracciones A2S y F1S (200 mg) se resuspendieron en un pequefio volumen de
agua (2 ml) y se centrifugaron, reservando el sobrenadante.

Al resuspender en agua dichas fracciones, se obtuvo una pequefia cantidad
(menor del 5%) de un residuo insoluble (A2S I, FIS I) compuesto de glucosa
principalmente (Tabla 4).

El material que permaneci6 soluble después de centrifugar se liofiliz6 (A2S S y

F1S S) y su composicién monosacaridica se recoge en la Tabla 4. 100 mg de cada una
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de estas fracciones se disolvi6 en agua y se cargé en una columna con gel de
Sepharose CL 6B (apartado 2.5.1. de Material y Métodos) para su anélisis mediante
cromatografia de exclusién molecular.

Se recogieron fracciones de 4 ml y, en cada pico detectado Iznediante el método
colorimétrico del fenol-sulfarico, se hicieron lotes compuestos por el contenido de 5
tubos consecutivos, liofilizandolos. Al material de estos lotes se hizo un espectro de
1H-RMN observandose diferencias entre ellos. Esto significaba que habfa una mezcla
de polisacaridos en estas fracciones que no se podia separar con el gel de Sepharose
CL 6B.

. 1.,5.2. Tratamiento con reactivo de Fehling. Determinaci(‘)ﬁ de mon6meros

Como las dos fracciones solubles (A2S y F1S) contenfan manosa (Tabla 3), se
decidi6 tratarlas con solucién de Fehling (apartado 2.4. de Material y Métodos), que
precipita preferentemente mananos en configuracién (1-—6), separandolos asi de
otros polisacaridos que quedan en solucién tras el tratamiento. En ambas especies se
obtuvo un precipitado. '

Fl sobrenadante (fracciones A28 SC y F1S SC) representé proporciones
semejantes en las dos especies (4-2% del total). Pero los porcentajes de
monosacaridos de las fracciones A2S SC y F1S SC fueron diferentes (Tabla 4).Las
fracciones que precipitaron con reactivo de Fehling, A2S PC y F1S PC (1-2%),
mostraron un mayor contenido en manosa y galactosa que la muestra original y que
el sobrenadante particular (Tabla 4). El espectro de infrarrojos de éstas fue similar
para las dos especies estudiadas. Se apreciaron bandas a 785, 810, 880, 915 y 980 cm!
que correspondian en su mayoria a bandas caracteristicas de a-mananos descritos
por otros autores (Michell y Scurfild, 1969). También se observ6 una banda a 1420
cm! (correspondiente a las sales de éacidos carboxilicos). Se llevé a cabo la
determinacién colorimétrica de los mismos mediante el método del carbazol. Los

resultados del ensayo dieron porcentajes de acido entre el 12% y el 20%.



Resultados 52

P. furfuracea P. furfuracea

M arid

ONoSacATIAON TS SC A2S PC A25S  A251 |FISSC FISPC FISS  FISI
arabinosa - - - - - - 1 -
manosa 14 24 14 9 17 36 20 10
galactosa 11 23 12 5 24 34 33 5
glucosa 36 10 32 73 19 9 20 55
Total: 61 57 53 87 61 78 74 70

g P. glauca P, glauca

M ari

OnOSacATIOSt 76 SC A2S PC A2SS A2S1 |FISSC FISPC FISS FISI
xilosa - 1 - 2 3 - - -
ramnosa - - - - 7 - 3 -
Jarabinosa - - - - - 2 - -
manosa 16 26 21 7 22 33 23 12
galactosa 13 21 17 5 24 27 32 8
glucosa 41 8 24 76 16 7 14 58
Total: 70 57 62 0 72 69 72 77

Tabla 4. Porcentajes de los monosacaridos obtenidos tras hidrélisis de las
distintas fracciones, determinados mediante cromatografia de gases como acetatos de
alditol.

1.5.3. Cromatografia de exclusién molecular mediante FPLC en Sephacryl S-

300 y anilisis de las fracciones obtenidas
Los polisacaridos separados mediante el tratamiento con solucién de Fehling

(sobrenadantes y precipitados) se filtraron por gel de exclusién molecular como se
describe en el apartado 2.5.1. de Material y Métodos, para comprobar su pureza.

En la Figura 11 se aprecia que los polisacdridos eluian en un amplio rango
debido a su naturaleza polidispersa. ,

El perfil de elucion de las fracciones A2S SC de P. glauca y P. furfuracea, mostro
un pico mayoritario de alto peso molecular, que se separ6 de una pequefia
proporcion de un componente de menor tamano. La fraccién principal se metil6 para
determinar los tipos de enlaces, detectandose los derivados procedentes de residuos
de glucosa unida en (1-53) y (1—>4) en proporciones 7:3 respectivamente. También se
detectaron pequefias cantidades (<10%) de galactosa y manosa. El espectro de
infrarrojos revel6 bandas caracteristicas del isoliquenano a 800, 845 y 925 cm! (Figura
12).
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Figura 11. Separacién en columna de Sephacryl S-300 en FPLC de las fracciones
solubles en agua fria obtenidas tras precipitar con solucién de Fehling. Las flechas
indican la zona de elucién de los patrones dextrano T-500, T-70, T-10 y vitamina B

12.
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P. furfuracea y P. glauca

Transmitancia (%)

—— P. furfuracea A2S SC
P. glauca A2S SC

IIlilllilllilllillIilllilllilllilllilllilllilllilllilll
2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600
-1

Figura 12. Espectros de infrarrojos de las fracciones A2S SC de P. furfuracea y P.
glauca.

En la fraccién A2S PC se obtuvo un solo pico que ocup6 la mayor parte del perfil
de elucién. Los andlisis de "H-RMN mostraron que en él coeluian un manano
(mayoritario) y un glucano.

La fraccién F1S SC de las dos especies eluy6 en dos picos (Figura 11). En el
polisacarido del primer pico se detect6 mayoritariamente 2,5,6-trimetil-
galactofuranosa, derivado obtenido a partir de galactofuranosa unida en (1-3). En el
polisacarido del pico segundo, los residuos mayoritarios fueron 2,3,5,6- y 2,3,4,6-
tetrametil-galactosa y 3,4,6-trimetil-manopiranosa, procedentes respectivamente de
residuos terminales de galactofuranosa y galactopiranosa y de manopiranosa unida
en (1-52).

El perfil de elucion de la fraccion F1S PC mostré la presencia de dos picos en
ambas especies (Figura 11), siendo mayoritario el de menor peso molecular. Por
analisis de metilacién y resonancia magnética nuclear, se observé que ambas
fracciones eran parecidas y ademas, su espectro de RMN era muy semejante al de la
fraccion A2S PC. Los residuos identificados tras la metilacién fueron galactopiranosa
terminal, manopiranosa unida en (1-6), (152,6) y (152,4,6) y glucosa enlazada en

(1-3).
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En general, el aislamiento de los polisaciridos mediante precipitacion con
solucién de Fehling fue de gran utilidad para la purificacion de F1S PC (residuos tras
la metilacién: galactopiranosa terminal, manopiranosa unida en (1-6), (1-26) y
(1-2,4,6)), pero tiene dos inconvenientes importantes. Uno es la posibilidad de no
recuperar el polisacarido libre de cobre, lo que puede acarrear problemas en el
andlisis de metilacién y el segundo es que la muestra puede fragmentarse durante el
tratamiento con HCL. Para evitar estos problemas y teniendo en cuenta que estos
polisacdridos contenian &cidos urénicos, se llevé a cabo otro tipo' de purificacién que
presumiblemente no alteraria las propiedades de la muestra, cuyos resultados se

describen a continuacion.

1.5.4. Cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Segharose SL 6B
La fraccién F1S se filtr6 por gel de intercambio iénico como se describe en el

apartado 2.5.2. de Material y Métodos, para separar sus componentes. En la Figura 13

se muestran los perfiles de elucién de la cromatografia.

P. furfuracea P. glar‘ma
-1 08 1
2 M s 2 S
< 04 g = O
3 - 052 5 04- L 05
g -k ,
= : = )
2 - 2 .
< <
0 ° J T T "Jl T T 0 O ! - 0
[Tp] I~ o [ [=]
s § § R &
Volumen de elucién {ml) Volumen de elucién {ml)

Figura 13. Cromatografia de intercambio i6nico en columna de DEAE-Sepharose CL
6B de la fraccion F1S de P. furfuracea y P. glauca.
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En ambas especies se obtuvo una fraccién que no se retenfa, o fraccion neutra
denominada F1Sn. Parte del material qued6 retenido en la columna y eluy6 al aplicar
el gradiente de NaCl, recogiéndose tres fracciones: F15g(1), F15g(2} y F1Sg(3).

1.5.5. Precipitacién con 2-propanol

Aunque la fraccién neutra eluy6 en un solo pico, los analisis de "H-RMN
parecian indicar que contenia una mezcla de productos. Lo mismo ocurria en las
fracciones eluidas al aplicar el gradiente. Por ello, se trataron todas ellas con 2-
propanol (apartado 2.4.2. de Material y Métodos) que precipita preferentemente
mananos. En todos los casos, se separaron proporciones variables (Tabla 5) de un
material, que precipit6 al afiadir un volumen de isopropanol, de otro polimero que
permaneci6 en disoluci6n. Es interesante destacar que en la fraccién neutra de ambas
especies se obtuvo mas material soluble que precipitado, ocurriendo lo contrario en

las fracciones gradientes.

F1S P. furfuracea
Fraccion neutra Fracciones gradientes
FRACCI
CCION F1Sn FiSg(1) F1Sg(2)  FiSg(d)
sobrenadante 1 10 3 2 1
precipitado 2 4 10 24 31
] F1S P. glauca _
Fracci6n neutra Fracciones gradientes
¥ |
RACCION FiSn FiSg(1) FiSg2)  FiSg(d)
sobrenadante 1 12 7 1 -2
precipitado 2 2 11 15 15

Tabla 5. Porcentajes de las fracciones, después de filtrar por columna y precipitar con
propanol respecto a la fraccion inicial F1S. El porcentaje restante hasta llegar a 100
corresponde al residuo (F1SI).
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1.6.Metilacién y anilisis de las fracciones F15n y F15g

Los espectros de “H-RMN de las fracciones obtenidas tras la precipitacion con
isopropanol de la fraccion neutra indicaron que no se habia conseguido una buena
separacion de la mezcla de polisacaridos que lo componian. Los espectros del-H-
RMN de las fracciones gradientes que no precipitaron con isopropanol, que eran
minoritarias, parecian contener una mezcla de polisacaridos en P. furfuracea. En el
caso de P. glauca no rindieron carbohidrato. Por tanto se descarté un analisis
posterior de todas estas fracciones, centrandonos en las fracciones gradientes que
precipitaron con propanol. En primer lugar se realiz6é un carbazoi para comprobar el
porcentaje de grupos acidos que contenian cada uno de los tres precipitados de las
dos especies. En general el porcentaje hallado fue alto (variando del 4 al 20%) y en los
dos casos, la fraccién que eluy6 en segundo lugar present6 mayor proporcion de
4cidos ur6nicos que la tercera. Por tanto, en algunos casos, antes de permetilar el
polisacarido, se redujo el grupo ~-COOH de los residuos de acidos urénicos (apartado
3.5. de Material y Métodos), ya que sin esta etapa no se detec’;carian ni el residuo

acido ni el residuo contiguo a él. Los resultados se detallan en las Tablas 6y 7.

-

T;E‘f;’c‘:e F1Sn SP F1Sg(1) SPF1Sg(1) PPF1Sg(2) SPF15g(2) PPF1Sg(3) PP Esq
alp-(1—> trazas 22 37 29 37 40 -
alf-(1-> 8 34 - 24 - - -

—»3)-Galf-(1-> 1 - - - - - -
—5)-Galf-(1— 28 - - - - - -
—3)-Glcp-(1—> 50 25 - - - 5 -
-—»4)-Glcp-(1-—> 14 2 - - - - -
-»3,6)-Glep-(1— - 2 - - - 1 -
—3)-GlcpA-(1—> - - - - - 5 -
—2,3)-GlepA-(1— - - - - - 2 -
—3,6)-GlcpA-(1— - - - - - 1
L»2)-Manp-(1— - - - 1 - - 1
—>6)-Manp-(1—> trazas 11 24 34 24 26 99
—»2,6)-Manp-(1—> - - - 1 - 3 -
»2,4,6)-Manp-(1—> - 4 39 11 39 17 - |

Tabla 6. Tipos de enlace deducidos de los analisis de metilacion y rotura reductora de
la fraccién F1S de P. glauca. En el caso de la fraccion F15g(3) PP, el polisacarido se
redujo con NaBDy antes de la metilaci6n.
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Tipos de enlace| F1Sn SP F15n PP F1Sg(1) SP F15g(1) PP F15g(2) PP F1Sg(3) PP

I(gaip-(m 2 25 24 51 42 50
alf-(1-» 26 - 9 - - -
—3)-Galf-(1-—> 23 1 - - - -
—»5)-Galf-(1— 20 38 6 - - 3
—3)-Glcp-(1—> 6 9 25 2 11 6
—4)-Glep-(1— - 12 1 - - -
—>2,3)-Glcp-(1— _ 5 - - - - -
—3,6)-Glep-(1—» | trazas - 2 - - -
—)2)-ClcpA-(1——> - - - - 1 -
—3)-GlepA-(1— - - - - 11 -
—2,3)-GlcpA-(1—> - - - 2 -
Hexp-(1— trazas - - 2 -
—6)-Manp-(1— 1 9 12 26 19 25
—2,3)-Manp-(1— - 3 - -
—2,6)-Manp-(1—> trazas 5 8 3 9 -
52,4,6)-Manp-{(1—> 1 1 18 12 16

—»2)-Ramnp-(1—

->3)-Ramnp-(1— - - - - -
F)Z,S)—Ramnp-(l -

Xilp-(1—>

= =]

Tabla 7. Tipos de enlace deducidos de los analisis de metilacién y rotura reductora de
la fraccién F1S de Pseudevernia futfuracea. En el caso de las fraccion acida del r
pico, el polisacarido F15g(2) PP se redujo con NaBD: antes de la metilaci6n.

Los tipos de enlace de los polisacéridos de las tres fracciones resultaron similares
entre si e idénticos a los que se encontraban al aislar el polisacarido precipitando con

solucion de Fehling (F1S PC).

1.7.Hidr6lisis parcial de F1Sg(3) PP. Obtencién y anilisis del esqueleto de
manosa.

Se eligi6 la fraccion F1Sg(3) PP para profundizar mas en la estructura de estos
polisacaridos, realizando una hidr6lisis parcial con TFA 0,1 M (apartado 3.6. de
Material y Métodos). Con este tratamiento se consigui6 obtener el “core” o esqueleto
(Esq.) del polisacarido original, que result6 ser un (1-»6) manano lineal igual en las
dos especies estudiadas (Tabla 7). El espectro de infrarrojos de este esqueleto mostro

bandas a 807-810, 875, 915-925 y 975 cm’L.
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1.8. Acetolisis de la fraccion F1Sg(3) PP

La fraccion F18g(3) PP de P. furfuracea fue sometida a hidrélisis parcial mediante
acetolisis (apaftado 3.7. de Material y Métodos). Al hidrolizar selectivamente los
enlaces (1>6) componentes del nacleo del polisacarido, obtuvimos una mezcla de
oligosacéridos, que contenfan las cadenas laterales del polisacirido original. El
tamafio molecular de estos fragmentos se analiz6 mediante espectrometria de masas
de MALDI-TOF (Figura 14). Se detectaron fragmentos con las masas caracteristicas
del ion [M+Na]* de mono-, di-, tri-, tetra- y pentasacaridos de hexosas neutras, asf
como otros de m/z 703 y 865, caracteristicos respectivamente dé un tetrasacarido y
un pentasacarido con un residuo de 4cido hexurénico y los restantes residuos
neutros.

En este caso no se detectaron oligosacaridos de alto Pm.

5 o
& 8
v ;
! 8 B
a.l o g
% I
l\f

m/z

Figura 14. Espectro de MALDI-TOF de los oligosacaridos obtenidos por hidrélisis
selectiva de los enlaces (1>6) del polisacarido F1Sg{3) PP de P. furfuraces. Los
nimeros en la figura sefialan las masas correspondientes al ion [M+Na]* de varios
oligosacaridos.

1.9.Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
Se registro el espectro de TH-RMN de las fracciones purificadas en los apartados

anteriores,
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En la Figura 15, se representa el espectro del glucano soluble en agua fria
purificado de la especie P. furfuracea. El glucano soluble extraido de P. glauca es

similar y por ello no se incluye.

Figura 15. Espectro de H'-RMN de la fraccion A2S SC de las especies P. furfuracea y
P. glauca. Las letras corresponden a los residuos relacionados en la Tabla .

En la Figura 16 se representan los espectros de 1H-RMN, de dos fracciones
insolubles en agua frfa pero que tras el tratamiento con sosa y didlisis se
solubilizaron. Una vez liofilizadas resultaron de nuevo insolubles. En el caso de P.
glauca las sefiales indican la existencia de glucosa (1-3) y (1>4) en configuracién a.

en el caso de caliente P. furfuracea se observan mezclas de senales o y 3

o Ml amtaa L e T T T T T T
5Ta 5z Bh A8 AE A4 &2 4.0 38 3.6 3.8 2z ppm

Figura 16. Espectros de las fracciones insolubles extraidas con agua caliente P.
furfuracea y P. glauca: A21 b.

Los espectros de los galactomananos de las dos especies se muestra en la Figura

17.
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A, P. glauca

C. P. furfuracea
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Figura 17. Espectros de 'HRMN de las fracciones (A) F1Sg(1) PP y (B) F1Sg(3) PP de
la especie P. glauca. Espectro de la fraccién (C) F15g(3) PP de la especie P. furfuracea.

La similitud entre los espectros es grande, pero en parte es debido a que algunas
de las sefiales de los carbonos anoméricos se juntan en un solo pico. Se observa que el
espectro mas sencillo es el primero, (A) F1Sg(1) PP de P. glauca, mientras que en los
demas aparecen mas sefiales.

Al tener a. glucurénico, el polisacarido se redujo convirtiendo éstos en glucosa

deuterada. El espectro de este polisacarido se representa en la Figura 18.
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Figura 18. Espectro de THRMN de la fraccién reducida F1Sg(3) PP de la especie P.
furfuracea.

1.10.Oxidacién con peryodato y degradacion de Smith de las fracciones
insolubles en agua
Como se observa en la Figura 16, las fracciones A2l consumieron menor
cantidad de peryodato que las fracciones FI1I. Esto puede indicar que la fracciones
A2I contienen una mayor proporcién de enlaces (1-3), ya que este tipo de enlace no se
oxida mediante el tratamiento con peryodato. '
Los monosacéridos detectados tras la degradacién de Smith de los polisacéridos
oxidados (Tabla 6) indicaron que ambas fracciones presentaban

estructuras diferentes.

Consumo de peryodato

1.4 -
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0 ¢

R [ LI ! L

umoles I0; consumidos

1 2 3 4
Dias de incubacitén

P.furfurecea A2 —-—-— P. furfuracea F11
P.glauca A21 —-—--P. glavca F1I

Figura 19. Consumo de peryodato por las distintas fracciones.
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P. furfuracea P. glauca

Monosacarido ADT F11 A2l F11
glicerol 3 10 2 13
feritritol 19 4 28 4
treitol 1 1
manosa 3 7 8
glucosa 3 19 27 18
Total: 57 41 57 43

Tabla 8. Monosacaridos, detectados por CGL como acetatos de alditol, liberados tras
la degradacién de Smith de las fracciones A21 y F1I oxidadas.

1.11. Purificacién y anilisis de las fracciones insolubles en agua (A2] y F1I)
Resuspendiendo la fraccién en sosa y volviendo a dializar (como se describe en el
apartado 2.6 de Material y Métodos) se separaron varias fracciones:
» un residuo insoluble en alcali (A21 a, F11 a)
> otra que se hizo soluble en sosa y que al dializar 3 dias frente a agua se mantuvo
soluble (A21 b F11 b)
> y por altimo, otra que precipité en dicha dialisis (A2I ¢, F1I ¢).
Los porcentajes de estas se muestran en la Tabla 9. Se analizaron por

espectroscopia de infrarrojos (Figuras 17 A y B) y metilacién (Tabja 10).

ESPECIE A2Ib  AZlc Fll a FilI b Fllc
P. furfuracea 24 55 69 12 4
P. glauca 74 10 66 21 3

Tabla 9. Porcentajes de fracciones respecto a las iniciales A21 y F1L.

En la fraccion A2, aunque se resuspendi6 bien en sosa sin dejar residuo, los
porcentajes de las fracciones y los porcentajes de los tipos de enlace obtenidos por
metilacion fueron distintos para cada especie:

e En P. furfuracea el polisacarido A2l ¢ fue mayoritario y los analisis de

metilacién fueron muy similar a A2l b, aunque este ultimo tenia
contaminacién con un manano (Figura 20 A, Tabla 9). Los espectros de masas

e infrarrojos de A2l ¢ revelaron que se trataba de un B glucano con uniones
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(1-3) y (1-4) en proporciones 1:1,7 que corresponde a lo descrito para el

liquenano, excepto en una pequefia banda a 840-860 cm-1.

o En P. glauca la fracciéon A2I b fue mayoritaria y aunque no precipito6 al dializar

frente a agua, después de liofilizar no fue soluble, volviendo asi a su

comportamiento original. Las proporciones de los enlaces (1-3) y (14)

fueron 1:2,3 y el espectro fue similar al de los o glucanos (Figura 20 A, Tabla

9). La fraccion A2I ¢ se mostr6é algo diferente, siendo su espectro de

infrarrojos similar al de los f§ glucanos y como en el caso anterior, también se

observ6 una banda a 840-860 cml. Las razones de enlaces de glucosa (1-3) y

(1->4) fueron diferentes a las de Pseudevernia (2:1).

Pseudevernia furfuracea
Tipo de enlace A21b A2lc Flla FlI'b Fllc
|Galp-(1—»> trazas - 20 8 -
—3)-Glep-(1— 42 36 55 34 37
—>4)-Glep-(1- 51 64 56 63
-33,6)-Glcp-(1— - - - -
—6)-Manp-(1-— trazas - 17 2 -
Platismatia glauca _

Tipo de enlace A2l b A2l ¢ Flla F1Ib Fllc
Galp-(1-> - 5 18 - -
—3)-Glep-(1-> 26 62 28 46 55
—4)-Glcp-(1— 74 32 3 51 30
—53,6)-Glep-(1—> - - - 1 6
Hexp-(1— - - - 2 6
—6)-Manp-(1— - 1 37 - 1
—2,4,6)-Manp-(1—> - - 14 - -

Tabla 9. Porcentajes de los tipos de enlace deducidos tras el andlisis de metilacion de

las fracciones insolubles.

El comportamiento de la fraccién F1I fue semejante en las dos especies. Gran

proporcion de dicha fracciéon no se suspendi6 en alcali (F1I 4) y probablemente

contenia una mezcla de polisacaridos. La parte que si lo hizo, al dializar frente a agua
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en su mayoria se mantuvo soluble (F1I b) y después de determinar los tipos de
enlaces mediante metilacion y el tipo de configuracion por espectroscopia de
infrarrojos se dedujo que se trataba de un glucano con enlaces g (1-3) y (1>4) en
proporcioén 1:1,1 para P. furfuracea y 1:1,6 para P. glauca. La parte minoritaria que
precipito al dializar (F1I ¢) mostré una razén de enlaces de glucosa (1-3) y (1>4) de
1:1,5. La banda a 874 cm! en el espectro de infrarrojos se debe a una contaminacion

de carbonato (Figura 20 B).
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Figura 20. Espectros de infrarrojos de las fracciones insolubles en agua fria. A:
Fraccién extraida con agua. B: Fraccién extraida con alcali.
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2 FAMILIA UMBILICARIACEAE.

2.1. Resultados de la fraccionacion
Las fracciones mayoritarias obtenidas de dos especies de Lasallia y dos de
Umbilicaria fueron las insolubles A2I, F1I y F2 (Figura 21), mientras que las

solubles representaron siempre cantidades menores del 5%.
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Figura 21. Porcentajes de las fracciones extraidas respecto a gramo de talo seco.

2.2. Anilisis preliminar de las fracciones extraidas con agua (A2y A1)
Las diferentes fracciones extraidas con agua se analizaron en primer lugar
mediante espectroscopia de infrarrojos, determinando a continuacion su

composicién en aztcares neutros por cromatografia de gases (Tablas 10 y 11).
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Los espectros de infrarrojos de las fracciones A1S revelaron la presencia de
proteina y/o aminoaztcares (bandas a 1560 y 1650 cmyl). La determinaci6n
colorimétrica de proteinas (Bradford, 1959) dio diferentes porcentajes, seg(n las
especies: L. pustulata 14%, L. hispanica: 13%, U. crustulosa: 20%, U. polyphylla: 7%.

Los espectros de infrarrojos de las fracciones A25 mostraron bandas a 810,
915, 1170 y 1730 cm!.

Las fracciones solubles, A1S y A2S, contenfan manosa, galactosay glucosa.

Los espectros de IR de las fracciones A1ll, en las 4 especies estudiadas,
mostraron bandas especificas de lipidos (1740, 2850 y 2920 cml), Asimismo,
estas fracciones contenfan menor cantidad de azGcares neutros, siendo
destacable el caso de L. pustulata, que debe estar compuesta basicamente por
lipidos. En las otras especies de esta familia, el componente glucidico de la
fraccion es un glucano. |

Los espectros de las fracciones A2I mostraron bandas a 915 y 1170 cm?
caracteristicas de B-(1->6) glucanos. Ademas, la existencia de una banda a 1730
cm! indicaba la presencia de enlaces éster en el polisacarido, que pueden
proceder de grupos carboxilicos (por ejemplo de acidos urénicos) o de otros
sustituyentes, como acetato. Tras la hidrélisis de estas fracciones se detect6

mayoritariamente glucosa (81-99%).

2.3. Anilisis preliminar de las fracciones extraidas con NaOH (F1)

La fraccién extraida con élcali y soluble en agua (F1S), presentaba coloracion
oscura debido a la presencia de pigmentos en todas las especies estudiadas. En
los espectros de IR, mostr6 bandas caracteristicas de galactomananos a 810, 880
y 915 cm. El pigmento no modific6 el espectro tipico de un polisacérido, no
observandose, en el intervalo medido, bandas adicionales a las citadas. El
analisis cromatogréfico de los productos de hidrélisis de este material demostré
que estaba compuesto principalmente por manosa, galactosa y glucosa, en
orden decreciente de abundancia (Tablas 10 y 11). En U. polyphylla y U.

crustulosa se detectaron ademas pequenas cantidades de ramnosa y xilosa.
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Monosacdrido L. pustulata :

A1S A1l A2S A2l F1S F1I
arabinosa 4 - - - - -
manosa 2 1 7 3 52 13
galactosa 2 - 5 2 18 6
Iglucosa 9 1 80 86 6 59 |
Total: 16 2 91 90 76 78

MonosacaridO L. hispanica

AlS All A2S A2l F1S F1I |
ramnosa 3 - - - - -
arabinosa - 1 - - - -
manosa 15 3 11 3 51 15
calactosa 11 2 4 1 19 8
glucosa 38 49 75 89 6 - 42
Total: 66 54 91 93 75 64

Tabta 10. Porcentajes de los monosacaridos obtenidos tras hidrolisis de varias
fracciones de especies de Lasallia, determinados mediante cromatografia de
gases como acetatos de alditol.

Monosacdrido U. polyphylia :
AlS All A2S A2l F1S FiI
xilosa 1 - - - 5 1
ramnosa 3 - - - 9 2
arabinosa 1 - - 1 -
manosa 10 3 5 3 35 15
galactosa 12 1 - - 29 12
glucosa 46 60 78 81 14 46
Total: 73 64 83 84 92 75
Monosacarido U, crustulosa
AlS All A2S A2] F15 F1l
xilosa - - - - 1 -
ramnosa 3 i - 2.
arabinosa - - 1 1 - 1
manosa 15 8 13 3 49 10
galactosa 9 3 7 - 22 ' 6
glucosa 20 41 38 9 6 52
Total: 47 53 61 100 80 68

Tabla 11. Porcentajes de los monosacaridos obtenidos tras hidrolisis de varias
fracciones de especies de Umbilicaria, determinados mediante cromatografia de
gases como acetatos de alditol.
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En el espectro de IR de las fracciones F1I se observaron bandas a 810, 865,
900, 1120 y 1370 cm! y sus principales componentes resultaron ser glucosa (59-
46%), manosa (15-10%) y galactosa (6-12%) (Tablas 10 y 11).

2.4. Anilisis de la fraccién F2

Las fracciones F2, que fueron el residuo que qued6 tras las extracciones
acuosas y alcalinas, mostr6 en el espectro de IR las bandas a 1550 y 1650 cm?
caracteristicas de los grupos CO-NH presentes en las proteinas y en los
aminoaztcares, ademas de otras bandas a 890, 1120 y 1370 cm? atribuibles a la
presencia de p-(1-3) glucanos.

En L. hispanica, U. polyphylla'y U. crustulosa, el contenido en azdcares neutros
de esta fraccién fue muy bajo (menor del 23%), mientras que én L. pustulata la
hidrélisis dio mejores rendimientos: 11% de manosa, 6% de galactosa y 51% de
glucosa.

Al ser este residuo dificilmente hidrolizable y hallarse muy pigmentado se
hidrolizé la fraccion F2 con 4cido y posteriormente el residuo insoluble se
extrajo con NaOH (apartado 2.7. de Material y Métodos). Los porcentajes de las

fracciones, respecto a la cantidad inicial de talo seco, fueron los siguientes:

U. crustulosa ~ U. polyphylla L. pustulata L. hispanica
F2I 11 3 5 4
F21 b 2 1 2 2
[F21 2 5 2 2 2

Tabla 12. Porcentajes de las distintas fracciones del residuo respecto a g de talo
seco.
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Figura 22. Espectros de infrarrojos de las fracciones finales de L. pustulata.
glucano (F2I b) y el residuo final, pigmento tipo esporopolenina (F2I al).

El espectro de infrarrojos y el anélisis de monosacéridos demostraron que la
fraccion F2I b era un B-glucano (Figura 22).

Para determinar la presencia de aminoazicares se escogi6 la especie L.
pustulata. La fraccién F2I a se lavé con metanol y NaOH 1M y se hidroliz6 en
dos condiciones diferentes. La determinacion colorimétrica de aminoaztcares
rindi6 porcentajes distintos para las dos hidrolisis ensayadas, siendo del 18% en
la hidrélisis con HCl y del 28% en la hidrélisis con H2S04.

La determinacion por HPLC permiti6 identificar los aminoazicares
presentes como glucosamina.

El residuo final, se analiz6 mediante espectroscopia de IR (Figura 22) y en el
analisis elemental se hallaron los siguientes porcentajes: 58,9% de Carbono,
6,4% de Hidrogeno, 2% de Nitrégeno y 32,6% de Oxigeno. De ellos se dedujo la

formula:

Coo Hi1y O37 N2
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1

2.5. Purificacién de las fracciones solubles A1S, A2S y F1S.

251 Cromatografia de exclusién molecular de I las fracciones
solg.blgs '

Las fracciones A1S, A2S y F1S se resuspendieron en un péqueﬁo volumen
de agua (2 ml) y se centrifugaron, reservando el sobrenadante. ;

Al resuspender en agua las fracciones A1S de las cuatro especies, se obtuvo
una pequefia cantidad (menor del 5%) de un residuo iﬁsoluble (A1S 1)
compuesto de glucosa principalmente. |

También se observé un comportamiento caracteristico y similar en las 4
especies al resuspender en agua la fraccion A2S. El residuo A2S I, constituy6
algo mas de la tercera parte de la fraccién original y en el caso de L. hispanica
represent6 la mitad. El componente principal fue glucosa (Tablas 13 y 14). El
espectro IR de las fracciones A2S I mostr6 bandas a 915 y 1170 cm?
caracteristicas de p-(1-»6) glucanos. Ademads, la existencia de una banda a 1730
¢m! indicaba la presencia de grupos acetilo en el polisacarido.:

Cuando se resuspendi6 en agua la fraccién F1S se obtuvo un residuo
minoritario, F1S I (3-11%de la fracciéon original) en cuya composicin
monosacaridica, la glucosa era el monémero mas abundante (Tablas 13 y 14)

El material que permaneci6 soluble después de centrifugar las tres fracciones
(A1S, A2S y F1S) se carg6 en una columna con un gel de Sepﬁmose CL 6B para
su analisis mediante cromatografia de exclusién molecular. l

Se recogieron fracciones de 4 ml y, en cada pico detectado mediante el
método colorimétrico del fenol-sulfarico, se hicieron lotes compuestos por el
contenido de 5 tubos consecutivos, liofilizandolos. El material de cada uno de
estos lotes se estudié por TH-RMN comprobandose que el espectro no era igual
en diferentes lotes de un mismo pico cromatografico. Esto significaba que habia
una mezcla de polisacaridos en estas fracciones que no se podia separar con el

gel de Sepharose CL 6B.
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752 Tratamiento con reactivo de Fehling, Determinacién__de

monosaciaridos neutros.

Como las tres fracciones solubles contenian mucha manosa (T ablas 10 y 11),
se decidi6 tratarlas con solucién de Fehling, que precipita preferentemente
mananos con uniones (1-»6), separandolos asi de otros polisacaridos que
quedan en solucién tras el tratamiento. |

En el caso de A1S, la mayor parte del material qued6 en solucion (A1S SOy
al analizar la composicién monosacaridica de este material que no precipit6 se
observé que se habia enriquecido en manosa y galactosa y que ademas contenia
pequefias cantidades de otros componentes, entre los que podemos destacar la
ramnosa (8% en L. pustulata y 11% en L. hispanica) (Tablas: 13 y 14). En el
espectro de infrarrojos de esta fraccién en todas las especies, se observaron
bandas a 810 y 870 cm! caracterfsticas de B-galactofuranosa. |

El material precipitado con la solucién de cobre (A1S PC, 1% del total en
todas excepto en U. crustulosa que resulto el 4% del total) estaba compuesto por
glucosa (49-53%) y manosa (13-20%) y en su espectro de IR se observaron
bandas a 820, 915 y 1170 cm! que podian indicar la presencia de un g-glucano.
La existencia de manosa y galactosa en esta fraccion podria ser un indicio de
que mediante el tratamiento con licor de Fehling precipitaban juntos un
manano (1—6) y un p-(1—6)-glucano.

Al tratar la fraccién A2S con solucién de Fehling, el material sobrenadante
(A2S SC) fue menor que el precitpitado (menor del 1% del total) y en su
espectro de IR también se detectaron bandas a 820 y 915 cm?, al igual que en
A1S PC. En casi todas las fracciones A2S SC de especies de esta familia, el
contenido en glucosa fue superior al de manosa, excepto en U. crustulosa (Tablas
13y 14). |

El material precipitado con reactivo de cobre (A2S PC aproximadamente un
1%) result6 ser, en proporcién y composicién, semejante a AZS 1y A2I (Tablas
13 y 14). Se podria decir que no se trata de dos fracciones diferentes, sino del
mismo material que se puede purificar a partir de la fraccion original A2S por

cualquiera de los dos procedimientos. El espectro de IR de las fracciones A2S
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PC fue muy similar al de la fraccion A2S I, previamente descrito, con bandas a
915 y 1170 cm! caracteristicas de B-(1—6) glucanos y la banda a 1730 cm™ que
podia indicar la presencia de grupos acetilo. Por cromatografia de gases
(apartado 3.10. de Material y Métodos), se detecté un 15% de acetato en esta
fraccién. En la Figura 23 se puede observar el espectro de infrarrojos del
polisacéarido antes y después de desacetilar. C

La fraccién F1S estaba compuesta principalmente por manosa y galactosa
(Tablas 10 y 11). Al realizar el tratamiento con licor de Fehling s6lo se obtuvo
precipitado en el caso de L. pustulata, mostrando el precipitado (F1$ PC) mayor
porcentaje de manosa que el material que no precipit6 con el tratamiento (F1S
SC) (Tablas 13 y 14). En el espectro de IR, la fraccién F1S PC se diferenci6 de

F1S SC por la presencia de una banda a 880 cm en lugar de a 860 cm™.

Monosacarido L. pustulata
A1SSC AISPC A25SC A2SPC A251 FISSC FISPC FISI
xilosa 5 - - - - :
ramnosa 8 2 - - -
arabinosa 3 3 - - -
manosa 24 13 28 7 6 50 70 10
[galactosa 25 7 13 1 2 24 11
glucosa 5 53 59 89 61 5 6 25
Total: 69 78 - 99 97 69 79 87 40
Mongsacarido _ L. hisparica
A1SSC AlISPC A25SC A2SPC A251 FI1SSC FISPC FiIS1
xilosa 4 - 1 - - - -
ramnosa 11 2 2 - - - -
arabinosa 4 3 2 - 2 - -
manosa 30 20 24 11 9 51 -
fgalactosa 33 8 9 4 19 -
glucosa 6 49 38 73 86 6 -
Total: 88 81 71 o1 9 75 }

Tabla 12. Porcentajes de los monosacéaridos obtenidos tras hidrolisis de varias
fracciones de especies de Lasallia, determinados mediante cromatografia de
gases como acetatos de alditol.
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Monosacidrido U. polyphylla

A1SSC AISPC A2SSC A2SPC A251 F1SSC FISPC FiSI
xilosa 4 - 3 - - 5 - 2
ramnosa 9 6 4 - - 9 - 3
arabinosa 3 - 2 - - 1 - -
manosa 22 7 23 2 3 35 - 14
galactosa 31 8 15 - - 29 - 12
glucosa 5 61 41 70 70 14 - 43
Total: 74 81 86 72 73 92 - 74
MonosacdaridO | U. crustulosa :

Al1SSC AISPC A25SC A2SPC  A251I F1SSC FISPC FISI
xilosa 1 - 2 1 - 1 - -
ramnosa 6 2 3 - 3 2 - -
arabinosa 1 - 2 3 2 - - -
manosa 36 17 33 24 20 49 - 21
galactosa 26 9 17 8 5 22 - 12
glucosa 5 32 10 35 66 6 - 32
Total: 75 60 2 70 9% 80 ! 65

Tabla 13. Porcentajes de los monosacéaridos obtenidos tras hidr6lisis de varias
fracciones de especies de Umbilicaria, determinados mediante cromatografia de
gases como acetatos de alditol.

Las fracciones F18 SC y F1S PC fueron resuspendidas en agua y filtradas a
través de una columna con Sepharose CL 6B. Las muestras eluyeron en un
anico pico, pero el analisis por TH-RMN de distintas fraccion;es dentro de ese
pico puso de manifiesto que su composicion era heterogénea, indicando la
presencia de mas de un polisacarido. Las fracciones eluidas de la columna tras
la filtracién de ambas muestras siguieron presentando pigmentacién marrén
oscura. Por tanto, este método de purificacién demostré no ser de utilidad en
este caso, ya que no logré separar ni la mezcla de polisaciridos de dichas

fracciones ni el pigmento que contenian.
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Figura 23. Espectros de infrarrojos del glucano acetilado (A2S) y desacetilado
(A2S desacetilado).

2.5.3. Cromatografia de intercambio i6nico de la fraccién F1S

En la Figura 24 y se muestran los perfiles de elucién de las fracciones F1S de
las 4 especies, analizadas mediante cromatografia de intercambio ionico en
DEAE-Sepharose CL 6B. Se obtuvieron dos fracciones, denominadas
respectivamente F1Sn y F1Sg. El espectro de 'H-RMN de ambas fracciones fue
muy similar. El pigmento negro que contenia la fraccion F1S qued6 fuertemente
retenido en la columna, fue eluido lavando la columna con NaOH y finalmente
se desech6. La determinacién de acidos urénicos mediante el método del

carbazol en la fraccién F1Sg dio resultados negativos.
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Figura 24. Analisis de la fraccién F1S mediante cromatografia de intercambio
i6nico en DEAE-Sepharose CL 6B. La linea discontinua indica la evolucién del

gradiente de NaCL
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2.5.4. Precipitacion con 2-propanol
Para comprobar si las fracciones F1Sn y F1Sg estaban corf\puestas por un

solo polisacarido o por una mezcla, se trataron ambas con isopropanol
(apartado 2.4.2. de Material y Métodos). En todos los casos se separ6 un
material que precipitaba al afiadir el 2-propanol de otro producto que
permanecia soluble. En la Tabla 15 se muestran los porcentajes'que representan

cada una de estas fracciones respecto al peso seco de la fraccién FIS.

L. pustulata
F1Sn F1Sg
sobrenadante 19 , 21 |
precipitado 15 16
L. hispanica
F1Sn - F1Sg
i sobrenadante 9 27
precipitado 15 21
U. polyphylla
F1Sn - F1Sg
sobrenadante 44 - 18
precipitado 11 -3
U. crustulosa
F15n . F1S5g
| sobrenadante 46 15
precipitado 10 10

s

Tabla 13. Porcentajes (con respecto a la fraccién inicial F1S) del material
obtenido tras tratar con 2-propanol las fracciones F1Sn y F1Sg. El porcentaje
restante hasta llegar a 100 corresponde al residuo FIS L
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2.6. Metilacion y anilisis de las fracciones purificadas mediante
tratamiento con isopropanol.

Los tipos de enlace de estas fracciones se determinaron mediante anélisis de
metilacién y de rotura reductora (Tablas 16 y 17). Se pudo 6bservar que las
fracciones que no precipitaban con isopropanol (F1Sn SP y F1Sg SP) se parecian
mucho entre si. Todos ellos eran manogalactanos, caracterizados por su alto
grado de ramificacién, con una elevada proporcién de residuos terminales de
galactofuranosa (30-54%) y menor cantidad de residuos terminales de
manopiranosa (6-20%).

Los polisacaridos precipitados con isopropanol (F1Sn PP y F1Sg PP) eran
también muy semejantes entre sf. Todos eran galactomananos muy ramificados.
En ellos se detect6 mayor cantidad de manopiranosa terminal (34-45%) que de
galactopiranosa terminal (10-26%). I

2.7. Obtenci6n y analisis del esqueleto de las fracciones F1Sn

En vista de la similitud entre las fracciones F1Sn y F18g, se eligié una sola
de ellas, F1Sn, para realizar otros analisis encaminados a intentar esclarecer su
estructura. Al ser polimeros muy ramificados, los resultados de la metilacion y
la rotura reductora de los polisacaridos F1Sn arrojaban un mal balance entre
residuos terminales y puntos de ramificacién (su proporci6n, tedricamente,
deberia ser 1:1), probablemente debido a deficiencias en la hidr6lisis.
Aprovechando que los residuos de galactofuranosa terminal eran muy
abundantes en algunos casos, se planteé realizar una hidrélisis parcial que
dejara al polisacarido sin una parte de las ramificaciones (apartado 3.3. de
Material y Métodos), obteniéndose el “core” o esqueleto del polisacarido
original. Los tipos de enlace de dichos esqueletos se detallan en la Tabla 18. Los
esqueletos de las fracciones F1Sn SP de las cuatro especies estaban compuestos
por los mismos tipos de residuos de manosa, pero en diferentes proporciones,

siendo muy similares entre si los de las dos especies de Lasallia.
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Tipos de enlace |- L. pustulata -
FI1SnSP FiSaPP F1S¢SP  F1S¢g PP
Galp-(1-> - - - 1
lGal-(1> 49 19 48 8"
—3-Galf-(1—> 6 2 4 trazas
—5-Galf-(1-> trazas 11 11 -
—3-Galp-(1—> - 1 - trazas
—3)-Glcp-(1—> - 3 - -
Manp-(1— 6 32 15 42
—2)-Manp-(1—> 29 1 14 5
—3)-Manp-(1— 1 - -
—6)-Manp-(1-» _ 1? 25 2 20
—2,3)-Manp-(1—> 1 - - -
—2,6)-Manp-(1-> 7 17 6 26
—4,6)-Manp-(1—> - 2 - 1
—2,4,6)-Manp-(1— - 2 - 2
—2)-Ramnp-(1— 1 - - -
Xilp-(1— 1 - - -
—4)-Xilp-(1—> - - - trazas
Tipos de enlace L. hispanica :
F1SnSP  F1Sn PP Fi1S¢SP  Fi1S¢ PP
Galf-(1— 49 22 30 20
—5-Galf-(1— - - 1 -
Manp-(1- 12 33 20 34
—2)-Manp-(1— 21 2 17 4
—3)-Manp-(1-> - 1 - 1.
—6)-Manp-(1--> 2 15 5 16
—2,3)-Manp-(1—> 6 - 3 -
—2,6)-Manp-(1—> 4 18 10 5
—3,6)-Manp-(1— 3 - 3 -
—4,6)-Manp-(1— 2 4 3 4
—2,4,6)-Manp-(1—> 2 5 3 5

Tabla 16. Tipos de enlaces de las fracciones F1Sn y F1Sg, determinados
mediante CGL-EM tras los analisis de metilacion y rotura reductora. Los
porcentajes fueron calculados atendiendo al area de los picos.



Resultados 80

Tipos de enlace U. polyphylla :

F1Sn SP F1Sn PP F1Sg SP F1Sg PP
[Galf-(1-> 47 18 54 22
—3-Galf-(1- 3 2 trazas -
—5-Galf-(1—- trazas trazas 5 -
Manp-(1— 14 40 15 36
—2)-Manp-(1— 11 4 12 6
—6)-Manp-(1— 2 17 2 16
—2,6)-Manp-(1— 4 14 4 13
—4,6)-Manp-(1— 10 3 5 3
—2,4,6)-Manp-(1— 8 3 4 4
—2)-Ramnp-(1— 1 - - -
—2,3)Ramnp-(1— 1 - - -
Xilp-(1—> - - -

Tipos de enlace _ U. crustulosa
F1Sn SP F1Sn PP F1Sg SP F1S¢g PP

IGalf-(1-> 30 10 32 12
—3-Galf-(1— 3 - - -
~3»5-Galf~(1— trazas 10 - trazas
Manp-(1—> 9 35 12 44
—2)-Manp-(1— 30 6 25 1
—6)-Manp-(1— 6 18 8 23
—2,6)-Manp-(1—> 21 22 23 20
—2)-Ramnp-(1—> 1 - - -
-»2,3)Ramnp-(1— 1 - - -
Xilp-(1—> 2 - - -

Tabla 17. Tipos de enlace de las fracciones F1Sn y F1Sg, determinados mediante
CGL-EM tras los anilisis de metilacién y rotura reductora. Los porcentajes
fueron calculados atendiendo al drea de los picos.
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Tipos de enlace E§que.leto de F154 SE
L.pustulata L. hispanica  U. polyphylla  U. crustulosa

Manp-(1— 13 7 23 37
—2)-Manp-(1— 56 69 9 15
—6)-Manp-(1— 16 18 45 12
—2,6)-Manp-(1-—> 15 6 20 32

, Esqueleto de F15n# PP .
Tipos de enlace L. pustulata L. :llispanica U polyphylla U crustulosa

Manp-(1—> 27 22 23 23
—2)-Manp-(1-> 10 11 10 5 7
—6)-Manp-(1—> 37 44 40 49
—2,6)-Manp-(1— 25 2 26 21

Tabla 18. Tipos de enlace de los esqueletos de la fraccion F1Sn.

2.8. Acetolisis de la fraccién F1Sn SP de L. pustulata

La fracci6n F1Sn SP fue sometida a acetolisis {(apartado 3.6. de Material y
Métodos) con el fin de hidrolizar selectivamente los enlaces (1—6) del
polisacarido, para obtener, entre otros oligosacaridos, las cadenas laterales que
lo constituyen. Después de la acetolisis, se separaron mediante dialisis los
oligosacaridos de Pm<3500 Da de otros de Pm>3500 Da. En la Figura 25
representamos el espectro de MALDI-TOF de los componentes de bajo Pm.
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Figura 25. Oligosacaridos obtenidos por hidrolisis selectiva (acetolisis) del
polisacarido F1Sn SP de L. pustulata. :
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No se detectaron componentes de peso molecular mayor de 1500 Da en el
material que quedé fuera de la bolsa de dialisis. Las masas de los picos
detectados mediante MALDETOF correspondieron a oligéméros de hexosas
neutras que van desde el monosacarido (n=1) hasta el nonasacarido (n=9). La
metilacién de la fraccién de peso molecular mayor de 3500 Da, retenida dentro
de la membrana de diélisis, estaba compuesta de (1-—2)-manosa y algo de
(1-2,6)-manosa indicando que no todo el polisacarido pudo ser hidrolizado en

el iempo de acetolisis.

2.9. Espectroscopia de 'H-RMN .
El B-(1-»6) glucano aislado result6 ser semejante en las cuatro especies de

esta familia. En la Figura 26 se muestra su espectro caracteristico.

Figura 26. Espectro de 'H-RMN del glucano insoluble (fracc16n A2I) de las
cuatro especies estudiadas.



Resultados 83

U. crustulosa

M

U. polyphylia

M

L. hispanica

i

L. pustulata

TYTTT l'Il'lIl“lIrl"Ill"Il’llIlll’il"'l'lll‘l'l
ey 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 "s.4 pps

LAl AARARARALS LARRS]

Figura 27. Espectros de TH-RMN de la fraccién F15n PP de las cuatro especies
estudiadas.
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Figura 28. Espectros de TH-RMN de los esqueletos obtenidos por hidrolisis
parcial de la fraccion F1Sn SP de las cuatro especies estudiadas.

2.10. Oxidacion con peryodato y degradacién de Smith de las fracciones
A2l y F1I

A los cuatro dias de incubacién se estabilizé6 el consumo de peryodato
indicando que las fracciones A2 y FII estaban totalmente oxidadas. El

consumo fue menor en la oxidacién de las fracciones F1I, lo que sugiere que
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debe contener mayor proporcion de enlaces (1 3), resistentes a la oxidacion

con peryodato.

El resultado de la degradaci6n de Smith en las fracciones F1I de todas las
especies se obtuvo principalmente glucosa junto con glicerol, manosa y
arabinosa. La fracci6n A2l fue degradada por el peryodato casi completamente
y se recuperé una cantidad muy pequefia de polisacdrido oxidado, compuesto
principalmente por glicerol y glucosa en proporci6n 1:5. Esto indicaria que la
fraccion estd formada por ehlaces (1— 6) pero que contiene una pequefia

proporcion de glucosa (1— 3).

2.11. Purificacién y anilisis de las fracciones insolubles A21 y F11

El espectro de IR de las fracciones A2I mostr6 bandas a 915 y 1170 cm!
caracteristicas de B-(1->6) glucanos. Estas bandas se detectaron también en el
espectro de IR de las fracciones A2S Iy A2S PC. Ademds, la existencia de una
banda a 1730 cm! indicaba la presencia de grupos acidos o acetilo en el
polisacarido. Probablemente estas tres fracciones correspondan al mismo
polisacarido.

Mediante anilisis de metilacién se constaté que la fra(I:ciOn A2] estaba
constituida mayoritariamente por glucosa con uniones (1—56). También se
detect6 otro tipo de enlace de glucosa, (1-3) en proporciones pequenas (<5%) y
para comprobar si éstos formaban parte del glucano o de otro polisacarido
minoritario, se intent6 purificar el glucano mediante tratamiento con sosa
(apartado 2.6. de Material y Métodos), obteniéndose dos prodtictos A2l by A2
¢, uno de los cuales representaba tan solo entre un 2% y un 4% '(T abla 18).

El espectro de IR de la fraccién soluble (A2I b), con bandas a 810 y 915 cm’?,
fue distinto al de la insoluble (A2I c). En el andlisis de metilacion de A21 b se
detectaron dos tipos de enlace (156) y (1-3). Debido a la pe(jueﬁa proporciéon

que representaba, réspecto al total, se descart6é su andlisis posterior.
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Especie A2lb A2lc¢  Flla FlIb Filc
L, pustulata 2 83 12 8§ 68
L. hispanica 4 78 8 10 66
| L. polyphylia 4 83 12 13 64
U. crustulosa 4 76 - 17 73

Tabla 18: Porcentajes de las fracciones obtenidas respecto a las fracciones
iniciales (A2I y F1I), después del tratamiento con NaOH.

En el espectro de IR de la fraccién A2 ¢ (Figura 29 A) se apreci6 una banda
a 915 cm?, caracteristica de glucanos, y otra a 890 cm, tipica de an6meros en
configuracién B. El danico componente detectado tras la metilacion del
polisacarido fue la 1,5,6-triacetil-2,3,4-tetrametil-glucosa, lo que indicaba que el
polisacarido era un glucano con enlaces tipo § (1—6). Los anilisis de metilacion
y resonancia magnética nuclear (Figura 26) no mostraron diferencias en esta
fraccién en las cuatro especies estudiadas. Los grupos aceﬁlo, que estaban
presentes en la fraccién inicial A2I, no se detectaron puesto que quedarian
eliminados con el tratamiento con NaOH.

La fraccion F1I de las cuatro especies estaba constituida principalmente por
(1-»3)-glucosa y (1->6)-glucosa pero también se detectaron otros tipos de enlace
en proporciones variables (5-20%). El tratamiento con NaOH permiti6 separar 3
fracciones, una de los cuales era mayoritaria (Tabla 18).

La fraccién F1I g estaba muy pigmentada y el rendimiento en carbohidratos
fue bajo. El espectro de IR de F1I b mostr6 bandas a 810, 865 y 900 cm™ (Figura
24 B). Los tipos de enlace mayoritarios, revelados por el analisis de metilacion,
fueron manosa terminal, galactofuranosa terminal, glucosa (1-3),
galactofuranosa (1-—>5) manosa (1-»6) y (1-2,6), confirmando la complejidad de
la muestra. F1I ¢ fue la fraccién mayoritaria, constituida por p (1—6)-glucosa
(18-25%) y B (1->3)-glucosa (30-54%) excepto en U. crustulosa en la que s6lo se
obtuvo B (1-3)-glucosa. Esto nos hizo pensar en la posibilidad de que en la
fraccién F1I ¢ existiera una mezcla de dos polisacaridos: un f§ (1—)3)-glucano y
un B (1-6)-glucano. Se eligi6 la fraccién F1I ¢ de L. pustulata para comprobar
esta hipétesis, tratando el material con agua a 100°C. Estos dos polisacaridos
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simbiosis. Otras diferencias son que muestran tincion positiva con azul de
Coomasie (proteinas), azul Alcian (polisacaridos acidos), rojo de rutenio
(polisacaridos 4cidos), concanavalina A (residuos de glucosa o manosa) y
autofluorescencia (Bubrick, 1988). Las propiedades inmunol6gicas se mostraron
tnicas para cada uno de los estados. Tanto en cultivo como en simbiosis es

caracteristica la presencia de almid6n como material de reserva.

— - —— - ——— - A - —— - -—
Cana trilaminar
-

— - - —— - - ———— - - — - -
Cana externa
Capa interna

Figura 3. Esquema de la pared celular de Myrmecia'y Coccomyxa (Modificado de
Honegger y Brunner, 1981). Capa trilaminar: contiene particulas embebidas en
una matriz de carbohidratos con una distribucion aleatoria o no. En medio, una
capa lisa contiene esporopolenina. La capa externa probablemente contiene
fibras celulosicas embebidas en una matriz. La capa interna contiene
heteropolisacéridos y tiene una estructura amorfa.

plasmalema

2.2. Pared celular del micobionte

El estudio de la pared de los hongos liquenizados es algo mas complicado,
por que su crecimiento en cultivo axénico es lento, ademas su aislamiento
resulta complicado y no siempre es posible. Por otra parte, los trabajos que
describen un polisacarido aislado de todo el liquen, no describen los
componentes restantes, por lo que no se puede conocer la abundancia de éste en
la pared.

La morfologia externa del liquen es muy variable. Dependiendo de las
especies podemos diferenciar talos crustaceos, foliaceos, fruticosos, etc. Esto se
ve reflejado también en la morfologia interna de las capas del talo y esta

directamente relacionado con la composicién polisacaridica particular.
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Centrandonos en el micobionte, uno de los pocos trabajos en que se define la
estructura de la pared fue el de Boissiere, de 1987. Propuso un modelo de pared
celular para el micobionte de Peltigera canina y Lassallia pustulata en el que
mediante extracciones diferenciales del talo liquénico, reconstruia la disposicion

de los polimeros en la pared (Figura 4).

A

Mucilago < l I B
Material soluble C
en alcali < 7 N l
Matriz /AX I| l

= 11

Plasmalema

Figura 4. Esquema de distribucién de los polisacaridos de Peltigera canina y
Lassallia pustulata en la pared celular propuesto por Boissiere (1987). A:
extraccion del talo con agua hirviendo. B: extraccién con élcali diluido. C:
extracciéon con acido hirviendo. Los mucilagos y el material soluble en alcali
estan compuestos de galactomananos y B-(1—3) glucanos ademas de proteinas
y glucosamina en Peltigera. La matriz es un -(1-6) y f-(1—-3) glucano.

Experimentos realizados con micobiontes aislados (Galun et al., 1976)
demostraron que eran capaces de incorporar N-(3H)-acetilglucosamina a la
pared y por tanto que la quitina es un componente esencial de la misma.
Estudios posteriores de Honegger y Bartnicki-Garcia (1991) demostraron que la
pared celular de los micobiontes en cultivo axénico era similar a la de los demas
Euascomycetes y que contiene un glucano mayoritario (probablemente un f-
(1-3)-B-(1-6)) insoluble en alcali. Otros heteropolisacaridos solubles (7-10%) y
la quitina (3-7%) constituian una fracciéon minoritaria. Ademas, contenian
lipidos (10-3%) y proteinas (8-4%). La estructura de la pared de la hifa al
microscopio electrénico de transmision se revel6 muy distinta a la que se
observa en simbiosis ya que en las hifas de los cultivos sumergidos desaparecia

una capa irregularmente teselada caracteristica del micobionte en simbiosis.
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pudieron ser separados parcialmente, aprovechando su diferente solubilidad en
agua caliente, solubilizandose un polisacarido compuesto principalmente por 3

(1->6)-glucosa de un material insoluble rico en B (1-3)-glucosa.

Umbilicaria y Lasallia

Umbilicaria y Lasallia A21b

—— Umbilicaria A2I ¢
———— Lasallia A2I ¢
2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600
Ndamero de onda (cm™)
B

F1l a
F1I b
F1I ¢

20001900180017001600150014001300120011001000 900 800 700 600

Numero de onda (cm )

Figura 29. Espectros de infrarrojos de las fracciones insolubles en agua fria. A:
Fraccion extraida con agua caliente. B: Fraccion extraida con alcali.



1. FAMILIA CLADONIACEAE

3.1. Resultados de la fraccionacion

El talo de las especies C. rangiformis, C. foliacea y C. iberica fue sometido al
protocolo de extraccion descrito en el apartado 2 de Material y Métodos.

Las fracciones mayoritarias en las tres especies fueron las extraidas con alcali
en autoclave y el residuo de las extracciones, F1 1S y F2 respectivamente

(Figura 30).

B C. rangiformis OC. foliacea  BC. iberica

35 ~
30 ~
25 A
20 -
15 -
10 -

% respecto al peso seco del talo

07}_ﬂi T T
A1S A2S A2l F1S F1l F11S F111I F2

Fracciéon

Figura 30. Porcentajes de las fracciones de tres especies de Cladonia extraidas de
talo seco.

3.2.Analisis preliminar de las fracciones extraidas con agua (A2y Al)

La extraccién con agua caliente no rindi6 cantidad apreciable de material.
Pese a este escaso rendimiento se realizaron espectros de infrarrojos y
determinacion de aztcares neutros.

El espectro de la fraccion A1S mostré bandas intensas a 1650 y 1560 ¢cm!
caracteristicas del grupo -CO-NH- de las proteinas y por ello tnicamente se
hidroliz6 para determinar su composicién en monosacaridos y no se analiz6 en

experimentos posteriores. El rendimiento en monosacaridos neutros de esta
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fracci6én A1S en las tres especies (Tabla 19), fue bastante bajo. En la valoracion
de proteinas de estas fracciones se obtuvieron valores del 5 al 20%.

El espectro de A2S mostr6 bandas a 845 y 900 cm? confirmando la existencia
de enlaces tipo o y B en la muestra. Aunque el monosacarido mayoritario fue
glucosa, también se obtuvo manosa y galactosa (Tabla 18). Su bajo rendimiento
fue probablemente debido a una mala hidrélisis. Mediante la determinacién de
los tipos de enlace por anélisis de metilacion, A2S result6 sér una mezcla de
glucosa (1-3) y manosa (1—-6). Debido a su pequefia proporcion en el talo no
se intent6 una purificacion posterior.

Respecto a las fracciones insolubles, por espectroscopfa de infrarrojos se
comprobé que A1l tenfa principalmente composicién lipidica y se hidrataba
con gran rapidez, por tanto no se analiz6 su composicién en azlicares ni se
estim6é su porcentaje. El espectro de la fraccién A2, e{ung no siendo muy
caracteristico de polisacarido, mostr6 bandas a 850 y 930 cm! propias de enlaces

«. El monosacéarido principal result6 ser glucosa.

3.3.Anilisis preliminar de las fracciones extraidas con NaOH (F1)

El andlisis de las fracciones solubles se centr6 en la fracci6n F1S, similar
en composicién y espectros a la F1 1S. Se prob6 una hidro6lisis mas fuerte con
TFA 5M 5 horas a 100°C ya que los rendimientos con acid;) sulfarico fueron
algo bajos, mejorando ligeramente los resultados. Los monosacaridos
constituyentes fueron manosa el mas abundante, seguido de galactosa y
glucosa en orden decreciente de proporci6n. En el espectro de IR se

detectaron bandas a 812, 900 y 1735 cm..

Los resultados del ensayo colorimétrico para los &cidos urénicos dieron
porcentajes de éstos diferentes para cada especie: 19% para C. rangiformis, 12%
para C. ibericay 5% para C. foliacea.

La fraccion F11, constituida principalmente por glucosa, mostré un espectro
de IR similar al de A2I y al de F11L

Las fracciones de las tres especies objeto de estudio mostraron resultados

similares.



Resultados 90

3.4.Analisis de la fraccion F2

Tanto los analisis quimicos como los espectros de IR de la fraccién F2 fueron
muy similares para las tres especies de la familia asi como en su comparacion
con los de la fraccion F1 1S, por lo tanto se escogi6 la fraccion F2 de C.
rangiformis para su posterior analisis.

Se realizaron varios tipos de hidrolisis de la fraccién F2 para deshacer el
complejo glucano quitina y destruir el heteropolisacérido residual. Con HCl 1N
2 horas a 100° se logr6 el resultado esperado, recuperando un glucano y un
residuo (3% del talo, formado por quitina y otros componentes) cuyo espectro

se recoge en la Figura 31.

Transmitancia (%)

F21 b
— F2Ia

T g L
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Figura 31. Espectros de infrarrojos de las fracciones finales de C. rangiformis.
Glucano (F2I b) y el residuo final (F2I a).
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. C. rangiformis C. foliacea C. iberica
Monosacarido .

Al1S A2 A2l | A1S A2S A2l | A1S A2 A2l
ramnosa - - - 7 7 - - -
arabinosa - - - - - - - 1
manosa 22 13 5 25 15 3 10 3
galactosa 19 9 2 22 10 2 6 2
glucosa 15 18 58 21 34 10 30 6
Total: 56 40 66 76 66 15 50 12

) C. rangiformis C. foliacea C. iberica
Monosacarido :

F15 F1l F1S$ F1I F1S F11
xilosa 1 - 2 - 4 -
ramnosa - 1 - 3 -
farabinosa 1 1 1 1 2
manosa 18 4 25 4 27 9
galactosa 10 1 18 1 26 7
glucosa 9 9 9 9 11 . 16
Total: 39 15 57 15 72 32

. C. rangiformis C. foliacea C. iberica
Monosacéarido |

F11S F11I F115 F11l F11S8 F11l
ramnosa - - - - - 3
arabinosa - - 1 - - -
manosa 45 - 23 10 48 29
galactosa 20 - 11 5 23 15
glucosa 29 - 13 15 24 17
Total: 95 - 48 30 94 64 |
Monosacrido C. rangiformis C. foliacea C. iberica

F2 F2 F2
|arabinosa - - 1
manosa 51 33 38
galactosa 20 22 19
glucosa 28 27 28
Total: 99 81 87

Tabla 19. Porcentajes de los monosacaridos obtenidos tras hidrélisis de las
distintas fracciones, determinados mediante cromatografia de gases como
acetatos de alditol.
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3.5.Purificacién de la fraccién soluble F1S
3.5.1. Cromatografia de exclusién molecular de 1a fraccion soluble F1S

F1S (200 mg) se resuspendi6 en un pequefio volumen de agua (2 ml) y se
centrifug6, reservando el sobrenadante. Al resuspender en agua se obtuvo un
residuo insoluble (F1S I) no superior al 20%, cuyos componentes fueron
manosa, galactosa y glucosa en las mismas proporciones que la fraccién original
F1S.

El material que permaneci6 soluble después de centrifugar se carg6 en una
columna con un gel de Sepharose CL 6B para su andlisis mediante
cromatografia de exclusién molecular.

Se recogieron fracciones de 4 ml y, en cada pico detectado mediante el
método colorimétrico del fenol-sulftirico, se hicieron lotes compuestos por el
contenido de 5 tubos consecutivos, liofilizandolos. El contenido de cada uno de
estos lotes se estudié por espectrometria de resonancia magnética nuclear de
manera que se comprob6 que el espectro era parecido a la fraccién nativa pero
con variaciones cuantitativas en diferentes lotes de un mismo pico
cromatografico. Esto significaba que habfa una mezcla de polisacéaridos en estas

fracciones que no se podia separar con el gel de Sepharose CL 6B.

3.5.2. Tratamiento con reactivo de Fehling.
Mediante el tratamiento con solucion de Fehling de la fraccién soluble en

agua fria F1S, se separ6 un polisacirido que precipité (en proporciones
diferentes segtn la especie) pero el cobre interferfa con el proceso de analisis
posterior descartdandose por ello este tratamiento. Como en los casos anteriores,
y ya que se detect6 la presencia de acidos urénicos, se filtr6 la muestra en
columna de intercambio i6nico, obteniendo los resultados detallados en los

apartados siguientes.
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3.5.3. Cromatografia de intercambio iénico

En la Figura 32 se muestran los perfiles de elucion de la cromatografia de

intercambio i6nico de la fracciéon F1S.

En las tres especies se obtuvo una fraccion que no se rétenia o fraccién
neutra denominada F1Ss. También un polisacarido qued6 retenido en la
columna y eluy6 al aplicar el gradiente (F1Sg). En todos los casos se eluyeron
dos picos, uno neutro y otro del gradiente, aunque esta tltima mostr6 un perfil

mas disperso, el analisis se centré6 en el pico principal.

3.5.4. Precipitacién con 2-isopropanol

Aunque la fraccién neutra eluy6 en un solo pico, mediante analisis de 'H-

RMN comprobamos que se trataba de una mezcla. Al aplicar el gradiente,
también se obtuvo una mezcla de polisacarido.

Por tanto fue necesario realizar un nuevo paso de purificacién, precipitando
estas fracciones adicionando propanol (apartado 2.4.2. de Malterial y Métodos).
Se obtuvieron los siguientes porcentajes:

I F18 C. rangiformis
F1Sn F1S g
Sobrenadante 11 8
Precipitado 30 32
i F1S C. foliacea
FiSn FiS g
Sobrenadante 17 14
Precipitado 27 34
i FIS C. iberica
FiSn FiSg
Sobrenadante 6 10 ]
Precipitado 13 57

Tabla 20. Porcentajes de las fracciones, después de filtrar por columna y
precipitar con propanol respecto a la fraccion inicial F1S. El % restante hasta
llegar a 100 corresponde al residuo.
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Figura 32. Filtracién en gel DEAE Sepharose CL 6B de la fraccién F1S de C.
rangiformis, C. foliacea'y C. iberica.
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3.6.Metilacién y andlisis de las fracciones purifichdas mediante

{ratamiento con isopropanol

En las siguientes tablas (21 y 22) se recogen los porcentajes de los tipos de
enlace deducidos les andlisis de metilacion. Las fracciones sobrenadante, F1Sn
SP de C. iberica y F1Sn SP y F1Sg SP de C. foliacea, no parecen contener
carbohidratos y por tanto no han sido analizadas.

En lineas generales, los polisacaridos que precipitaban al adicionar propanol
se enriquecian en enlaces de manosa (1-»6) y galactopiranosa terminal. En el
sobrenadante (F1Sn SP 6 F1Sg SP) aumentaban la galactofuranosa (terminal y

con varios tipos de enlaces) y la manosa (1-2).

Tipo de enlace Cladonia rangiformis .
F1SnSP  F1Sn PP  F1S¢SP  F1Sg PP
Galf-(1- 16 9 16 1
Galp-(1-> 9 10 11 17
—3)-Galf-(1—> 11 - 16 L -
—5)-Galf-(1> 20 - 8 5
—6)-Galf-(1--» 1 - 2 -
—3,6)-Galf-(1- 1 - 2 -
Glep-(1—> 9 17 2 16
—3)-Glcp-(1> - - - 3
—2)-Glcp-(1- - 4 - -
—4)-Glep-(1- 3 - - -
—2,4)-Glcp-(1- 5 13 3 8
—2,4,6)-Hexp-(1-» 13 20 7 . 22
Manp-(1-> - 4 - 4
—2)-Manp-{1—> 8 1 12 C 2
—6)-Manp-{1-> 6 22 6 11
-32,3)-Manp-(1—> 2 - 2 -
-»2,6)-Manp-(1> 3 - 3 -
—4,6)-Manp-(1—> - trazas - 2
—2,3)-Ramnp-(1— - - 9 -
—3)-Ramnp-(1-> - - 5 -
Xilp-(1-> - - 13 -]

Tabla 21. Tipos de enlaces de la fraccién F1S. En el caso de la fraccion gradiente,
el polisacarido se redujo antes de la metilaci6én aunque no se detectaron los
grupos acidos.



. Cladonia foliacea
Tipo de enlace FiSn PP F1Sg PP
Galf~(1-> - -
Galp-(1—> . 42 39
—5)-Galf-(1— - 2
—5,6)-Galf-(1— 2 -
Glcp-(1— 17 15
—2)-Glep-(1- - 2
—2,4,6)-Hexp-(1—> 6 5
Manp(1—> 5 7
—2)-Manp-(1- 8 8
—6)-Manp-(1-» 17 17
-»2,6)-Manp-(1—> - 1
->4,6)-Manp-(1-> 3 3

Tipo de enlace

Cladonia iberica

FISn PP F1SgSP F1Sg PP

Galf-(1—»> 1 31 -
Galp-(1- 20 8 35
—3)-Galf-(1- - 4 -
—6)-Galf-(1- - 2 -
Glep-(1-> 5 13 15
-»2)-Glep-(1- - 3 4
—2,4)-Glcp-(1- 17 3 8
—2,4,6)-Hexp-(1-> 31 5 9
Manp-(1— - - 4
—»2)-Manp-(1-> 2 22 4
—6)-Manp-(1- 18 - 16
—3)-Manp-(1—> - - -
—2,3)}-Manp-(1—> - 3 -
—2,6)-Manp-(1—> - 3 2
—4,6)-Manp-(1> 12 - 4
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Tabla 22. Tipos de enlaces de la fraccién F1S. En el caso de la fraccion gradiente,
el polisacarido se redujo antes de la metilacion.
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3.7.Espectroscopia de resonancia magnética nuclear .
En la Figura 33 se representa el espectro de las fracciones F1Sn PP de las tres
especies aqui estudiadas. Las similitudes entre ellos son numerosas, asi como

sus diferencias con los de otros géneros de otras familias.

A: C folincea

C: C.rangiformis

Bt haadt bt aanan it ias L L AL D Ll S L L A S L A Akt Lthd L atubddanis b
5.6 5.4 5.2. 5% 4.3 4.6 4.4 4.2 4.8 3.8 3.6 3.4 ppa

Figura 33. Espectros de 1H-RMN de las fracciones F1Sn PP de las tres Cladonias

Se pueden apreciar que el espectro de C. iberica es mas parecido al de C.
rangiformis que el de C. foliacea.

El desplazamiento quimico de la sefial de manosa trisustituida, como en el
caso de la familia Parmeliaceae también esta presente.

La interpretacion de éstos es compleja ya que presentan algunas sefiales

minoritarias que parecen provenir de otro polisacarido que coprecipita.
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3.8.Purificacién y andlisis de las fracciones insolubles en égua (A2l y F1I)

La hidrélisis de las fracciones insolubles rindi6 en general porcentajes muy
bajos de monosacaridos, por lo que se plante6 una purificacién de la muestra
como se explicé en el apartado 2.6. de Material y Métodos. Los porcentajes de

las fracciones obtenidas respecto al total de la fraccién se detallan en la

siguiente tabla:
Especie A2la A2lb A2Ic Flla FlIb Fllc
C. rangiformis 32 9 46 68 6 15
C. foliacea 60 11 13 54 13 26
C. iberica 66 10 12 78 4 11

Tabla 23. % de fracciones respecto a las iniciales A21 y F1I.

En la Figura 34 se representan los espectros de infrarrojos de las
fracciones mencionadas, que fueron iguales en las tres especies. La fraccién
residuo, A21 2 y FII a resulté la méas abundante pero no se detectaron
monosacaridos neutros. La fraccién A21 b y F1I b fue la més escasa y estaba
constituida por glucosa, galactosa y manosa. A2I c y F1I ¢ estaba constituida
en los dos casos por glucosa y su espectro era semejante al descrito para el
nigerano. Mediante metilacién se determinaron los tipos de enlace y en
ambos casos se detecto (1-3), (1>4), (1-3,4) y (1>2,3) glucosa. En el caso
de C. rangiformis, se detect6 ademas una pequefia cantidad de glucosa unida
por enlaces (1—6).

Como se observa, s6lo en estos casos el espectro de IR resulté tipico de un

polisacarido.
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Figura 34. Espectros de infrarrojos de las fracciones insolubles en agua fria. A:
Fraccion extraida con agua caliente. B: Fraccion extraida con alcali.
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4. VARIACIONES ESTACIONALES DE LAS FRACCIONES POLISACARIDICAS
4.1.Anilisis estacional de los pesos de los polisacaridos de Pseudevernia

furfuracea.

4.1.1. Datos climaticos de las poblaciones estudiadas

De los datos ambientales que se emplean en los andlisis posteriores
(temperatura, precipitacion y dias de niebla recopilados en el apartado 4.4) se
desprende que la poblacién de Valsain-Navacerrada se encuentra en una zona
mas fria que la de Presa del Pradillo-Rascafria (ver Figura 35). En ambos casos,
la temperatura media trimestral del primer afio (Verano 1997-Primavera 1998)
estuvo altamente correlacionada con la del segundo (Verano 1998-Primavera
1999; N=8, p<<0,001). La precipitacion, sin embargo, no se correlacion6 entre los
dos afnos (N=8, p=0,60). La precipitacion total en el primer afio fue mayor que
en el segundo (Figura 35). Ademas, en el primer afio la lluvia fue mas
abundante en Navacerrada-Valsain que en Presa del Pradillo-Rascafria; en el
segundo, las precipitaciones fueron mas similares entre las dos localidades

(Figura 35).

Datos trimestrales de temperatura y precipitacion
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Figura 35. Climodiagrama de las dos localidades estudiadas durante los dos
anos en los que se llev6 a cabo la toma de muestras (1997-1999).
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4.1.2. Correlaciones simples entre fracciones y variables ambientales
Los porcentajes de las fracciones y los componentes mayoritarios de cada

fraccion se han descrito en el apartado 1. Los analisis quimicbs mostraron que
cada fraccién tenia mas abundancia de un tipo de polisacarido, excepto Al, F0y

F2. Las fracciones se determinaron como sigue.

A2S: a glucano. F1S: galactomanano.

A2I: B glucano. FII: glucano. ‘

A1: glicoproteinas y lipidos. FO: lipidos, pigxhentos y fraccion
F2: glucano-quitina y pigmentos proteica desnaturalizada.

tipo esporopolenina.

Los resultados de los pesos extraidos y parcialmente purificados de las

recolecciones estacionales se han recopilado en el apartado 4.4,

Los resultados de las correlaciones simples de los pesos de las distintas
fracciones se resumen en la Tabla 24. Dichos resultados muestran que el peso de
la fraccion sobrenadante, A1 est4 relacionado negativamente (i.e. inversamente)
con el peso de sus precipitados A2S (p<0,002, N=48) y A2l (p<0,001, N=48). Las
fracciones A2S y A2, por su parte, mostraron una relacion directa entre si
(p<0,001, N=48).

La correlacion entre las fracciones F1S y F1I fue significativa e inversa, es
decir al aumentar la cantidad de una la otra disminuye (p<0,001, N=48). No se
correlacion6 su peso con el de su sobrenadante, FO.

El caso de la correlacion FO y A2l fue particular. Aunque su coeficiente de
correlaci6on fue elevado, tras la correccibn de Bonferroni no puede ser
considerado estadisticamente significativo (Tabla 24). Atendiendo a sus
composiciones (B glucanos vs. lipidos y pigmentos), estas fracciones no parecen
estar relacionadas, y por ello, la relacién observada podria ser casual,

consecuencia de la realizacion de maltiples estimas de probabilidad.
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Pares de fracciones s P
A1Y A2S 043 0,002*
AlY A2l -0,48 <0,001*
Al1YF1S 0,05 0,717
a1 Y Fu1 0,33 0,023
AlYF2 0,13 0,372
A2SY A2l 0,69 <0,001*
A2SY F1S 0,1 0,49
A2S Y F1I 0,19 0,222
A2SYF2 0,25 0,083
A21Y F1S 0,23 0,11
A21Y F1I 0,15 0,313
A2IYF2 -0,09 0,555
FOY Al 0,26 0,07
FOY A2S 0,16 0,261
FOY A21 0,4 0,004
FOY F1S 0,15 0,306
FOY F1I 011 0,448
FOY F2 -0,06 0,665
F1S Y F1I 047 <0,001*
FISYF2 0,04 0,777
F1IYF2 0,26 0,072

Tabla 24. Correlacion entre los pesos de las fracciones (N=48 en todos los casos).
Se muestran los coeficientes de correlacién de Spearman (rs) 'y la probabilidad
(p)- Con * y negrita se indican los resultados significativos tras la aplicacién de
la correccién de Bonferroni (el nuevo valor critico tras esta correccién fue
p<0.002)
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Las correlaciones simples entre los pesos de cada fraccion y los valores de las

tres variables ambientales (precipitacion, temperatura y dfas de niebla en ambas

localidades combinadas) se muestran en la Tabla 25.

Fraccion s P
Al 0,37 0,009
FO 0,08 0,606
A28 0,13 0,386
Temperatura | A2l 0,14 0,343
F1S 0,56 <0,001*
Fil 0,64 <0,001*
| F2 -0,08 0,597
Al 0,09 0,547
FO 0,27 0,061
A2S 0,38 <0,001*
Precipitacion | A2l 0,32 0,027 ,
F15 0,40 <0,001*
FiI 0,31 0,032
F2 0,31 0,031
Al 0,19 0,189
FO 0,25 0,085
) A28 0,03 0,830
Diasce  |az 012 0,429
F1S 0,45 <0,001*
F1I 0,26 0,075
F2 0,39 0,005

Tabla 25. Correlaciones entre los pesos de las fracciones y las variables
ambientales obtenidas en dos estaciones meteorologicas cercanas (N=48 en
todos los casos). Con * y en negrita se indican los resultados significativos tras
la aplicacién de la correccién de Bonferroni (el nuevo valor critico tras esta
correccién fue p<0,002). ’
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La precipitacién se correlacion6 inversamente con A2S (p<0,001, N=48) y
F18 (p<0,001, N=48), fracciones con similares proporciones de materia respecto
al talo seco, aunque cada una con un polisacarido mayoritario. Las fracciones
A2I, F1I y F2 mostraron tendencias, no estadisticamente significativas, a
correlacionarse, de modo negativo la primera y positivo las dos Gltimas, con la
precipitacion.

La fraccién A1, rica en glicoprotefnas y lipidos mostr6, como en el caso de
las fracciones A2I y F1I, una tendencia a relacionarse con la temperatura.

La temperatura también se correlacion6 con las fracciones de polisacirido
més internas y de extraccién con alcali: F1S (p<0,001, N=48) y F1I (p<0,001,
N=48). Al aumentar la temperatura en las distintas estaciones del afio, aument6
la cantidad relativa de F1S de modo proporcional. Como esta fraccién estaba
correlacionada inversamente con F1I, es 16gico que la correlacion de FII con
esta variable ambiental también fuera negativa. Es decir, cuanto mayor fue la
temperatura, menor la cantidad de F1I

Los dias de niebla se correlacionaron con la fraccién F1S (p<0,001, N=48) de
la misma forma con que lo hacfa con la precipitacion. .

Las correlaciones fracciones-variables ambientales para cada poblacién por
separado mostraron escasas diferencias con el patrén observacio. En general, las
correlaciones descritas se mantuvieron, aunque algunas dejaron de ser
estadisticamente significativas. Ello podria deberse a la variacion de la
temperatura, la precipitacion y, sobre todo, los dias de niebla existente entre las
dos localidades. Este puede ser el caso de la correlacién entre la fraccién F1S y
los dias de niebla en Pradillo-Rascafria, ya que en esta zona apenas tuvo lugar
este fenémeno. Quiza sea un factor ambiental poco representativo, ya que su
fluctuacién es semejante a la de la precipitacién no aportando otro tipo de
informacién. En la presa del Pradillo-Rascafria la correlacion A2S-precipitacién
tampoco fue significativa (N=24, p=0,114). |
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4.1.3. Anilisis de las Componentes Principales

En la Tabla 26 se muestran los resultados del PCA realizado con el conjunto
de las variables normalizadas (A1, A2S, A2, FO, F1S, Fll y F2).

Factor 1 Factor 2 Factor 3
F1S 0,197 0,902 0,044
F1I 0,355 0,819 0,086 .
A2S 0,606 0,098 0,644 -

- |az1 0,791 0,087 0,449

F2 0,092 0,055 0,922
A1l 0,748 0,289 0,024
FO 0,756 0,073 0,098
% varianza 22,98 15,94 14,86
Autovalor 2,61 1,62 1,15

Tabla 26. Componentes principales obtenidas a partir del conjunto de
fracciones. En negrita se destaca los coeficientes de correlacién significativos
para N=48; (1>0,37 ; p<0,05).

El PCA agrupé todas las variables incluidas en tres factores independientes
que explicaban aproximadamente un 54% de la varianza total, definiendo un
patron de relaciones entre las variables bastante coherente con los analisis
anteriores,

El primer factor, que explic casi un 23% de la varianza total, agrup6 los
sobrenadantes A1 y F0 con signo negativo, por una parbé, y por ofra, las
fracciones A2S y A2I, definiendo un gradiente de variacion entre menor
cantidad de sobrenadantes y mayor cantidad de precipitado A2S y A2l El
segundo factor, que explic6 casi un 16% de la varianza, agrupé las variaciones
de la fraccién polisacaridica extraida con élcali, mostrando un eje de variacién
en el que FIS disminuye aumentando FIL No existi6 relacién entre estos
precipitados y su sobrenadante F0. El tercer factor (casi 15% de la varianza)
muestra un gradiente entre F2 (negativo) y A25/A2I (positivos). Este factor se

puede interpretar como la variacion de la produccibn de glucanos
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fundamentalmente fdngicos y el residuo principalmente compuesto por el
“esqueleto” del micobionte y fotobionte, considerando que ni A2S ni A2I estan
correlacionados individualmente con ¥2 (Tabla 24).

Las correlaciones entre los valores de los tres factores o componentes
principales obtenidos en el PCA con las variables temperatura y precipitacion
se muestran en la Tabla 27. Los dfas de niebla no se consideran en este caso

debido a que no aportan informacién relevante.

Par de variables T. 2 P
Factor 1 -0,15 0,02 0,319
Temperatura | Factor 2 -0,69 0,48 <<0,001*
Factor 3 0,02 0,00 0,905

L

Factor 1 -0,29 0,08 0,046*
Precipitacion | Factor2 047 0,22 <0,001*
Factor 3 -0,36 0,13 0,012+

Tabla 27. Correlacién de Spearman entre los componentes principales y la
temperatura y precipitacién. Dicho coeficiente al cuadrado representa la
varianza explicada. Con asterisco y en negrita se resaltan los resultados
significativos.

El Factor 1, que agrupaba las fracciones Al y F0, se correlacioné
negativamente con la precipitacién. No obstante, s6lo un 8% de la varianza es
explicada en esta débil correlacién. El Factor 2, que agrupaba a las fracciones
F1S y F11, se relacion6 de modo significativo negativamente con la temperatura
y positivamente con la precipitacion. El Factor 3 que agrupaba las fracciones
A2S, A21 y F2, por su parte, se correlacioné del mismo modo que el Factor 1 con
la precipitacién, pero explicando un porcentaje de varianza algo mayor (13%).
Ello probablemente pueda ser debido a que las variables comunes, A2S y A21, a

su vez, se correlacionan independientemente con la precipitacién (Tabla 25).



Resultados107

4.1.4. Variacién estacional y poblacional mediante andlisis mdltiple de la
varianza (MANOVA

La variacién estacional, anual y poblacional de los pesos lpgariimizados de
las fracciones A2S, A2, F1S, F1I y F2 consideradas en conjunto (véase
realizacién det MANOVA en Material y Métodos), mostraron la existencia de
diferencias significativas entre todos estos factores (Tabla 28). En este analisis
no se emplearon la temperatura ni la precipitacién como factores o covariantes,
ya que su variacion y significado ambiental puede explicarse a través de una
finica variable, la estaci6n del afio. Por tanto, la inclusién de estas variables s6lo

aportaria redundancia a este analisis.

Fracciones A2S, A21, F1S, Fill y F2 .
Factor A de Wilks g.l F 4
Estacion 0,071 15,97 10,354  <0,000*
Poblacién 0,546 535 5,820 <0,000*
Afio 0,227 5,35 23,791  <0,000*
Interaccion 0,487 15,97 1,929 <0,03*

Tabla 28. Resultados del MANOVA empleando las fracciones A2S, A2], F1S,
F1I y F2. Con asterisco y en negrita se resaltan los resultados estadisticamente
significativos.

Fl andlisis result6 significativo para todos sus factores. Cuando un factor
tiene dos niveles (como es el caso de la poblaciéon y el aﬁo) entonces (1-A)
equivale al porcentaje de la varianza explicado. De este modo, el factor
poblacion lleg6 a explicar el 45% de la varianza encontrada y el factor afio hasta
un 77%. El término interaccién es significativo, lo que indica que los diversos
efectos no pueden interpretarse por separado. Los resultados de este MANOVA
muestran la existencia de diferencias estacionales, anuales y poblacionales para
el conjunto de fracciones analizado. Por ello, se hace necesario determinar las

variaciones de las fracciones por separado, lo que se aborda a continuaci6n.
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4.1.5.1 Fracciones extraidas con agua (A1, A25y A2)

El modelo empleado incluy6, en ambos casos, la fraccion Al como
covariante, dado que esta correlacionada inversamente con eﬂas (Tabla 29). De
este modo se anula su posible influencia en las variaciones. También se emple6
como covariante la fraccién F2 (correlacionada con A2S y A2l véase Tabla 27)
pero los resultados no variaron, por lo que no se muestran. Los resultados de
las ANCOV As para estas dos fracciones por separado se muestran en las Tablas

29 y 30.

Fraccion A2S
Factor gl F P
Estacion 3,31 9,889 <<0,001*
Poblaci6n 1,31 0,039 0,845
Afio 1,31 31,723 <<0,001*
Interaccién 3,31 2,380 0,089

Tabla 29. Resumen de los resultados del ANCOVA realizado con los pesos de la
fracci6on A2S empleando como covariante la fraccion Al.

Fracciom A2l _
Factor gl F p
Estacion 3,31 18,483 <<0,001*
Poblacién 1,31 13,959 <0,001*
Afio 1,31 57,386 <<0,001*
Interaccién 3,31 13,973 <<0,001*

Tabla 30. Resumen de los resultados del ANCOVA realizado con los pesos de la
fraccion A2l empleando como covariante la fraccion Al.

En ambos casos, las variaciones estacionales (i.e, diferencias entre
estaciones) fueron significativas y se repitieron durante los dos afios de
muestreo, aunque ligeramente atenuadas en el 2° afio. Este resultado puede ser

esperado considerando que A2S y A2l estan correlacionadas positivamente
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(Tabla 24). En general, el patrén de variacién estacional que se observa en estas
dos fracciones, muestra mayor produccion de polisacaridos en Primavera. En
Verano y Otono, dicha produccién disminuye, alcanzando su minimo en esta
altima estacion. En Invierno, la produccion vuelve a incrementarse, alcanzando

valores ligeramente inferiores a los de Primavera (Figura 36).
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Figura 36. Variaciones en los pesos de las fracciones A2S (pareja de graficos de
la izquierda) y A2I (pareja de graficos de la derecha) durante los dos anos de
muestreo (Verano 1997-Primavera 1999). En todos los casos, se muestran los
valores medios.

Las variaciones anuales de las fracciones A2l y A2S por separado,
considerando las dos localidades en conjunto, mostraron en todos los casos
diferencias estadisticamente significativas (Tablas 29 y 30). La produccién de
polisacéaridos fue inferior durante el primer afio en estas fracciones.

Las variaciones interpoblacionales en las fracciones por separado mostraron
la existencia de diferencias significativas para la fraccién A2I, pero no para la
fracciéon A2S. En general, el rendimiento de A2I fue mayor en la localidad presa
del Pradillo que en la localidad Valsain.

El efecto interaccion triple (estacion, afio y poblacion) fue significativo para
AZ2I pero no para A2S (Tablas 29 y 30). Es decir, el efecto de los factores en la
variacion encontrada en A2I no fue aditivo y, por tanto, no se realizaron

ANOV As para esta fraccion con cada uno de los factores citados.
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Para el caso de la fraccién A2S sf se llevaron a cabo ANOVAS parciales para
verificar la existencia de variaciones estacionales en los dos afios por separando.
Los resultados indican la existencia de diferencias significativas para las
variaciones estacionales en la localidad Valsain solamente en el 1°r aiio
(ANOVA: F312=18,67; p<0,005).

Fl ANOVA realizado empleando la fraccién A1 también mostr6 la existencia
de diferencias estacionales (ANOVA: Fz3= 23,153 ; p<<0,001). La variacién en
el peso de la fraccion Al es coherente en ambas localidadés, mostrando un
méximo en los meses de verano y una posterior disminuci6n progresiva hasta

la primavera, donde de nuevo comienza a incrementarse la concentracion.

4.1.5.2 Fracciones extraidas con alcali (F15 y F11)
Los ANCOVAs realizados con las fracciones F1S y FiI por separado

empleando como covariante la fraccién F0 se muestran en la Tabla 31. Como se
mostré anteriormente, ambas fracciones no estin correlacionadas, aunque
te6ricamente podrfa considerarse FO0 como una causa de variacion de F1S y F1I,

al ser el sobrenadante de estas fracciones (Tabla 24).

Fracci6bn F1S _

" Factor gl F P
Estacitn 3,31 8,255 <<0,001*
Poblacion 1,31 5,483 0,026
Afio 1,31 3,259 0,081
Interaccién 3,31 1425 0,254

Fraéciﬁn FiI !

Factor gl F |2
Estacion 3,3 97,324 <<0,001*
Poblacién 1,31 11,158 0,002*

Aiio 13 67,754 <<0,001*

Interaccibén 331 4,836 0,007*

Tabla 31. Resultados de los dos ANCOVAs realizados para las fracciones F1S y
F11, en ambos casos empleando como covariante la fraccion FO.
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Los resultados muestran diferencias estacionales y poblacionales en las dos
fracciones. En el caso de F1I, ademas, existen diferencias entre los dos afos de
muestreo, siendo el término interaccién significativo (por tanto, no pueden
interpretarse aisladamente los distintos efectos).

En la Figura 37 se muestran las variaciones estacionales observadas para las

dos fracciones.

Log (mg F1S/g talo)

Variacién de la fraccion F1S Variacion de la fraccion F11
)
S
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Otofio. Primavera Otofio  Primavera Otoiio  Primavera Otofio  Primavera
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Figura 37. Variaciones de las fracciones F1S (pareja de graficos de la izquierda)
y F1I (pareja de graficos de la derecha) en los dos anos de muestreo. En todos
los casos, se muestran los valores medios.

Como se indic6 en la Tabla 24, que muestra correlaciones entre fracciones,
F1S se relaciona inversamente con F1I. Para el caso de la fracciéon F1S, se
observé menor produccion en la recoleccion de Invierno que en el resto de las
estaciones. Esto debe ser la causa de la existencia de diferencias significativas en
la variacién estacional (Figura 37).

En FI1I la variacién estacional fue mas marcada. Analizando los dos anos
conjuntamente, durante el Verano la produccién polisacaridica fue escasa,
aumentando progresivamente en Otofio e Invierno, para volver a disminuir en
primavera (Figura 37). Este patron de variacién estacional fue también
observado en la fraccién primigenia F1. En general, en el primer afio se obtuvo

mas peso de esta fraccion que en el segundo.
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Existieron diferencias interpoblacionales cuantitativas estadisticamente
significativas en las dos fracciones. Para el caso de F15, la poblacién de Valsain
fue “menos productiva” que la de la Presa del Pradillo. Réspecto a F1I, las
tendencias se invirtieron, obteniéndose mayor peso de polisacaridos en Valsain.

El efecto de la interaccion fue significativo para la fraccién F1I, pero no para
F1S. Los ANCOVAs parciales realizados con esta dltima fraccién (covariante:
F0) pusieron de manifiesto diferencias estacionales significativas entre las dos
poblaciones, Gnicamente durante el primer afio (ANCOVA: Fs;7=12,455;
p<0,003).

4.1.5.3. Anélisis del residuo F2
Los resultados obtenidos tras la realizacién de un ANOVA empleando la

variable F2 y los tres factores se resume en la Tabla 32.

Fracci6n F2
Factor gl F 128
Estacion 332 13,366 <0,000*
Poblacitn 1,32 12,265 <0,001*
Afio 1,32 0,698 0,409
Interaccién 3,32 1,802 0,163

Tabla 32. Resultados del ANOVA para la fraccion F2. Con asterisco y en negrita
se resaltan los resultados significativos.

La variacién del peso de la fraccion F2 no fue estadisticamente diferente
entre los dos afios de muestreo, asi como la interaccién de los tres factores. Sin
embargo, existieron diferencias estacionales y poblacionales en el peso de la
muestra. En la Figura 38 se muestra las variaciones estacionales de este residuo.

El mayor peso relativo de esta fraccion se observa en Otofio, de forma
constante en las dos poblaciones y durante los dos afios. Dicho peso disminuye
progresivamente, hasta llegar a un minimo en Verano. (Figura 38).

Las ANOVAs parciales realizadas con un tnico factor o variable

independiente (factor estacional), mostraron diferencias significativos entre
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estaciones en todos los afios y poblaciones (F35=15,838; p<0,003). La excepcion
fue el 2° afio en la localidad Valsain, en el que no se observaron diferencias
estacionales (F35=0,643; p>0,606). En todas las ocasiones, excepto en el Otono
del primer afio, se obtuvo mayor cantidad de polisacaridos en la poblacién de
Presa del Pradillo que en la de Valsain. Analizando los resultados de las dos
poblaciones en conjunto, en el primer afio se extrajo mas cantidad de F1S que el

segundo pero esta diferencia no fue significativa.

Variacion de la fraccion F2

—@— Valsain

—&— Presa del Pradillo

Verano Invierno Verano Invierno

-15

Log (mg F2/g talo)

-2.0

Otono Primavera Otono Primavera
Primer afio Segundo afio

Figura 38. Variaciones de la fraccion F2 en los meses de recogida de las
muestras y respecto a las dos localidades. En todos los casos, se muestran los
valores medios.

4.2. Anilisis estacional de los polisacaridos de Lasallia pustulata

4.2.1. Datos climaticos de la poblacién estudiada

En el robledal donde se recogieron las muestras de este liquen (localidad El
Escorial), el factor ambiental de entre los aqui considerados que mayor
variacién estacional observo fue la temperatura. Vari6é 19°C entre el Invierno y
el Verano y a modo de comparacién, en la localidad de muestreo de
Pseudevernia furfuracea, -Valsain- s6lo vario 11°C. Durante el primer afo, las
precipitaciones primaverales fueron marcadamente superiores a las del
segundo ano. En la Figura 39 se detallan la precipitacion y temperaturas
obtenidas de la estacion meteorolégica ‘Los Llanillos’, préxima a la localidad de

muestreo El Escorial.



: | I R
Resultados114

Datos trimestrales de temperatura y precipitacion
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Figura 39. Climodiagrama de los meses en los que se llevé a cabo la toma de
muestras (1998-1999).

4.2.2. Correlaciones simples entre fracciones y variables ambientales
Del mismo modo que en el apartado 4.1, cada fraccion se determin6é que
estaba compuesta por un tipo de polisacarido mayoritario. A continuacion se

refieren las fracciones analizadas y sus componentes.

A2:3-(1—6) glucano. F1S: galactomananos.

A1l: glicoproteinas y lipidos. F2: pigmentos y glucano-quitina.

F1I: B-(1—-6) y B-(1—3) glucanos. FO: pigmentos, lipidos y proteinas
desnaturalizadas.

Las fracciones obtenidas A1, A2, F0, F1S, F11 y F2, cuyos pesos se recogen en
el apartado 4.4, se correlacionaron entre si como el caso anterior, siendo
después relacionadas con las variables de temperatura y precipitacion. No se
incluyeron en dicho anélisis las estaciones de Verano 97 y Otofio 97 ya que no
dispusimos de datos meteorologicos de estas fechas. Los resultados obtenidos

en las correlaciones entre los pesos de las fracciones se detallan en la Tabla 32.
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Par de '
variables Ts P
AlY A2 0,04 087
A1YFIS 0,17 0,497
A1lYF1I 0,35 0,149
AlYFR2 0,11 0,68
FOY A2 0,712 <0,001*
FOY A2 -0,18 0,470
FOY F1S 0,08 0,758
FOY F1I 0,02 0,925
FOYF2 0,28 0,261,
A2 YFI1S 0,171 0,497
A2 Y FiI 0,29 0,246
A2YR2 0,12 0,633
FIS Y Fii 03 0,228
FISY F2 0,77 <0,001*
FIIY F2 0,19 0,436

Tabla 32. Correlacién entre los pesos de las fracciones (N=18 en todos los casos).
Se muestran los coeficientes de correlacién de Spearman (rs) y la probabilidad
(p). Con * y negrita se indican los resultados significativos tras la aplicacién de
la correcci6n de Bonferroni (el nuevo valor critico tras esta correccion fue

£<0,002)

Existieron pocas correlaciones significativas entre los pesos de las fracciones

de Lasallia. Por un lado, la fraccién F1S se correlacion6 negativamente con F2
(p<0,001; N=18) y por ofro, los sobrenadantes (Al y FO0) obtenidos se

correlacionaron entre si de forma positiva (p<0,001; N=18), es decir, cuanto mas

peso hubo de uno también se encontré mas del otro.

Los resultados de las correlaciones entre los pesos de las fracciones y cada

una de las variables ambientales consideradas se muestran en la Tabla 33.
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Fracciéon Is 14
Al 0,33 0176
FO 0,12 0,638
A2 0,71 <0,001* |
Temperatura '
F1S$ 0,13 0,608
F11 0,67 0002*
F2 02 0,289
Al 0,46 0,055
FO 0,59 <0,01
Precipitacion A2 012 0619
F1S 0,00 098
F1I 0,16 0,534
_ F2 0,16 0,525

Tabla 33. Correlacién entre los pesos de las fracciones (N=18 en todos los casos)
y las variables ambientales. Se muestran los coeficientes de correlacién de
Spearman (rs) y la probabilidad (p). Con * y negrita se indican los resultados
significativos tras la aplicacion de la correccién de Bonferroni (el nuevo valor
critico tras esta correccién fue p<0,002)

Tras la correccién de Bonferroni, iinicamente dos correlaciones resultaron
significativas estadisticamente. Estas fueron la correlaci6n entre la fraccion A2 y
la temperatura (relacién positiva; p<0,001; N=18) y la correlacién entre la
fraccién F1I y la temperatura (negativa; p<0,002; N=18).

4.2.3. Anilisis de las Componentes Principales
Como en el caso de Pseudevernia, se realiz6 un Anélisis de las Componentes

Principales (PCA) para verificar las relaciones que se habian observado
mediante las correlaciones simples. Este PCA, realizado con los pesos de las

fracciones A2, F1S, F1I, F2, A1l y F0 arroj6 tres factores (Tabla 3}4).
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Factor1 Factor2 Factor3
A2 0203 -0,125 0,795%
F1S 0,043 0,899* 0,015
F11 0118 -0,139 -0,830"
F2 0,127 -0,862* -0,004
Al -0,917* 0,103 0,046
F0 -0,912* (0,075 0,125
%Var.expl 17,44 16,03 13,39
Autovalor 204 143 1.21

Tabla 34, Resultados del analisis de componentes principales realizado con las
fracciones A2, F18, F1I, F2, Al y F0. Con asterisco y en negrita se destacan los
coeficientes de correlacion significativos (N=18, r>0,47, p<0,05).

El primer componente principal (Factor 1), explicé casi un 18% de la
varianza total, y agrupé las fracciones sobrenadante Al y FO, (al igual que
ocurrfa en el caso de Pseudevernia) ambas con coeficiente negativo. No se
encontré que otras fracciones precipitado estuvieran relacionadas en este Factor
1.

El Factor 2 (16% de la varianza) relacion6 las fracciones F1S (positivamente)
y F2 (negativamente). Muestra un gradiente de variacién entre mayores valores
de F1S y menores de F2. |

El Factor 3 (13% de la varianza), agrup6 dos fracciones de composicion
semejante: F1I (negativamente) y A2 (positivamente). Este factor se interpreta
como un eje de variacion entre elevados pesos de la fraccion A2 y pequefios
valores de la fraccién F1I. Este tercer factor, del mismo modo que ocurria al
Factor 3 en Pseudevernia (Tabla 26), puede ser interpretado como el gradiente de
la produccién de glucanos mas externos fundamentalmente fuangicos (A2
positivo) y F1I, compuesto por polisacridos mas internos de pared del

micobionte (negativo).
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La correlacion entre los tres componentes principales (Factores 1, 2y 3) y las

variables meteorologicas se muestra en la Tabla 35.

Par de variables I r P
Factor 1 -0,16 0,26 0,526
Temperatura Factor 2 0,21 0,44 0,403
Factor 3 0,89 0,79 <0,000*
Factor 1 0,52 0,27 0,028*
Precipitacion Factor 2 0,05 0,02 0,853
Factor 3 -0,32 0,10 0,200

Tabla 35. Correlaci6én de Spearman entre los tres factores obtenidos en el PCA y
la temperatura y la precipitacién. El coeficiente de correlacién (rs) elevado al
cuadrado estima la varianza explicada. Con asterisco y letra negrita se resaltan
los resuitados significativos. '

En este caso, el Factor 1, que agrupa a los sobrenadantes, se correlacion6
positivamente con la precipitacién. El Factor 2 no estuvo correlacionado con
estas variables ambientales. El Factor 3, por su parte, se correlacion6

positivamente con la temperatura.

4.2.4. Variacién_estacional mediante anilisis miéltiple de la varianza
MANOVA
Los resultados del MANOVA realizado con las variables A2, F1S, F1I y F2

(con todas las estaciones de los dos afios) se exponen en la Tabla 36.

Fracciones A2, F1S, Fll y F2
Factor AdeWilks gl F P
Estacion 0,041 1-2,34 6.818 <<0,001*
Afo 0,210 4,13 12.218 <<0,001*
Interaccién 0,028 12,34 8.235 <<0,001*

Tabla 36. Resultados del MANOVA de las fracciones A2, F1S, F1I y F2. Con
asterisco y en negrita se resaltan los resultados significativos.
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Los resultados indican la existencia de diferencias estacionales y anuales
para el conjunto de las fracciones. El término interaccion también result6
significativo. Por ello, se llevaron a cabo anilisis parciales (ANCOVAs 6
ANOVAs protegidos) con cada fraccion.

4.2.5. Andlisis de la varianza (ANOV. COVA) parciales

4.2.5.1. Analisis de la fracciones extraidas con agua (Al y A2)

El ANCOVA realizado con los pesos de la fraccién A2 se muestra en la Tabla
37. Se emple6 en este caso como covariante la fraccion Al; no obstante, la

exclusion de esta covariante no altera los resultados.

Fraccion A2
Factor F g L p '
Estacién 4,715 3,15 0,016*
Afio 0,815 1,15 0,381
Interaccion 8,586 3,15 <0,001*

Tabla 37. Resultados del ANCOVA realizado con Ia fraccién A2. Covariante:
fraccion Al. Con asterisco y en negrita se resaltan los resultados significativos.

Las variaciones estacionales de los pesos de la fraccibn A2 (pustulano)
difirieron significativamente. El efecto del aifio, por el contrario, no mostré
diferencias. El término interaccién fue significativo y, por tanto, el patrén de
variaci6én estacional hubo de ser estimado con los datos de los dos afios
conjuntamente (Figura 40). El patréon de variacién estacional de esta fraccién
incluye menores pesos en Verano y en Invierno, asi como mayores valores en

Otofio y Primavera. (Figura 40).
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Figura 40. Variaciones de la fraccion A2 en los meses de recogida de las
muestras. En todos los casos, se muestran los valores medios.

La comparacion de los pesos de la fraccion Al entre estaciones resulto

estadisticamente significativa (ANOVA: F316=3,803; p<0,031). El patréon de

variacion fue contrario al de A2.

4.2.5.2. Variacion de las fracciones extraidas con alcali (F1S y F1I)

El peso de la fraccion F1S no parecié variar ni estacional ni anualmente

(Tabla 38).
Fraccion F1S
Factor F g L p
Estaciéon 2,114 3,15 0,141
Ano 0,017 1,15 0,899
Interaccion 8,332 3,15 0,002*

Tabla 38. Resultados del ANCOVA de la fraccion F1S. Covariante: fraccion FO.
Con asterisco y en negrita se resaltan los resultados significativos.

El término interaccion si result6 significativo por lo que las variaciones de

los niveles de un factor no fueron homogéneas a través de los niveles del otro

(Figura 41)



Al contrario que en la fraccién anterior, los pesos de la fracciéon FI1I si
difirieron estacional y anualmente. En este ANCOVA se emple6 como

covariante F0. Los resultados se muestran en la Tabla 39.

Fraccion F11
Factor F gL 14
Estacion 14.805 3,15 <0,000*
Afio 10,751 1,15 0,003*
Interaccién 2.664 3,15 0,065

Tabla 39. Resultados del ANCOVA de la fraccion F1I. Como covariante se
emple6 F0. Con asterisco y en negrita se resaltan los resultados significativos.

El patrén de variacion estacional fue semejante durante los dos anos (Figura
41). En Verano se obtuvieron los valores minimos, aumentando

progresivamente en Otono e Invierno y cayendo bruscamente de nuevo en la

Primavera.
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Figura 41. Variaciones de las fracciones F1S (grafico de la izquierda) y F1I
(gréafico de la derecha) en los dos anos de muestreo. En todos los casos, se
muestran los valores medios.

4.1.5.3. Analisis del residuo F2

Respecto a la fraccion F2, se obtuvieron diferencias estacionales y anuales

(Tabla 40).
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Fraccion F2
Factor F 14
Estacion 12.427 <<0,001*
Ao 40,530 <<0,001*
Interaccién 5.933 <0,006*

Tabla 40. Resultados del ANOVA de la fraccion F2. Con asterisco y en negrita se
resaltan los resultados significativos.

Empleando como covariantes todas las demas fracciones se obtuvieron
resultados similares. La variabilidad estacional observada para esta fraccion
(Figura 42) fue similar al patron encontrado para esta misma fraccion en P.
furfuracea (mayor peso en Otono, disminucién progresiva en Invierno y

Primavera y ligero aumento en Verano).
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Figura 42. Variaciones de la fraccion F2 en los meses de recogida de las
muestras. En todos los casos, se muestran los valores medios.

4.3.Estudio cualitativo estacional en la fracciéon F1Sde L. pustulata.
Como se puede observar en la figura 43, la filtracion en gel de intercambio
ionico del conjunto de polisacaridos no dio un perfil significativamente

diferente en cada estacién. También se filtraron las muestras correspondientes a
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los meses restantes del muestreo, dando un perfil similar. Lé composicion de
monosacaridos de estas fracciones, como se muestra en la Tabla 41, también
result6 semejante a lo largo del afio de estudio. Los rendimientos de las
fracciones también fueron parecidos (Tabla 41). |

La purificaci6on con propanol rindi6é porcentajes c:omparables de
polisacéaridos y los porcentajes se muestran en la Tabla 42. En la Figura 44 se
puede apreciar que los espectros de "H-RMN de la fracciéon F1Sn PP son
practicamente idénticos, lo que se corresponde con una compdsicién semejante.
Esto mismo ocurri6 con la fraccion F1Sg PP. Sin embargo los porcentajes de
metilacién de las fracciones resultaron algo diferentes para cada estacion
debido a que es un polisacarido bastante ramificado y a veces; la metilacion no
fue completa, no pudiéndose comparar los resultados. Las repeticiones no se

realizaron por escasez de muestra.

Invierno de 1998 Primavera de 1998
Monosacéarido F1Sn F1Sg F1S1 F1Sn F1Sg F1S1
" 33% 23% 11% 37% 26% 11%
Arabinosa - - - 1 1 -
Ramnosa 5 3 - 5 2 1
Xilosa 2 2 - 2 - -
Manosa I e 61 11 54 53 12
Galactosa 28 26 5 33 31 7
Glucosa 4 8 16 5 13 28
Total 100 100 32 100 99 48
Verano de 1998 Otofio de 1998
Monosacirido F15n F1Sg F151 F15n F1Sg F151
29% 30% 13% 30% 27% 12%
Arabinosa - - - - i -
Ramnosa 9 3 1 7 5 -
Xilosa 2 - - 1 1 -
Manosa 52 60 13 56 55 1
Galactosa 31 26 7 28 30 5
Glucosa 6 10 32 8 8 35
Total 100 99 54 | 100 100 52

Tabla 41: Porcentajes de los monosacaridos de las fracciones filtradas de cada
estacion del afo. ‘
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Figura 43: Filtraci6n en gel de intercambio i6nico DEAE Sepharose CL 6B de las
fracciones F1Srecolectadas en verano, otofio, invierno y primavera de 1998.
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[ Invienode1998 | Primavera de 1998

Sobrenadante Precipitado Sobrenadante Precipitado
Fi1Sn 47 36 45 _ 28
F1Sg 32 29 32 , 27

Verano de 1998 Otoiio de 1998

Sobrenadante Precipitado " Sobrenadante  Precipitado
F1Sn 50 21 40 28
F1S¢ 42 39 40 j 33

Tabla 42. Porcentajes de los polisacaridos aislados mediante precipitacion con 2-
propanol respecto a su fraccién correspondiente, F15n 6 F15g.

Invierno 98 Primavera 98

Ototio 98 _ Verano 98

i
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Figura 44. Espectros de "H-RMN de la fraccién F1Sr PP aislada del talo en
cuatro periodos del afio diferentes, Invierno, Primavera, Verano y Otofio.



44. Pesos de las fracciones y datos de las variables meteorol6gicas.

mg fraccién/ g talo seco
| A1 P. furfuracea |
| Localidad | Verano 97 Otofio 97 Invierno98  Primavera98  Verano 98 Otofio 98 Invierno 99  Primavera99 |
| valsain | 0215 0,138 0,152 0,09 0,135 0,109 0,146 0,065 |
| Valsain | 0,2 0,149 0,111 0,086 0,132 0,116 0,08 0,085 |
| valsain | 0,169 0,116 0,123 0,087 0,133 0,087 0,114 0,085 |
| Pradilio | 0,19 0,152 0,089 0,102 0,104 0,113 0,117 0,095 |
| Pradillo | 0,164 0,223 0,077 0,113 0,105 0,119 0,129 0,118 |
| Pradiilo | 0,173 0,098 0,095 0,08 0,139 0,078 |
| L. pustulata |
| El Escorial 0,047 0,037 0,043 0,03 0,052 0,038 0,038 0,046 |
| El Escorial 0,036 0,031 0,038 0,031 0,036 0,023 0,037 0,041 |
| El Escotial ~0,034 0,023 0,04 0,036 - 0,034 - 0,045 - 0,037 0,04 |
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mg fraccién/ g talo seco

| FO P. furfuracea I
| Localidad | Verano 97 Otoiio 97 Invierno 98 Primavera98  Verano 98 Otofio 98 Invierno 99  Primavera99 |
| valsain | 0,063 0,046 0,032 0,025 0,023 0,034 0,014 0,031 |
| Valsain | 0,068 0,042 0,022 0,033 0,025 0,031 0,024 0,029 |
| Valsain | 0,092 0,036 0,018 0,025 0,024 0,028 0,029 0,04 |
| Pradilo | 0,022 0,052 0,019 0,022 0,01 0,024 0,021 0,026 |
| Pradillo | 0,028 0,032 0,015 0,016 0,012 0,018 0,022 0026 |
| Pradilo | 0,025 0,045 0,014 0,019 0,02 0,024 0,015 0,034 |
| L. pustulata |
| ElEscorial 0,029 0,025 0,032 0,015 0,038 0,021 0,033 0,033 |
| El Escorial 0,023 0,042 0,026 0,019 0,036 0,022 0,029 0,026 |
| ElEscorial 0,027 0,023 0,037 0,024 0,033 0,025 0,037 0029 |
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mg fraccion/g talo seco

| A2 P. furfuracea |
| Localidad | Verano 97 Otofio 97 Invierno 98  Primavera98  Verano 98 Otofio 98 Invierno 99  Primavera%9 |
| Valsain | 0,143 0,106 0,145 0,207 0,223 0,183 0,213 019 |
| valsain | 0,136 0,102 0,145 0,202 0,221 0,203 0,229 0201 |
| valsain | 0141 0,105 0,149 0,207 0,232 0,199 0,227 0201 |
| Pradillo | 0,16 0,16 0,156 0,184 0,218 0,163 0,192 0239 |
| Pradillo | 0,155 0,155 0,171 0,193 0,218 0,18 0,215 0,2 |
| Pradillo | 0,165 0,17 0,18 0,228 0,168 0,202 0231 |
| L. pustulata |
| ElEscorial 0,384 0,438 0,364 0,425 043 0,421 0,408 0392 |
| El Escorial 0,33 0,424 0,369 0,423 0,422 0,425 0,394 035 |
| El Escorial 0,284 0,394 04 0,421 0,414 0,414 0,38 0394 |
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| A28 P. furfuracea |
| Localidad | Verano97 Otofio 97 Invierno 98  Primavera98  Verano 98 Otofio 98 Invierno 99  Primavera99 |
| Valsain | 0,026 0,004 0,016 0,022 0,044 0,024 0,027 0,056 |
| valsain | 0,018 0,008 0,016 0,043 0,045 0,033 0,057 0,065 |
| valsan | 012 0,007 0,015 0,031 0,025 0,029 0,055 0036 |
| Valsain | 0,014 0,01 0,016 0,044 0,042 0,021 0,031 0,076 |
| Pradillo | 0,014 0,017 0,02 0,024 0,029 0,021 0,033 0,039 |
| Pradillo | 0,028 0,013 0,021 0,04 0,045 0,022 0,045 0,033 |
| Pradillo | 0,023 0,021 0,011 0,016 0,031 0,022 0,048 0,024 ]
| Pradillo | 0,021 0,024 0,02 0,021 0,026 0,018 0,024 0,035 |
| A2l P. furfuracea |
| Localidad | Verano 97 Otorio 97 Invierno 98  Primavera98 Verano 98 Otofio 98 Invierno 99  Primavera99 |
| Wvalsain | 01 0,083 0,115 0,173 0,156 0,137 0,172 0,139 ]
| valsain | 0,109 0,082 0113 0,145 0,138 0,167 0,156 0,134 |
| Valsain | 0,121 0,079 0,119 0,162 0,178 0,162 0,144 0,161 i
| Valsain | 0,1 0,083 0122 0,15 0,147 0,144 0,165 0,130 |
| Pradillo |~ 0,132 0,117 0,131 - 0,156 0,167 0,117 0,149 0179 | .. -
| Pradillo |} 0,11 0,127 0,141 0,141 0,173 0,138 0,166 0,162 |
| Pradillo ! 0,118 0,121 0,155 0,161 0,18 0,128 0,143 0,182 |
| Pradillo | 0,124 0,122 0,113 0,153 0,183 0,133 0,139 0,194 |
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mg fraccién/ g talo seco

| F1 P. furfuracea ]
| Localidad | Verano 97 Otorio 97 Invierno98  Primavera98  Verano 98 Otofio 98 Invierno 99  Primavera99 |
| Vvalsain | 0,106 0,135 0,177 0,132 0,143 0,156 0,162 0169 |
| Valsain | 0,1 0,135 0,172 0,134 0,126 0,157 0,16 0,166 |
| Valsain | 0,097 0,137 0,156 0,132 0,126 0,155 0,158 0171 |
| Pradillo | 0117 0,164 0,156 0,134 0,136 0,167 0,15 0,152 |
| Pradillo | 0112 0,15 0,201 0,123 0,123 0,162 0,163 0152 |
| Pradillo | 0,145 0,153 0,135 0,138 0,152 0,152 0,144 |
| L. pustulata |
| ElEscorial 0,133 0,143 0,142 0,133 0,129 0,126 0,147 0118 |
| El Escorial 0,134 0,159 0,135 0,11 0,126 0,135 0,131 0151 |
| El Escorial 0,13 0,149 0,135 0,124 0,126 0,135 0,14 0,145 |
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mg ffraccién/ g talo seco

| F1S P. furfuracea |
| Localidad | Verano 97 Otofio 97 Invierno 98  Primavera98  Verano 98 Otorio 98 Invierno99  Primavera99 |
| Valsain | 0,059 0,060 0,041 0,069 0,078 0,062 0,056 0,051 |
| Vvalsain | 0,061 0,059 0,047 0,068 0,080 0,050 0,060 0042 |
| Valsain | 0,060 0,054 0,057 0,076 0,083 0,079 0,055 0,063 |
| Valsain | 0,057 0,065 0,055 0,072 0,085 0,069 0,048 0,043 |
| Vvalsain | 0,056 0,062 0,065 0,067 0,085 0,059 0,068 0,060 |
| Pradillo | 0,063 0,091 0,046 0,072 0,078 0,101 0,053 0076 |
| Pradillo | 0,066 0,071 0,045 0,072 0,075 0,077 0,063 0,065 |
| Pradillo | 0,069 0,074 0,052 0,072 0,078 0,078 0,072 0,062 |
| Pradillo | 0,067 0,079 0,046 0,077 0,073 0,080 0,075 0,074 |
| Pradillo | 0,063 0,074 0,064 0,072 0,073 0,086 0,058 0,062 |
| L. pustulata |
| ElEscorial | 0,035 0,036 0,02 0,024 0,025 0,024 0,028 0,039 |
| EtEscorial | 0,036 0,048 0,025 0,032 0,031 0,024 0,032 0,032 |
| EiEscorial | 0,027 0,035 0,022 0,023 0,025 0,028 0,032 0,049 |
| ElEscorial | 0,029 0,036 0,018 0,022 0,026 0,035 0,03 0,032 |
| ElEscorial | 0,027 0,037 0,016 0,017 0,033 0,021 0,027 0,035 |
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mg fraccién/ g talo seco

| Fu P. furfuracea

| Localidad | Verano 97 Otorio 97 Invierno98  Primavera98  Verano 98 Otorio 98 Invierno 99  Primavera99
| valsain | 0040 0,045 0,094 0,045 0,059 0,081 0,097 0,107
|  Valsain | 0,039 0,050 0,099 0,045 0,053 0,095 0,092 0,114
| Vvalsain | 0,040 0,055 0,097 0,038 0,054 0,065 0,104 0,103
| Valsain | 0,038 0,057 0,107 0,035 0,051 0,078 0,102 0,128
| Valsain | 0,039 0,055 0,009 0,042 0,053 0,084 0,082 0,112
|  Pradillo | 0,035 0,069 0,086 0,038 0,047 0,052 0,083 0,067
| Pradilo | 0,035 0,069 0,100 0,041 0,052 0,069 0,073 0,063
| Pradillo | 0,044 0,066 0,088 0,045 0,048 0,058 0,079 0,071
| Pradillo | 0,040 0,066 0,103 0,040 0,044 0,061 0,080 0,056
| Pradillo | 0,045 0,070 0,076 0,045 0,049 0,060 0,091 0,069
| L. pustulata

| ElEscorial | 0,079 0,11s 0,121 0,108 0,097 0,096 0,009 0,074
| ElEscorial | 0,084 0,111 0,114 0,098 0,088 0,084 0,099 0,1
I-El Escorial | 0,091 0,107 0,112 -0,101 0,083 . . 0,098 0,111 0,085
| El Escorial { 0,094 0,105 0,115 0,089 0,094 0,1 0,093 0,078
| ElEscorial | 0,092 0,105 0,111 0,082 0,095 0,109 0,11 0,071
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mg fraccién/ g talo seco

| F2 P. furfuracea i
| Localidad | Verano 97 Otofio 97 Invierno 98  Primavera98  Verano 98 Otorfio 98 Invierno 99  Primavera%9 |
| valsain | 0,46 0,242 0,167 0,151 0,149 0,184 0,16 0,153 |
| valsan | 0,152 0,249 0,163 0,154 0,171 0,178 0,173 0,16 |
| Valsain | 0,141 0,383 0,178 0,16 0,171 0,177 0,181 0179 |
| Pradilo | 0,154 0,242 0,221 0,193 0,181 0,206 0,222 0201 |
| Pradilo | 0,163 0,195 0,243 0,193 0,172 0,216 0,203 0,206 |
| Pradillo | 0,282 0,226 0,192 0,174 0,225 0,199 0225 |
| L. pustulata |
| ElEscorial 0,07 0,108 0,102 0,077 0,072 0,085 0,054 0,067 |
| ElEscorial 0,087 0,1 0,098 0,076 0,069 0,096 0,047 0,058 |
| ElEscorial 0,084 0,119 0,09 0,077 0,077 0,08 0,068 0,069 |
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P. furfuracea Medias trimestrales

_ o Primer afio (97-98) | Segundo afio (98-99) |
Estaciones/poblacién — — e
| T (°C) Precipitacién (mm?) | T (°C) Precipitacién (mm3) |
Valsain 13,4 646,3 16,6 323,6
Verano
Pradillo 16,3 441,3 17,8 327,6
Otofio Valsain 8,6 2011,6 7 1262
Pradillo 12 1686 10 609,3
Invierno Valsain 1,5 2839 0 877,3
Pradillo 5 1239 3 894,6
Primavera Valsafn 4 1563 4,7 048,3
Pradillo 8,7 1164 8,5 862
Dfas por trimestre | | Lasallia pustulata Medias trimestrales |
| Dias de niebla | , | Primer ario (97-98) | Segundo afio (98-99) |
Estaciones | Primer afio (97-98) | Segundo afio (98-99) | Estaciones | °C mm* | °C mm? |
| Valsatn  Pradillo | Valsain  Pradillo | Verano - - 22,5 153,3
Verano 35 0 15 0 Otofio - - 12,4 332,3
Otofio 48 0 ) 0 ' ' Invierno 7,1 515 3,9 326
[nvierno 63 0 50 3 | Primavera 10,6 978,3 104 558,6
Primavera 56 0 48 1

$EL SOpeINSaY



DISCUSION



Discusionl3d

1. FRACCIONAMIENTO DE LOS POLISACARIDOS DEL TALO

La composicién y porcentaje de los polisacaridos de un talo liquénico puede
ser de utilidad a la hora de establecer similitudes y diferencias entre estos
organismos y su estudio podria llegar a ser fundamental en el conocmruento de
una parte del metabolismo de los hongos liquenizados que sintetizan estas
moléculas tan caracteristicas. En el presente trabajo se han separado y
purificado varias fracciones, cuya proporcién y composicién variaba segln la
familia a la que pertenece el liquen estudiado. El estudio de los componentes
mayoritarios de cada fraccion nos puede dar una idea de la composicion
general de los polisacéridos del talo y de como podrian disponerse en él.

Mediante el tratamiento con agua caliente se logré extraer, en diferentes
cantidades segn la familia, polisacaridos con una elevada proporcién de
glucosa que, al ser tratados con etanol, precipitaban y se separaban de
glicoproteinas (Bubrik ef al., 1985) y lipidos (Dembitsky et al., 1991) (fraccién
A1). En funci6n de su solubilidad en agua frfa se separaron en todos los casos
dos fracciones, A2S y A2l Estos polisacaridos eran glucanos. que presentaban
diferentes estructuras en las especies de distintas familias, e incluso de distintos
géneros, y podrian ser marcadores quimiotaxon6micos como los propuestos
por Common (1991) para la familia Parmeliaceae. Tras el tratamiento con agua
caliente, 1a estructura del talo no se alter6, manteniendo éste el mismo aspecto
externo. Esto podria indicar que estos polisacaridos, que se extraen facilmente
de los talos, son extracelulares o estan débilmente ligados a la pared. Se ha
sugerido (Gorin et al., 1988) que polisacédridos de este tipo como el pustulano,
que puede representar hasta un 40% de los polisacaridos totales aislados de L.
pustulata, tienen una funcién de reserva y de proteccion frente a cambios
ambientales y no son de caracter estructural. |

Al extraer con élcali se obtuvieron varios polisacaridos con mayor contenido
en manosa y galactosa, que quiza tengan una disposicién mas interna en la
pared celular (Boissiere, 1987). En la familia Cladoniaceae al mostrarse
fuertemente agregados, fue necesario una extraccién con NaOH a 120°C para

liberar los heteropolisacaridos (fraccién F1 1S), constituyentes mayoritarios de
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la pared. En todos los casos se separé una pequeiia proporcion (ménor del 10%)
de una fraccién soluble en agua fria (F1S) cuyos componentes serdn discutidos
posteriormente, y una insoluble (F1I) cuya composicién sera analizada en el
siguiente apartado.

Se denominé fraccién F2 al residuo de todas las extracciones anteriores. Su
hidrélisis revel6 la presencia de mondémeros neutros que probablemente
provinieran de restos de polisacaridos aislados anteriormente y del complejo
glucano quitina que es uno de los polimeros méas ampliamente descritos en las
paredes celulares fangicas (Sietsma y Wessels, 1977). En el extremo de esta
situacién result6 estar la fraccion F2 de la familia Cladoniaceae. La alta
proporcion de los monosacaridos neutros manosa y galactosa volvié a indicar

una gran abundancia de heteropolisacéridos.

1.1. Purificacién y andlisis de los polisacdridos aislados

El analisis general de la fraccién soluble en agua fria (AZS) en las dos
especies de la familia Parmeliaceae (Tabla 3), demostré que contenfa glucosa
como principal componente, pero ademas se detectaron manosa, (12%) y
galactosa (9-11%). Por ello se sospech6 que existia una mezcla de polisacaridos
y se traté el material con licor de Fehling, precipitando (A2S PC) una pequefia
cantidad de un a-(1—6)-manano ramificado, cuyas cadenas laterales contenian
principalmente, a-(1—»3) glucosa y galactopiranosa terminal. El componente
mayoritario, que no precipitaba (A2S SC), contenia un « glucano lineal de alto
Pm, con enlaces (1-3) y (1—>4) en proporcién 2:1, similar al descrito como
isoliquenano por algunos autores (Kramer, et al., 1995, Gorin y lacomini, 1984).
A veces la purificacion del isoliquenano puede no ser total, puesto que los
heteropolisacaridos minoritarios se separan de él con dificultad, inctuso
después de realizar fraccionamiento por cromatografia de exf:lusién molecular.
Diversos autores describen la presencia de isoliquenano en talos de la familia
Parmeliaceae, pero la proporcién de enlaces (1—53) y (1»4) detectada por cada
uno de ellos es variable. Si no se ha realizado una cuidadosa purificacién de

este polisacarido, puede ocurrir que en realidad se esté analizando una mezcla
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de polimeros y que éste sea el origen de la heterogeneidad del isoliquenano al
consultar distintas fuentes. (Chanda et al. 1957, Fleming y Manners, 1966)

En la familia Umbilicariaceae, la fraccion A2S no contenfa isoliquenano, sino
un B(1-»6)-glucano  mayoritario parcialinente acetilado y otros
heteropolisacaridos. La ausencia de isoliquenano y la presencia de B(1-—6)-
glucano en los liquenes de esta familia ha sido descrita exhaustivamente por
Nauri ef al. en 1999. El grado de acetilacion del 15% encontrado también es
similar al descrito por otros autores (Nishikawa et al. 1969).

En la familia Cladoniaceae, la fraccién A2S representé un porcentaje muy
bajo (aproximadamente el 1% del talo) y en su anilisis de metilacién se
detectaron los derivados de (1-—3)-glucopiranosa y de (1—6)-manopiranosa.
Debido a el poco material aislado, por el momento no se ha determinado si

corresponde a un solo polisacérido o a varios.

El glucano insoluble en agua fria (A2I), que en todos los casos se encuentra
presente en mayor proporcion que el soluble, fue el componente mayoritario en
el talo de las familias Umbilicariaceae y Parmeliaceae (Figuras I9y 20).

En la fraccion A2I de la familia Parmeliaceae se identific6 al menos un
glucano insoluble diferente para cada especie. El de Platismatia glauca se aisl6 de
forma mayoritaria en la fraccion A2I b, resultando ser un polisacdrido con
enlaces a-(1-3)-(1>4) en proporciones 1:2. Fstas fueron inversas a las del
polisacarido de la fraccién soluble A2S y no coincidieron con las de otros a-
glucanos descritos en la literatura como el evernano, PC-3, nigerano, etc
(Yokota et al. 1979, Takeda et al. 1970). Esto también fue corroborado por los
analisis de degradacién de Smith, en los que se obtuvo un porcentaje mayor de
eritritol, proveniente de la degradacién de los enlaces (1-—>4), que en la fraccion
analoga de P. furfuracea. La fraccion A2I ¢ fue minoritaria y sus principales tipos
de enlace, detectados mediante andlisis de metilacion, fueron (1-3) y (1—>4)-
glucopiranosa en proporcion (2:1), por lo que podriamos aventurar que se trata
de liquenano, ya que ademas es insoluble en agua fria. En P. furfuraces, la

fraccion A2I b fue minoritaria y su espectro de 'H-RMN mostr6 sefales
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caracteristicas de enlaces « y B, que coincidian con las del espectro registrado
por Kramer et al. (1995) para una mezcla de liquenano e isoliquenano. En el
polisacarido de la fraccién mayoritaria A2l ¢, tanto la proporcion 2:1 de los
enlaces (1-3)-(1—>4) (Tabla ) como su insolubilidad en agua frfa, corresponden
a lo descrito para el liquenano (Chanda ef al., 1951).

En las 4 especies de la familia Umbilicariaceae, practicamente todo el
polisacarido insoluble de la fraccion A2I era un p-(1-6) glucano parcialmente
acetilado, que ha sido descrito en numerosos hongos liquenizados de esta
familia (Nauri et al. en 1999). Este polimero se extrajo con agua caliente y s6lo
una pequefia proporciéon del mismo, que quiza contenga las cadenas de menor
tamafio, fue soluble en agua fria y se detect6 en la fraccién A2S.

En la familia Cladoniaceae, la fraccién A2l represent6 un porcentaje muy
bajo del peso seco del talo, pero se consigui6é purificar en la fraccién A2l ¢ un
glucano tipo nigerano, con enlaces a-(1-»3)-(1-»4) y ramificado en O-3 y en O-2.
Este polisacarido habia sido descrito como componente de algunas especies de
esta familia por Nishikawa et al. en 1974, aunque no buscaron las

ramificaciones.

Otro de los componentes aislados en proporcién abundante de los talos
estudiados, fue la fraccién F1I (soluble en dlcali e insoluble en agua), cuya
composicion también resulté diferente para cada familia estudiada.

En la familia Parmeliaceae, al tratar con élcali y dializar la fraccién F1I, se
separaron varias fracciones pero sé6lo el residuo (F1I a) fue el componente
mayoritario. Este residuo (aproximadamente 65% de la fracciéon F1I) parecia
estar compuesto por agregados de polisacaridos de pared celular con residuos
de (1—3)-glucopiranosa (Tabla 9), muy abundantes en P. furfuracea, y ademas
galactopiranosa terminal y manosa con uniones (1—2,4,6). Las fracciones
minoritarias (24-16%) F1I b y F1I ¢ parecian contener un material de
composicién semejante a los glucanos de las fracciones A2l b y A2l ¢
respectivamente. Esto podria indicar que el agua caliente no bast6 para extraer

totalmente dichos glucanos y que quiza aquélla parte, que se encontraba mas
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hacia el interior de la pared celular, se extrajo posteriormente con el tratamiento
alcalino.

En la fraccion F1I de la familia Umbilicariaceae después del nuevo
tratamiento con alcali y dialisis, se logré obtener una fraccién mayoritaria (73-
64% de F1I), denominada F1I ¢ que coincide con la aislada por Boissiere (1987)
y descrita como componente estructural de la pared del hongo. Contenia
principaimente B-(1-6) y B-(1->3)-glucanos, excepto en U. crustulosa en la que
s6lo se obtuvo B-(1-»3)-glucano. Esta diferencia en composicién podria reflejar
diferencias ecomorfolégicas de esta especie cuyo estudio podria ser interesante.
También se separaron galactomananos (F1I b) y un residuo no polisacaridico
(F1I ). Posteriormente, al tratar F1I ¢ con agua caliente, se logr6 solubilizar una
fraccién con mayoria de enlaces de glucopiranosa B-(1—6) mientras que los §-
(1-3) permanecian insolubles. Como en el caso anterior, quiza la extraccién con
agua caliente no bast6 para obtener la totalidad de los glucanos p~(1-6) (de
A2]) y aquella parte que se encontraba mas hacia el interior de la pared celular,
se extrajo posteriormente con el tratamiento alcalino. Las ramificaciones de
glucosa B-(1—3,6) encontradas por Sone et al. (1996) en Gyrophora esculenta en
este caso no se detectaron, aunque no se descarte su existencia en proporciones
muy pequeinas.

En la familia Cladoniaceae se logr6 aislar un polisacarido minoritario (11-
26% de F1I) en la fraccién F1I ¢ similar al nigerano de la fraccién A2 c. La
fracciébn més abundante (63-76% de F1I) fue el residuo F1I a pero, al igual que
la fraccién A21 4, no contenfa apenas monosacaridos neutros y su espectro de IR
no aporté mas informacion, no llegindose a conocer por el momento su

composicion.

En la fracciéon F2, para deshacer el complejo glucano (juiﬁna y ademas
eliminar el polisacarido restante, se realiz6 una hidrélisis parcial, algo mas
fuerte en el caso de C. rangiformis, que permiti6 obtener, ademas del glucano
caracteristico (F2I b), una fraccién (F2I a) con un espectro de IR que mostraba
bandas tipicas de la quitina (Michel y Scurfield, 1970) (Figuras 10, 22 y 31).
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En todas las especies estudiadas el porcentaje de glucano (fraccién F2I b)
aislado fue entre un 1y un 4% del talo, aunque puede estar minusvalorado por
que en el proceso de hidrolisis el polisacirido se ha podido degradar
parcialmente, dando lugar a cadenas cortas que no precipitaron con etanol y
por tanto no fueron cuantificadas.

Posteriormente, se valoré la concentracién de glucosamina en las fracciones
F21 a de P. furfuracea y L. pustulata, correspondiente a el porcentaje de quitina
del hongo. En los dos casos resulté ser inferior al 1% del talo (08 y
0,6%respectivamente). Esta proporcién podria estar minusvalorada ya que
Honegger y Bartnicki-Garcia, (1991) han detectado proporciones de 3-7% en
cultivos del micobionte en varias especies. Por otra parte, se ha descrito que el
acimulo de quitina en el hongo se produce preferentemente en unas
estructuras globosas de las hifas y dismunuye su proporcién al envejecer
(Galun, ef al. 1976). En los talos, la proporcion de hifas jovenes serfa escasa
frente al resto y por esta razén parece normal el bajo % de quitina detectado.

El pigmento oxidado residual (F2I al) fue resistente a varias hidr6lisis e
insoluble en sosa. Su espectro de IR, similar al encontrado por Honegger y
Brunner, (1981) en Coccomyxa, junto a las propiedades descritas nos llevo a
pensar que se trataba de un compuesto tipo esporopolenina, un polimero
carotenoide, componente de paredes celulares de hongos (Gooday et al., 1973),
polen (Southworth, 1974) y determinadas algas (Honegger y Brunner, 1981). El
analisis elemental de esta fraccion rindi6 una férmula semejante en los dos
casos (ver Resultados 1.4 y 2.4) y parecida a la descrita para este polimero por
otros autores (Gooday et al., 1973) excepto en el porcentaje de nitrégeno. Este
puede proceder de otros componentes residuales, como la quitina, y por tanto
puede indicar algo de heterogeneidad de la muestra. El polimero tipo
esporopolenina estd caracterizado en las algas libres del género Trebouxia
(Koning y Peveling 1984), que son el fotobionte en estos dos casos estudiados,
pero existen pocos datos sobre la estructura de la pared del alga en simbiosis.
Con los indicios aqui mostrados, podemos proponer que el residuo aislado sea

dicho componente estructural.
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De forma ilustrativa y sélo orientativa, los polisacaridos descritos en este

estudio se podrian disponer en el talo de la siguiente forma (Figura 45).

Familia Parmeliaceae

Matriz extracelular de glucanos
B v a(1-3)-(1—>4)

(3~ ———PEsporopolenina del fotobionte

e

Heteropolisacaridos y glucanos
de pared del micobionte.
Quitina en baja proporcién

Familia Umbilicariaceae

Matriz extracelular de glucanos
‘ P 3_(1-56) de gran espesor

+———p Esporopolenina del fotobionte

—» Glucanos de pared del micobionte.
Quitina y heteropolisacaridos en
baja proporcion

Familia Cladoniaceae

Pocos glucanos tipo nigerano
quiza extracelulares

Gran cantidad de
heteropolisacaridos de pared del
micobionte. Quitina y glucanos en
baia proporcion

Figura 45. Representacion idealizada de un corte transversal de un talo de las
especies estudiadas, en base a las proporciones de polisacaridos obtenidas. El
micobionte es representado con rectangulos y con circulos, el fotobionte. En
tonos ocres se representan los glucanos caracteristicos de cada familia (o
género) y en azul los heteropolisacaridos.

2. FRACCION EXTRAIDA CON ALCALI Y SOLUBLE EN AGUA
La fraccion de la pared celular extraida con alcali y soluble en agua contiene

polisacaridos que han sido empleados como marcadores quimiotaxonémicos
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(Leal y Bernabé, 1998, Domenech, 1999, Ahrazem, 2000). Los hongos estudiados
por estos autores pertenecen a los ordenes Hypocreales y Eurotiales y por lo
general en dicha fraccién sé6lo se encuentra un tipo de polisacirido cuya
estructura estd correlacionada con la evolucién de los distintos géneros. En
ocasiones, este polisacarido caracteristico puede extraerse junto con un a-
(1-4)-glucano, pero éste es separado mediante cromatografia de filtracion en
gel. La filtracion en gel de las fracciones extraidas con éalcali y solubles en agua
de los liquenes estudiados, demostr6 que en este material no hay sé6lo un tipo
de polisacarido y tampoco permiti6 conseguir una buena separacién de los
mismos.

Los estudios estructurales realizados con polisaciridos de liquenes se basan
principalmente en polisacaridos precipitados con solucién de Fehling.
Empleando dichas técnicas, se obtuvo cierta separacién (excepto en las dos
especies de Umbilicaria en las que no hubo precipitado), lo que nos indic6 la
existencia de al menos dos estructuras de polisacaridos diferentes. Sin embargo
los resultados obtenidos no fueron del todo concluyentes porque las muestras
segufan siendo heterogéneas, como revelaron los andlisis de TH-RMN vy
metilacion de las fracciones eluidas en cromatografia de exclusién molecular.

Mediante cromatograffa de intercambio i6nico de la fraccién, F1S, se pudo
separar al menos dos fracciones (neutra y gradiente) de composicién
heterogénea. Como alternativa a la purificacién con cobre se emple6 el 2-
isopropanol lograndose separar dos nuevas fracciones en todos los casos (PP y
SP) que, en general, parecian estar compuestas por un solo tipo de polisacérido.
Los efectos de este solvente orgéanico, actualmente estudiado en varios campos
(Gaudiano, MC, 1999), son atribuidos a una bajada de la constante dieléctrica y
a una interaccién mediante puentes de hidrégeno que, en el caso descrito de las
proteinas, incrementaria la estructura en a hélice. Estas interacciones, en el caso
de los polisacaridos, pueden ser similares a las establecidas con el cobre del
licor de Fehling en los aquellos polimero con enlaces (1->6) o que tengan
estructuras similares y por ello los resultados obtenidos fueron comparables. En

casi la totalidad de los casos estudiados, polisacaridos precipitados por este
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método (PP), tuvieron una composicion similar a los precipitziidos con licor de
Fehling (PC), pero se obtuvieron de forma maés sencilla y sin interferencias de

iones Cu que pudieran afectar en el analisis de la muestra.

En la familia Parmeliaceae se separé una fraccién neutra, minoritaria, de
composicion heterogénea y una fraccion gradiente, mayoritaria, que eluy6 en
tres picos. Al afiadir propanol, en la fraccion neutra se obtuvo un pequeiio
precipitado cuya metilacién rindi6é gran variedad de residuos entre los cuales se
detect6 —3)- Glep-(1-> y —4)- Glcp-(1->. Por ello se pens6é que era una mezcla
de polisacaridos y dado su pequefio porcentaje se descarté su estudio. Los
precipitados (PP) de la fraccién gradiente fueron mayoritarios y en los tres picos
se observé que los tipos residuos eran similares pero su abundancia variaba. En
el primer pico (F1Sg(1) PP), la escasez de acido glucurénico hallado en P. glauca
hizo que su espectro de "H-RMN fuera mas simple por lo que se eligié para la
interpretacion de su estructura basica.

En el sobrenadante de estas fracciones se detectaron otros residuos con
abundancia de —1)-Galf<(—5 y —1)-Galf(—3 que podrian ;pertenecer a un
polisacérido relacionado con el galactofurano aislado en el primer pico eluido
de la columna de exclusién molecular de la fraccién F1S SC Debido a la
facilidad con que estos tipos de enlaces se destruyen al realizar hidrolisis, se

deberian realizar més pruebas para confirmarlo.

En las familias Cladoniaceae y Umbilicariaceae los éobrenadantes y
precipitados de la fraccion neutra tuvieron una composicién parecida a los de la
fraccion gradiente aunque en esta Gltima se encuentren por lo general mas tipos
de residuos o quiza otros componentes no polisacarididcos que compliquen la
interpretacion de los resultados. Los sobrenadantes y precipitados también
tuvieron en comtin que en el primero se detect6 mayor proporcion de residuos
de Galf(1»> y —2)-Manp-(1> mientras que en el precip;'itado eran mas
abundantes los residuos de —6)-Manp-(1—. En el caso de las dos especies de

Umbilicaria se consiguié un pequefio precipitado que no se pudo obtener con
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licor de Fehling. En las especies de Cladonia estudiadas, el sobrenadante (SP)
represento la fraccién minoritaria mientras que en la familia U:mbilicariaceae se
observé que tenia un porcentaje similar al del precipitado e incluso, en las
especies del género Umbilicaria, constituia una fraccién may(!)ritaria. Por todo
esto, se eligieron las fracciones neutras de estas dos familias para analizar, en

mayor profundidad su estructura.

Familia Parmeliaceae: P. glauca y P. furfuracea.
La estructura basica del polisacarido de estas dos especies corresponde a la

del galactomanano aislado en la fraccién de P. glauca F1Sg(1) PP. Esta se
describe en la Figura 46.

En ella se aprecia una estructura, »>1)a-Manp-(6—, bisustituida en O-2 y O-4
por galactopiranosa o y B que ha sido descrita por Teixeira et 41995 como
caracteristica de un grupo de especies correspondientés a la familia
Parmeliaceae. Hasta el momento no ha sido aislada en otros hongos no

liquenizados.

(a-Galp)
1
¢ 1

2
[—)6)—(1—Manp-(1—>6)-a-Manp~(1
4
?
1

(B-Galp) .
Figura 46. Estructura basica propuesta para los galactomananos de P. glauca y P.

furfuracea. ;

Este galactomanano difiere de otros descritos en especies de esta familia
precisamente en su simplicidad, ya que en otras ocasiones ﬁresentan ademas
otros residuos terminales de galactopiranosa (Miceno et al., 1990).

La estructura del polisacarido aislado en el primer pico del gradiente de P.
glauca Figura 46, result6 mas compleja en el segundo y tercer pico al irse
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adicionando a la cadena principal de o-manosa-(1-—>6), cadenas laterales con
residuos de glucosa-(1-3) y acido glucurénico-(1-3) que podrfan estar
conectados a la cadena principal por O-2. Al reducir el polisaca!rido, los analisis
de metilacién pusieron de manifiesto estos tipos de enlacje y una buena
proporcion de residuos terminales/puntos de ramificacion. Al no detectarse
glucosa o glucurénico terminal podria inferirse que, si el polisacdrido esta bien
metilado, la galactopiranosa seguirfa siendo el residuo terminal de estas

cadenas laterales probablemente cortas (Tabla 6).

Los polisacaridos aislados de P. furfuracea mostraron un espectro mas
complicado con otras sefiales diferentes, aunque conservando la estructura
caracteristica de la Figura 46. Los anélisis de metilaciéon mostraron la existencia
de al menos dos grupos de polisacaridos. En el primer grupo,ilos polisacaridos
precipitados que elufan en el 1er y 2° pico del gradiente, contendrfan cadenas
laterales de glucosa-(1—-3), c. glucurénico-(1->3) y algunas de ac. glucurénico-
(1->2). Como se puede apreciar por los analisis de MALDI-TOF (Figura 14),
realizados con estos polisacaridos después de someterlog a acetolisis, la
longitud de las cadenas laterales conteniendo grupos acido era muy variable y,
por el momento no se ha podido aislar o determinar una estructura repetitiva o
caracteristica del mismo. Al ser cadenas mas largas y en mayor proporcién que
en P. glauca, cuando el polisacarido se redujo y se logré una méﬁlacién mejor, el
porcentaje de residuos terminales subi6 (Tabla 7). Estos polisacaridos son
semejantes a los aislados minoritariamente en la fraccién AZS PC cuya elucién
en columna de exclusién molecular mostré por analisis de TH-RMN, una
composicion heterogénea, debido a las cadenas laterales citadas. El segundo
grupo lo constituy6 el o los polisacaridos que eluian en el tercer pico del
gradiente y que son mayoritarios en esta fracciéon F1S. Se dlferenaaron por
tener menor porcentaje de ac. glucur6nico unido en (1-3) y presentar
galactofuranosa unida en (1-5) en su composicion. '

Teixeira ef al. en 1994 aislaron dos tipos de glucogalactomananos de Evernia

prungstri con una estructura basica similar a la descrita en la Figura 46, que se
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diferenciaban principalmente por su contenido en grupos aéidos. El primer
tipo, tenfa un mayor Pm y precipitaba con Cetavlon a pH 7,0. Presentaba mas
4c. glucurénico que el segundo y éste proventa de cadenas de—3)-a-GlcpA-(1—>
6 a-GlcpA-(1-3)-Glcp-. En el segundo tipo de polisacarido, que precipitaba a
pH 8,5, describen otra estructura original de la especie Evernia ;fwrunasm', a-Galp-
(1-2)-Glcp-, que se encontraba de forma mas abundante que en el primer
polisacarido. En los polisacaridos aislados mediante nuestro protocolo parece
que también hemos separado parcialmente, quiza por diferencias en Pm, dos
tipos de polisacaridos con distinta proporcion de acido y hemos encontrado en
coman el residuo —3)--GlcpA-(1-. Sin embargo, se han detectado otras
estructuras, lo que pone de manifiesto que estos poﬁsacaﬁcios, dentro de la
heterogeneidad observada, contienen elementos para diferenciar grupos de
especies relacionadas.

Sin duda se hace necesario un mayor estudio de éstos para constatar el

grado de purificacién al que se ha llegado.

Familia Umbilicariaceae: L. pustulats, L. hispanica 1. polyphylla v U

crustulosa.

En esta familia son escasos los ejemplos de galactomananos estudiados por
otros autores. Ademas, los protocolos empleados en la puriﬁchcién de los éstos
son diversos, con lo que se hace dificil establecer comparac!iones. En nuestro
caso, parece que el protocolo empleado purific6 al menos dos tipos de
galactomananos cuyas diferencias generales ya han sido discutidas y como
hemos expuesto, el estudio de la estructura se centrara en las fracciones neutras.
En la fraccion F1Sn SP la abundancia de galactofuranosa hizo' necesario realizar
una hidrolisis parcial que liberara estos residuos de la cadena central o core para

estudiar la estructura. Estas se representan en la Figuras 47 y 48.
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Eﬁ)— a—M;np—ﬂﬂ ,‘E—>6)-(1-Manp-(iﬂ ”J:—>6)—a—Mzanp-(1—EL
T

T
1 1
a-Manp (o-Manp)

L. pustulata: n+q=21, p=0-2,m=9
L. hispanica: n+q=26, p=0, m=11

Figura 47. Estructura del core de los polisacdridos de la fraccién F1S# SP de las
especies del género Lasallia.

[—)6)— a—M;mp—(lﬂ fﬁ)-a-Manp—(lwﬂfﬁ)-a—l\/;anp-(l—l

T T

1 1
o-Manp (a-Manp)

2

T
1

(o-Manp)
U. polyphylla: n=21, g=10, m=28
U. crustulosa: n=25, g=10, m=20 .
Figura 48. Estructura del core de los polisacaridos de la fraccion F1Sn SP de las
especies del género Umbilicaria. !

|
Se puede apreciar que existen afinidades en la estructufa del core de las
especies del género Lasallia por un lado y por otro las de Umbilicaria.
Estas estructuras no han sido descritas anteriormente en hongos
liquenizados pero son similares a los core que presentan otros hongos de vida
libre. Mas exactamente, el espectro del core de U. polyphylla es semejante al

descrito en T. leycettanus por Domenech et al. (1999) y el de L pustulata al de E.
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crustaceum. Por acetolisis y analisis de MALDI-TOF se pudo (L:omprobar en L.
pustulata la gran variabilidad en longitud de todas cadenas laterales. Esta
técnica nos sirvié de ayuda y fue complementaria a los andlisis de "H-RMN,
para conocer la longitud y proporcion de estas cadenas laterales.

La metilacién y la hidr6lisis del polisacarido F1Sn SP pu;ede no ser total
(como se desprende de la mala relacién terminales/puntos de ramificacién del
polisacarido entero), por lo que se requieren mas analisis para determinar la
estructura completa. De todas formas se puede apreciar qué las cadenas de
galactofuranosa laterales o de galactofuranosa terminal unidas a este esqueleto
por varios puntos dan una gran la variabilidad especifica (ver T!ablas 16 y 17).

Respecto al polisacérido de la fraccion F1Sn PP, se ha podido esquematizar
parte de la estructura. Esta se representa en la Figura 49. |

6)-0-Manp-(1-3] [6)-o-Manp-(1 'Ee)-a-Manp-(l —6)-a-Manp-(1->
T T ;

1 1
(B-Galfyr (a-Manp)s
5
T
1
(B-Galf) |
L. pustulata: n= m=, p= 1= ,5= U. polyphylla: n=,m=, p= 1= s=
L. hispanica: n= ,m=, p= 1= 5= U. crustulosa: n= n=, p= 1= 5=

Figura 49. Estructura idealizada propuesta para el polisacarido de la fraccion
F1S#n PP de las cuatro especies estudiadas.

Los espectros de TH-RMN fueron similares en los cuatro césos, permitiendo
constatar la presencia de cadenas de galactofuranosa con uniones (1-5) y
probablemente (1—6), sobre todo en los polisacaridos de Lasallia, que debido a
la hidrélisis empleada en la metilacién, se destrufan y no eran detectados en los
analisis. Pero ademas de estas cadenas, el polisacarido contiéne otros tipos de
enlace que no se representan en la Figura NM y han sido detectados por
metilacién. Los tipos de residuos en las dos Lasallias parecen similares y son

mas numerosos que en las Umbilicarias. Ademas hay que tener en cuenta las
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diferentes proporciones de las fracciones, y en Umbilicaria F1Snu PP es un
porcentaje mas pequefio que en Lasallia (Tabla 15).

En los trabajos realizados por Kj@lberg y Kvernheim (1989) en dos especies
L. pustulata y U. spodochroa, aislan de manera similar a la empleada en este
estudio, galactomananos con tipos de residuos determinados por metilacion
similares a los obtenidos en la fraccion F1Sz PP. También constatan
variabilidad de los residuos de las cadenas laterales entre las dos especies.

Parece dificil comprender por qué presentan estos Ii)olisacéridos tan
relacionados una gran variabilidad en las cadenas laterales pero posiblemente
podrian representar un marcador taxonémico, quiza a nivel de especie, aunque
un estudio mas profundo de las estructuras halladas y con masror n° de especies

seria necesario.

Famili

El material aislado en la fraccién F1Sn PP parecia estar compuesto, segtn los
andlisis de TH-RMN por un glucogalactomanano mayoritario c:uya estructura se

esquematiza en la Figura 50.

(c«-Glep)
1

\
2

E—)6)-&-Manp—(1—>6)—a-Manp~(1ﬂ
4 n

T
1

(B-Galp)

Figura 50. Estructura basica propuesta para los glucogalactomémanos de las tres
especies de Cladonia '

La presencia de glucopiranosa terminal se confirmé por el método de Gray
(1978) Otros tipos de enlaces minoritarios como B-Galf-(1- y a-Manp-(1-2) se
detectaron pero probablemente provinieran de otro polisacaﬁdo cuya cadena

central también sea de manosa en (1—6). Esto se puede deducir si comparamos
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los resultados del anilisis de metilacién de los precipitados y sobrenadantes.
Tampoco se puede descartar la presencia de un tercer tip:o o variedad de
polisacarido en el que la glucopiranosa terminal de la eslructuia de la Figura 50
tenga configuracién p. A pesar de todo esto, algunas conclusi:ones generales se
pueden apuntar.

Como en los casos de las familias anteriores, los andlisis de metilacién nos
indicaron que los polisacaridos eran parecidos pero posefan, diferencias en la
proporcién de sus cadenas laterales. Pof 1H-RMN el polisacarido mas complejo
pareci6 ser el de C. foliacea y los polisacaridos méas parecidos y algo mas simples
fueron los de C. iberica y C. rangiforis.

En los trabajos de Iacomini ef al., (1985) y Woranovicz et al., (1997) con
especies del género Cladonia se determinaron fragmentos de estructuras de
estos polisacaridos (ver Introduccién) pero en ningtin caso los fragmentos
propuestos coinciden con el descrito en la Figura 50. Dicho fragmento de
estructura difiere en el monosacarido de glucosa, que ellos determinan como
manosa. En el protocolo seguido para el aislamiento de los polisacaridos
Tacomini et al. y Woranovicz et al. emplearon la precipitacién con solucién de
Fehling y una posterior con Cetavlon en la que separan :los polisacaridos
neutros que utilizaron para el anélisis. Probablemente estas dos purificaciones
no sean suficientes para aislar un solo tipo de polisacérido y :por ello, como en
nuestro caso, no se pueda proponer una estructura entera del mismo. Del
mismo modo, se han podido aislar mayoritariamente dos polisacaridos
diferentes y por ello no coinciden sus estructuras, por lo Que estudios mas

completos son necesarios.

3. ESTACIONALIDAD EN LAS FRACCIONES DE P. FURFURACEA'Y L. PUSTULATA
Como premisas se considera que, por una parte, cada fracciébn se ha

purificado de manera que posee un tipo determinado de pblisacém‘do y, por

otra, que con el protocolo de fraccionamiento empleado los polisaciridos han

sido extraidos de forma sucesiva, segtin su disposiciéon o accesibilidad en el talo.
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Dado que cada polisacarido presenta unas propiedades quimicas y tiene una
funcién en el talo, un cambio porcentual de estas fraccioﬁes podria estar
influyendo, por ejemplo, en la capacidad de retener agua, en la relacién alga-
hongo o en el crecimiento de éste. Por todo ello, la discusién de los resultados
obtenidos debe representar una interpretacién de los cambios observados,
considerando que no puede excluirse la posibilidad de que éstos podrian ser
modificados (o corroborados) al realizar analisis de composicién completos o al
incrementar el namero de especies y observaciones.

En este trabajo se han comparado dos tipos de talos diferentes para intentar
verificar la existencia de un patrén general de variacion estacional, dado que
cambios mas especificos requerirfan analisis méas exhaustivos. Se eligi6, por un
lado, la especie P. furfuracea, por presentar gran plasticidad fenotipica y su
variabilidad estructural entre poblaciones ha sido constatada y esta
directamente relacionada con cambios ambientales (Rikkinen, 1977) Por otro, la
especie L. pustulata, que también presenta cierta variabilidad estructural, asi
como notables diferencias en cuanto a su patroén de seleccién de hébitat respecto
a P. furfuraces. La comparacién entre especies de diferenhes habitats
(perennifolio de Pseudevernia vs. marcescente de Lasallia)  permite ademas
realizar inferencias acerca del papel de la radiacién luminica (cuya variabilidad
es mayor anténimos al hébitat de Lasallia) en la produccion polisacaridica.

3.1. Relaciones entre las distintas fracciones y las variabltles ambientales

Comparando los resultados obtenidos al realizar las correlaciones simples y
el PCA con las fracciones para las dos especies (P. furfuracea y L. pustulata), se
pueden apreciar que éstos son semejantes. Mediante el PCA, no obstante, se
pudieron observar algunas relaciones no detectadas mediante correlaciones
simples. Por ello, éste segundo método multivariante ofreci6 mayor
informacioén acerca de la covariacion de los pesos de estas fracciones a lo largo
de los dos afios de estudio.

Los resultados de los PCAs realizados con las fracciones extraidas de L.

pustulata y P. furfuracea, respectivamente, fueron bastante similares. En los dos
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casos se obtuvo un primer factor que agrupo6, principalmente, las fracciones Al
y F0, ambos sobrenadantes, con una composicion bastante difell*ente del resto de
las fracciones. Esta es la razén mas probable que explicarfa esta covariacion
temporal entre las dos fracciones. El segundd factor estableci6 un gradiente
entre la fraccion F1S y dos fracciones mas internas, diferentes en cada especie
(F1I en Pseudevernia y F2 en Lasallia). El tercer factor agrupd, en los dos casos,
las fracciones extraidas con agua caliente (A2 para Lasallia y A2S, A2] en
Pseudevernia), de nuevo con fracciones internas pero, al contrario que en el
Factor 2, estas fueron el residuo F2, en P. furfuracea y F11 en L pustulata. Estas
correlaciones podrian estar indicando que las variaciones ein el peso de las
fracciones son, por una parte, debidas a diferencias en su c&mposicién y por
otra, que a pesar de que las fracciones presentan porcentajes de peso respecto al
talo diferentes (véase Figuras 9 y 21), sus funciones en el talo podrian ser
similares. A pesar de que este patrén de cambio también podria ser debido a
errores en la extraccion, ello no parece probable debido a que, en tal caso,
tendrian que ocurrir de forma similar en los dos afios.

Parece mucho méas probable que la variabilidad observada responda a
diferencias en las condiciones ambientales. Para verificar ésto; dos importantes
variables ambientales se correlacionaron, por un lado con las fracciones (Tablas
25 y 33) y, por otro, con los valores de los Factores obtenidos en el PCA (Tablas
27 y 35). Los resultados obtenidos nos proporcionaron informacién diferente,
aunque no contradictoria. En un caso, el gradiente de variacién obtenido en el
PCA no estuvo correlacionado con ninguna de las variables ambientales. Esto se
observé en caso del Factor 2 de L. pustulata (en el que se relaciona las fracciones
F1S y F2). Mas adelante se incidirad de nuevo en este resultado. El caso de la
correlacion del Factor 1 del PCA realizado para Pseudevemia,; (que agrup6 por
un lado, las fracciones A2S, A2I frente a las fracciones Al y F0) con las variables
ambientales resulté mas dificil de interpretar, ya que se observé una débil
correlacién con la precipitacién. En estos dos casos, la variacion observada y las

relaciones entre fracciones, podrian ser causadas por otros factores como el
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luminico, y esto tendria que tenerse en cuenta la interpretacion de los
resultados asi como en posteriores experimentos.

Los resultados que correlacionaron de forma significativa los pesos de las
fracciones y una variable ambiental se esquematizan en las siguientes figuras,

Figura 51 para Pseudevernia 'y Figura 52 para Lasallia.

Peso fraccion
/g talo

__|_

Figura 51. Esquema de las variaciones (indicadas de forma orientativa) en los
pesos de las fracciones A1, A2S, A2I, FO,F1S, F1I y F2 de P. furfuracea (de las dos
poblaciones) agrupadas en dos estaciones extremas: Verano (temperaturas altas
y baja precipitacion) e Invierno (temperaturas bajas y alta precipitacion). Las
elipses azules indican correlacion con la precipitacion y los rectangulos naranjas
con la temperatura. Las flechas indican las correlaciones temporales entre los
pesos de las fracciones. El color degradado de azul a naranja indica la existencia
de correlacion entre una fraccion y dos variables ambientales.

En esta Figura se puede apreciar que la proporcion de las fracciones de
naturaleza soluble (A1, A2S, FO y F1S) es mayor en Verano que en Invierno. La
fraccién A2I, aunque insoluble, también se incluy6 en este grupo de fracciones,
lo que nos podria estar indicando que posee un papel de reserva o esta
implicado en algtn tipo de actividad. Las fracciones F1I y F2, siendo mas
internas, son mas abundantes en Invierno que en Verano y podrian representar

un incremento en biomasa. La relaciéon de A1y FO probablemente sea debida a
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su contenido en glicoproteinas y lipidos y, como ocurre en Lasallia su
interpretacién queda fuera del objeto de estudio de esta Tesis.

En el caso de la correlacion inversa F1S y F1I, puede ser logica si calculamos
que de un solo pool de hexosas deben derivar GDP-glucosa, GDP-manosa y
GDP-galactosa para dar los correspondientes polimeros. En la relacion que
tienen con las variables ambientales estudiadas también podemos considerar
que las isomerasas para galactosa y manosa requieren un gran aporte de
energia de activacion, por lo cual un aporte exégeno de calor en los meses de

verano favoreceria la sintesis de estos polimeros.

Peso fraccion
/g talo

+

Figura 52. Esquema de las variaciones (indicadas de forma orientativa) en los
pesos de las fracciones A1, A2, FO, F1S y F1I de Lasallia agrupadas en dos
estaciones extremas: Verano (temperaturas altas y baja precipitacion) e Invierno
(temperaturas bajas y alta precipitacion). Las elipses azules indican correlacion
con la precipitacién y los rectangulos naranjas con la temperatura. Las flechas
indican las correlaciones temporales entre los pesos de las fracciones.

En cuanto a Lasallis se observa un menor ntimero de correlaciones
significativas entre fracciones y variables ambientales. Es probable que el clima
de su localidad, al ser menos extremo pueda contribuir a explicar este
resultado. La proporcion de las fracciones extraidas con agua (A2 'y Al), como
en el caso anterior (A2S, A2I, FOy A1l en P. furfuracea) es mayor en los meses de
Verano que en los de Invierno. Sin embargo, mientras que la fraccion A2 en L.

pustulata parece estar mas relacionada con la temperatura (factor mas variable
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en esta localidad), los glucanos A2S, A2l en P. furfuracen se relacionan
directamente con la precipitacion. Del mismo modo que en ei caso anterior, la
fracci6én mas interna, F1I fue menos abundante en los meses éon temperaturas
elevadas y mas producida en el talo en los meses mas frioé;. El peso de los
sobrenadantes (A1 y F0) se relacion6 positivamente con la precipitacion. Esto
muestra una variaci6n estacional de los pesos de estas fracciones (cuyos
componentes mayoritarios son glicoprotefnas y lipidos), que ha sido estudiada
por otros autores (Hagemant y Fahselt, 1986; Dembitsky et al. 1993).

3.2. Analisis de la variacién estacional mediante andlisis de la varianza

El porcentaje de correlacién de una fracciéon o Factor de un PCA con una
variable ambiental no fue muy elevado. Por tanto se pod}ian aducir otras
interpretaciones que explicaran (también parcialmente) los resultados
obtenidos. Por ello, fue preciso un andlisis detallado de la variacion estacional
de los pesos de las fracciones.

3.21. Variaciones estacionales y poblacionales de P. uraced

En este caso se estudiaron dos localidades, y al comparar las proporciones
de las fracciones respecto a este factor poblacional, se observé que, en la
mayoria de los casos, existian diferencias significativas que ocurrian de forma
constante a lo largo de las 8 estaciones de los dos afios estudiados. Respecto a
las fracciones A2I, F1S y F2, su peso seco result6 mayor en la poblaci6n de la
Presa del Pradillo que en Valsain. En el caso de la fraccién F1I se observ6 mayor
proporcién en Valsain que en la otra localidad, y para la; fraccibn A2S las
proporciones fueron similares. Estos resultados podrian estaf relacionados con
un cambio estructural del talo, adaptado a las diferentes condiciones
microclimaticas de cada localidad, y nos daria una idea de la consistencia de la
variacion estacional observada.

Fracciones extraidas con agua

Aunque la fraccion A2S y la precipitacion estén correlacionadas, las

proporciones de la fraccion A2S s6lo se ven modificadas si existe gran variaciéon
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en las condiciones ambientales. Es muy probable condiciones menos extremas
no llevaran consigo un cambio en la produccién de esta fraccion. Esto se
desprende del analisis de las variaciones estacionales de esta fraccion.
Unicamente se observaron diferencias estacionales en el primer afio en la
localidad de Valsain. Ello podria explicarse atendiendo a que la precipitacién
fue mas abundante en el primer afio sobre todo en esta localidad y no en la otra
(Presa del Predillo). De todas formas, como la composicién de esta fraccion es
algo heterogénea, (aunque esté compuesta principalmente ispliquenano), con
los datos de que se dispone no es posible confirmar si el incremento en los
meses de Primavera es debido al aumento en la produccién de este glucano o
alde otros componentes. Por otra parte, A2S fue la Gnica fraccién para la que no
se observaron diferencias poblacionales al analizar los dos afios conjuntamente.
No obstante, esto también se justificaria en base a que su proporcion en el talo
es pequefia y, por tanto, s6lo cambiaria cuando las condiciones ambientales
fueran extremas.

Las variaciones estacionales y poblacionales observadas en el caso de la
fraccion A2l fueron mas constantes y, ademas, representaron una proporcion
mayor en el talo que la fraccién A2S. Pero la interpretacién de los resultados
obtenidos para esta fraccién debe tener en cuenta la relacion existente entre esta
fraccién y el residuo F2, ya que las variaciones de las fracciones, ademés de
depender de las condiciones atmosféricas, dependen del nuevo incremento en
biomasa del talo. Sin embargo, dado que no se poseen datos de la composicion
exacta de cada fraccién en los distintos meses de estudio, las explicaciones mas
plausibles pueden ser dos.

Primero, considerando que la composicién de la fraccion A2l serfa mas
homogénea que la de A2S, su variacion sf podria ser atribuida a un cambio en
la produccién de glucano por parte del hongo, promovido, al menos en parte,
por la variacién en la precipitacién. Estimando que A2[ puede ser material en
parte extracelular (al ser un glucano extraido con agua caliente) y F2 una
medida del incremento de la biomasa (al contener el complejd glucano-quitina),

las variaciones observadas podrian explicarse en base a un cambio lento, en el
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que la baja precipitacién en Verano provocaria el comienzo de la movilizaci6n
de estos glucanos, que llegarian a un minimo en Otofio. En esta estacion las
condiciones ambientales son favorables (precipitacibn y temperatura
moderadasj, para que exista crecimiento. De este modo, observamos c6mo se
alcanza un maximo en la proporcion de F2 en este momento. En Primavera,
donde las condiciones son también favorables, y teniendo en cuenta el nuevo
incremento en biomasa, se acumularian precursores suficientes para aumentar
la cantidad de este material (A2I).

La segunda explicacion serfa que la disposicion de los materiales varie a lo
largo de las estaciones. En Otofio tanto A2S como A2I serfan mas dificilmente
extraidos con agua caliente y su proporciéon serfa menor que en las otras
estaciones. Al quedarse retenidos estos polisacéridos en el talo incrementarian
la proporcién de F2. También parecerfa l6gico que estuviera relacionado de
alguna manera con F1I, al ser una fraccién polisacaridica de composiciéon
similar y que se exirae a continuacién en el protocolo, pero esto no se ha
observado y, por ello, la explicacién de la disposicion diferencial de los
materiales se debe considerar, a priori, menos probable.

La fracciéon sobrenadante, Al, podia contener gran cantidad de
glicoprotefnas con una alta propoci6n de parte glucidica ya que se present6 en
el talo en gran proporcion y, por ello, se estudi6 su variacion estacional. Los
analisis pusieron de manifiesto que, aunque existia correlacioﬁ inversa con A2S
y A2], el patr6n de variacién estacional no fue exactamente ‘el contrario al de
estas fracciones. Ello sugiere que cada fraccion se comportaria de forma
independiente, siempre condicionados, en parte, por las variaciones climaticas.

Fracciones extraidas con dlcali

El conjunto de fracciones F18 y F1I parece tener una variacion particular
muy relacionada con los cambios ambientales en precipitacién y temperatura.
La composicion (galactomananos y B-(1-3) (1-4) glucano, réspectivamente) y
disposicién mas interna de las mismas nos indica que, probablemente, sean los
constituyentes estructurales de la pared del hongo y, por ello, cambios en sus

proporciones estarfan ligados a crecimiento celular.



Discusionlb8

La fraccién F1S presenté una disminucién en peso en Inﬁerno respecto a
otras estaciones en relacién con un aumento de la precipitacién y un descenso
en las temperaturas. Las variaciones estacionales s6lo mostraron la existencia de
diferencias significativas el primer afio, y la precipitaci6n en éste fue mis
abundante que en el segundo. Estas variaciones no se vieron anuladas por las
de otras fracciones extraidas con dlcali, por lo que parecen tener consistencia,
aunque siempre teniendo en cuenta el estado del talo. Al no conocer
exactamente la composicién de esta fraccién, no tiene sentido especular sobre
cual de sus componente es el responsable de las variaciones observadas,
aunque se ha demostrado que hongos que contienen més de un tipo de
mananos, como es el caso, la proporcion de éstos puede variar segtin el medio
de cultivo (Gorin et al. 1969). Analisis preliminares de la composicién en
polisacaridos en Verano de esta fraccién han mostrado que la complejidad del
galactomanano que la constituye es mayor en la poblacién de Valsain que en la
de Presa del Pradillo. El componente 4cido de esta fraccién, por el contrario, es
mayor en Presa del Pradillo que en la fraccion aislada de la poblacion de
Valsain. Estos resultados nos indican que la heterogeneidad de la fraccion
podria ser determinada por la variacién de las condiciones ambientales, pero
sin duda es necesario un estudio més completo.

La variacién estacional del peso de la fraccion F1I estd directamente
relacionado con la variacién de la fraccion F1S. No obstante, no se ven anulados
por ella (al realizar un ANCOVA de F1I con F1S como covariante las
variaciones son significativas) y tienen base en las variaciones ambientales
(Tabla 31). Por su composicién heterogénea en galactomananos y glucanos, el
cambio en su proporcion es dificilmente justificable si no conocemos que
polisacéarido/s varia/n. :

A la vista de la estrecha relacién entre F1S y F1I, también se puede
argumentar que a lo largo de los meses se haya producido una diferente
solubilidad en agua de los compuestos extrafdos con alcali y que ésta ha
coincidido con los cambios climaticos. Esto se podria justificar si a lo largo de

las estaciones existiera una produccién de galactomananos con diferente
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solubilidad o si éstos se dispusieran de forma diferente en la pared de modo
que unas veces son mas accesibles que otros y se extraen mejor:

Fraccion residual F2

Las diferencias significativas observadas en las variaciones estudiadas de
esta fraccién nos indican la existencia de un incremento en hongo y alga en
Otofio (lo que puede venir corroborado por el ligero incremento paralelo de F11
como componente de la pared fangica con F2). A ello le sigue ﬁn incremento de
las fracciones ricas en glucano (A2S, A2I), como se corhprueba con las

relaciones establecidas en el factor 3 del PCA.

3.2.2. Variaciones estacionales de L. gstulaga

Con los analisis de correlaciones simple y maltiple se constaté la existencia
de escasas relaciones entre fracciones (Figura 52), e incluso la relacién entre F15
y A2 no estaba a su vez correlacionada con la temperatura o precipitacion.
Mediante los distintos modelos empleados para el andlisis de la varianza se
intent6 constatar como era la variacion de los pesos de las fracciones que se
relacionaban con las variables ambientales citadas y, en los casos restantes, si
existian cambios constantes en las proporciones en los dos afios de estudio o si,
por el contrario, esta variacién era al azar.

Fraccién extraida con agua

El patrén general de variacion observado para esta fraccién (A2) esti muy
relacionado con la temperatura. Al no estar correlacionado directamente con la
fraccion F1I, se confirma la importancia de dicho factor como posible promotor
de procesos de cambio (véase el factor 3 del PCA, Tabla 35) que en ditimo
término vendrian dados por el crecimiento. Lamentablemente no conocemos las
proporciones de glucanos B-(1—3) y B-(1-»6) de las fracciones aqui relacionadas
y las interpretaciones de los resultados pueden ser varias.

Comparando este patrén con el descrito para Pseudevernia, las similitudes
son claras y la diferencia estriba en la estacién con menor proporcién de
glucanos exfracelulares (Otofio en Pseudevernia e Invierno en Lasallia). Por ello,

una explicacion posible serfa al considerar las fracciones A2 y FH (de la misma
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forma que en el caso de P. furfuracea) como material de reserva y constituyente
de la pared ftingica, respectivamente. Los glucanos de reserva o material capaz
de retener agua serfan sintetizados en las condiciones mas favorables de
Primavera (se observa un méximo en la proporcién de A2 y por tanto, una
disminucion relativa de F1I). En las condiciones desfavorables de Invierno, A2
se metabolizarfa, aumentando de este modo la proporcién: relativa de F1IL.
Otofio se podria considerar como la estacién en la que se produciria un
incremento en peso de las fracciones de disposicion mas interna, F2 y F1I, lo
que puede indicar un incremento en biomasa (tanto para Lasallia como
Pseudevernia) y por ello no es sorprendente un incremento también de el peso de
A2. En Verano la cantidad relativa de A2 en el talo fue muy variable. Segtn la
Figura 37, el primer afio dicha proporcion fue escasa, mientras que en el
segundo fue bastante mayor. Esto también nos indicarfa una tendencia,
semejante a la de la fraccion A2 de Pseudevernia, a mantener o ir disminuyendo
su proporcién en funcién de las condiciones ambientales.

Por otra parte, otra explicacién que justificaria este cambio es que al ser dos
fracciones que han sido extraidas de forma consecutiva por el protocolo, el
cambio puede deberse a una disposicién diferencial a lo largo de las estaciones
del B-(1-6) glucano (pustulano). Asi, en Otofio, el materiall sintetizado serfa
mas facilmente accesible, incrementando su proporcion en la fraccién extrafda
con agua, disminuyendo en la fracci6én mas interna (F1I) (aunque no totalmente,
ya que como hemos visto antes, también se observa un incremeto de esta
fraccién). En Invierno, este comportamiento serfa el contrario encontrandose
mayor proporcion en la fraccion A2 que en F1L En la Primavera, debido una
nueva disposicion de material, (similar a la situacion observada en Verano) se
produciria un incremento de la fraccion A2.

Fraccion extraida con élcali y residuo final

Las fracciones F1S y F2 estan relacionadas inversamente; pero no ha sido
observado que dicho cambio esté fundamentado en la variacién de temperatura
o precipitacién. El analisis de la varianza mostré que Gnicamente la fraccion F2

presentaba variacién estacional consistente durante los dos afios estudiados, y
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que esta variacion no era anulada al incluir covariantes en los modelos
empleados. La fraccion F18, por su parte, no present6 diferencias significativas
entre estaciones y la variacién no fue constante durante los dos afios. No
obstante, para a una interpretacion correcta del significado dé la variacién de
F2, incluyendo su relacién con F1S, de nuevo se plantea el problema de no
conocer la composicién exacta de cada una de las fracciones. Sin embargo es
posible plantear como explicacién que al ser dos fraccionés (F1S y F2) de
composicién y proporcién en el talo diferente, también pueden influir en su
variacion estacional diversos factores ambientales, como la temperatura o la
precipitacién o como la radiacién luminica.

Todo ello plantea que esta linea de investigacién puede dar nuevos,
interesantes y esclarecedores resultados en el futuro que nos ayuden a
comprender mejor las relaciones entre estos organismos y su medio a nivel

fisiologico.

3.3. Variaci6n cualitativa de la fraccién F1S de L. pustulata

Mediante la filtracién en gel de intercambio i6nico se observo que los
polisacaridos de esta fracci6n tenfan el mismo comportamiento al eluir en
columna. La composicién en monémeros neutros de estas fracciones realmente
no sufri6 una variacién considerable en los dos afios de estudio y para finalizar,
los espectros de TH-RMN de las fracciones precipitadas (F1Sn PP y F1Sg PP)
con propanol (Figura 44) mostraron los mismos picos caracteristicos, descritos
en el apartado 2.9 de Resultados. Aunque los espectros de TH-RMN de las
fracciones sobrenadantes (F1Sn SP y F1Sg SP) no se recdgieron, con estos
resultados se prueba en esta especie que, por un lado, el galactomanano aislado
tiene una estructura constante en el tiempo y por otra, que el método de

aislamiento empleado es repetitivo y fiable.
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1. Se purificaron y caracterizaron diversos tipos de glucanos en todas las

especies estudiadas. |

a) En la familia Parmeliaceae se aislaron tres tipos: un glucano lineal soluble o-
(1-3)-(1—>4) con proporciones de los enlaces 2:1 (fipo isoliquenano), en P.
furfuracea y P. glauca. Un glucano lineal insoluble a—(:1—>3)-(1—>4) con
proporciones de los enlaces 1:2, en P. glauca. Y por Gltimo, un glucano lineal
insoluble (tipo liquenano), p-(1-53)-(1—>4) con proporciones de los enlaces
2:1 en P. furfuracea.

b) En la familia Umbilicariaceae, se aislé de todas las especies un B-(1-6)
glucano lineal parcialmente acetilado (pustulano). |

¢) En la familia Cladoniaceae se aislé un o-(1-3)-(1->4) glucano ramificado
insoluble (tipo nigerano).

2. Se purificaron galactomananos aislados de la pared celular del micobionte,

comprobandose que en todos los casos existia mas de un polisacarido de este

tipo en cada especie. |

a) En la familia Parmeliaceae se purificé un polisacarido de P. glauca, con la
estructura descrita en la Figura 46. En otros poIisacéridos aislados de las dos
especies (P. glauca y P. furfuracea) dicha estructura se hace mas compleja,
mostrando otras cadenas de galactofuranosa, a-(1-3)-glucosa y é&cido
glucurdnico. |

b) En la familia Umbilicariaceae se purificaron al menos dos tipos de
galactomananos para cada especie estudiada. La estructura del core,
detallada en las Figuras 47 y 48, mostr6 similitudes entre los géneros. La
estructura del polisacarido F1S# PP se muestra en la F:igura 49. De los
analisis se desprende la variedad en las cadenas laterales de estos
polisacaridos que complican la interpretacién de los resultados, pero que a
su vez muestran la posibilidad de emplearlos como marcadores

taxonomicos.
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¢} En la familia Cladoniaceae se caracteriz6 parcialmente una estructura
resefiada en Figura 50, no descrita previamente en ofras especies de la
familia.
3. Los polisacaridos del talo, aislados y caracterizados en este trabajo,
muestran  diferencias en composicién y estructuras entre si y con los
polisacaridos descritos en otros grupos. Dentro de su diversidad presentan
caracteristicas comunes que demuestran el parentesco de los géneros
estudiados. Son excelentes marcadores que pueden ayudar a la delimitacién de
grupos taxonémicos y podrian tener valor filogenético.
4, Para investigar si existia variacion estacional de los porcentajes que
representaban las distintas fracciones extraidas de la pared, se eligieron dos
especies, L.pustulata y P. furfuraces. Se observé que existia dicha variacién
estacional y que los resultados obtenidos el primer afio se repetian en el
segundo. Esta tendencia se vio relacionada con las variaciones de temperaturay
precipitacién, lo que indica que las condiciones ambientales afectan a la
produccion de polisacaridos.
5. Se encontraron diferencias significativas entre los pesos de las fracciones de
P. furfuracea de la localidad de Valsain y los de la Presa del Pradillo. Estas
diferencias interpoblacionales fueron constantes a lo largo del afio y pueden
producirse por diferencias ambientales existentes entre ambas localidades.
6. Los glucanos solubles en agua caliente producidos por las dos especies
parecen ser mas abundantes en condiciones de alta temperatura y baja
precipitacién (Verano), proponiéndose un papel de proteccién o reserva de
estos polisacaridos frente al estrés. La fraccién residual que contiene el complejo
glucano-quitina del micobionte y paredes del fotobionte, incrementa su
proporcion en la estacién favorable (Otofio), lo que indicaria que el crecimiento
del talo se produce preferentemente en esta época y podria hacerse utilizando
parcialmente los glucanos.
7. El peso de la fracciébn que contenia polisacaridos del tipo galactomanano
varié de forma diferente en las dos especies, probablemente por su distinta

proporcién en el talo. En P. furfuraces, la variacion parece muy relacionada con
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las condiciones ambientales. En L. pustulata la composicién y porcentaje de ésta
parece bastante estable con el tiempo (Figura 44).

8. En este trabajo se sugiere que la sintesis de algunos polisacaridos esta
influenciada por las condiciones ambientales y podria considerarse un

mecanismo de adaptacion al medio.
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