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1. Los HONGOSLIQUENIZADOSY SUMETABOLISMO

Los hongoshan desarrolladodiversasestrategiaspara la adquisición de

compuestoscarbonados.En el caso de los hongos liquenizados, dicha

adquisiciónserealizaal establecerunarelacióndesimbiosismutualísticacon el

algao cianobacteriacorrespondiente.Por tanto puedenserdefinidos comoel

resultadode la asociaciónde uno o máshongoso micobionte con una o más

algas o fotobionte. Dicho fotobionte puede ser una cianobacteria(la más

frecuente, Nostoc) denominándoseentoncescianobionte, o un alga verde

(Trebouxia,Trentepoblia)o ficobionte.El micobiontepertenecea los Ascomycetes

(aunquetambiénhay casosde Basidiomycetesy algún Deuteromycete).Esta

estrategiaecológicale ha llevado a desarrollaruna anatomíay morfología

característica,dondeel micobionte esel habitantemásexternoy en principio,

tambiénel responsablede la aparienciadel talo, aunqueun mismomicobionte

puedaformarsimbiosiscon dostipos de algasy tenerunamorfologíaexterna

U distinta en cadacaso.El fotobionte es el habitantemás“interno”, esdecir, se

encuentraen el interior del talo y esallí donde,si las condicionesambientalesu
sonfavorables,halla suficienteluz, temperatura,humedady CO2parallevar a3 cabo una fotosíntesisneta positiva que permita un crecimientodel liquen

(Búdely Scheidegger,1996).u Los hongosliquenizadossonconocidoscomo pioneroso extremistas,es

decir, soncapacesde colonizar con éxito lugaresque por sus características

3 climáticassonpoco accesiblesa otrosmicroorganismoso plantas.Esto en gran

parte es posible gracias a esa simbiosis que le proporciona una relativa

U “autosuficiencia”.Sin embargo,dependenengranmedidadesuambientey por

tanto su fisiología estámuy relacionadacon él. Los factoresclave son los ya

citadospara el alga, pero unavez que se dan las condicionesadecuadas,se

produce la síntesisde polioles o azúcares(según la especiede fotobionte:

eritritoL ribitol, sorbitol, glucosa)que serántransferidosal micobionte (Figura

1). Aparentementeel hongoescapazde estimular la secreciónde poliolesdel

alga, pero el mecanismopor el cual lo haceestodavíadesconocido.Unavez
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captados,los transformaráen manitol u otros compuestosquemantengansus

actividadesmetabólicas(LinesetaL,1989).

Además, el manitol, cuyo recambio o turnover es muy rápido, alcanza

concentracionesrelativamentealtas intracelulares,y estáimplicado en otros

aspectosde la biología comoesel serreservao actuarcomo agenteosmótico.

También se ha observadoque puedenactuar como metabolitos de estrés,

sintetizadosencondicionesde bajo contenidode agua(Honeggeret al., 1993) y

asívariarsuconcentraciónsegúnla estacióndel año.

go Hongo

Hongo

Figura1. Técnicade inhibición mediantela cual,al suministraral talo ‘~CO2 y el
carbohidratocorrespondiente,podemossaber el tipo de compuestoque es
transferidodel fotobionteal micobionte.ModificadodeLineset aL, (1989).

Si tenemosencuentatodoslos aspectosde la fisiología ya citadosen los que

intervienenlos polioles comofactor clave, parececomplicadollegar a conocer

cómotodos los mecanismosestánrelacionadosy seconsigueun aecimiento

conjunto de los biontes. De todas formas, existen modelosde metabolismo

adaptadosa los líquenescomoel queha sido descritoparaHypogimniaphysodes

(Figura 2). En él sepuedeobservarun flujo de carbonocaracterísticodondela

formación de materia estructural,el alto flujo respiratorio y la cantidad de

poliol estánrelacionados(Farrar,1988).u
u

Hongo



Introducción 8

R:O,024

Figura 2. Modelo compartimental descrito para Hypogymnia physodes.Se
considerantresgruposde carbohidratos:solubles, de reservay estructurales.El
númerode cadarecuadroesla cantidadcorrespondienteeng/g pesoseco.Las
flechas representanel intercambio de carbohidratosentre los grupos, las
unidadessong/g pesosecopordía. F: fotosíntesis.R: respiración.EF: eficiencia
en la conversión.

El hongo liquenizadoescapazde colonizardiferenteshabitats.Poseenuna

peculiaradaptacióna ladesecacióny a lastemperaturasextremas,recuperando

nivelesnormalesde fotosíntesisdespuésde un períodoadversodehumedado

temperatura.Los estudiosrealizadosacercade su fisiología demuestranla

existenciade varios tipos de estrategias,como los mecanismosde protección

intracelular(un ejemplo seríael manitol, que comohemoscitado mantienela

turgencia) o la adaptaciónparticular del liquen a su variable ambiente

mediante,por ejemplo,cambiosen la capacidadfotosintética(Kershaw,1985).

A esterespectotambiénpodemosañadirque los distintosfotobiontes siguen

diferentesestrategiasfotosintéticas.Así, el algaTrebouxiaposeemecanismosdeu concentracióndel CO2quele permitenun incrementodel mismoen el estroma

u doso tres vecesmayorqueen el ambiente.Porotro lado, Coccomyxa.no tienemecanismoy su patrónfotosintéticoesmás parecidoal de una planta C3u (Palmqvistetal., 1994).

u

o

0,0014

F: 0.025

o

EF-1

EFO,004
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El crecimiento del talo parece estar directamente relacionadocon el

u movimiento de carbohidratosdel alga al hongo. Aunque es tridimensional,
dichocrecimientonormalmenteseexpresaenmm/añoy varíamuchosegúnel

ambientey la morfología del hongo liquenizado.Generalizando,en climas

templadoslos líquenesfoliáceos crecen 0,5-4 mm/año, los fruticosos 1,5-5u mm/añoy los crustosos0,5-2 mm/año (Hale, 1973). Existen varios modelos

funcionales de crecimiento basados en medidas fotosintéticas pero la

proporciónde fotosintatosqueseempleanpara el metabolismo,comohemos

visto anteriormente,no muestrauna relaciónproporcionalsimple. Un modelo

alternativo proponela existenciade crecimientolocal y dependientede los

patronesfotosintéticosconel tiempo(Lechowicz,1983).

En hongos no liquenizados,se ha observado mediante el análisis de

imágenesdel ápice de la hifa, que su crecimientono es del todo constante.

López-Francoet al. (1994) demostraronen variasespeciesde hongosqueen la

elongaciónalternabanperiodosdecrecimientorápidoconcrécimientolento en

intervalosmás o menos regulares.Experimentosin vitro (Ray et al., 1997) en

hongosno liquenizados,indicabanquecuandola hifa estásometidaa presión,

el turgor (producido por la concentraciónde solutos citoplásmicoscomo los

polioles) es la fuerza primaria que conducea una extensióncelular. Sin

embargoestudiosmás recientesapuntanque no es el único mecanismoy

relacionanmásdirectamenteel aumentode turgenciacon los mecanismosde

crecimientoinvasivo.Esto explicaríacómo los hongossoncapacesde penetrar

rocas, degradarmaterialesbiológicos, etc. (Money, 1999). Estudios recientes

(Money, 1997) han demostradoque otros sistemas,como el citoesqueleto,

jueganun papelimportanteenel crecimiento.

1.1. Ecofisiologíade loshongosliquenizados

Como ya hemosmencionado,los líquenessonorganismospoiquilohídricos

que dependendel ambientey por tanto su metabolismoestá íntimamente

relacionadoconél. El clima de lasregionesno ecuatorialesesvariablepero en

gran parte de las regiones existe un factor clave (simplificando quizás en
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exceso)por elquesecaracterizala región.En zonasdondela temperaturaesun

elementoimportantedelclima, comolas zonasde montañao alpinasSanchoy

Kappen (1989) demostraron que las diferentes especies de Umbilicaria

estudiadasmostrabanadaptacionesfotosintéticasparticularesa su ambiente:

las especiesalpinasa temperaturasaltas,revelaronun patr¿nde fotosíntesis

netainferior que el de las especiesde montaña.Además,la tasade respiración

disminuía más bruscamentecon la temperaturaen las primerasque en las

segundas.Los cambiosde temperaturaestacionalesrepercutensin duda en

estos organismos.Larson (1980) en una serie de experimentos,constató la

existenciade cambiosen el patrónfotosintéticoo respiraciónsegúnla estación

en la que recogíanel material (veranoe invierno), pero dichoscambioseran

diferentes según la especieestudiaday no parecíanmostrar procesosde

aclimatación aunqueotros procesosde adaptaciónsí que pudieran estar

ocurriendo.Porejemplo,en invierno U. mammulatadecrecíala fotosíntesisneta

mientrasque la respiraciónaumentaba,como sucedeen algunasplantasen

procesode endurecimientoal frío. En otros casoscomo el de Peltigera canina,

(Kershaw,1977) sí existieroncambiosestacionales.Comparandodos especies

de Umbilicada con diferente distribución ecológica,Scott y Larson (1986)

concluyeron que una de ellas, U. vellea, no podía colonizar lugares que

permanecíanalgún tiempo cubiertos de nieve por su incapacidadpara

movilizar reservaseninvierno (almidóny lípidos)al contrarioqueU. deustaque

acumulabadichasreservaspara movilizarías en dicha estación (aunqueno

decíancómo).

En líquenesfruticosos la temperaturatambiénes un elementoimportante

pero ademásse han realizadoestudiosque muestranla existenciade otro

“factor” determinante: la edad. Lechowicz (1983) puso de manifiesto la

existenciade un claro patrón fotosintético dentro de las ramas de Cladina

stellaris (también constatadopor Nash et al,. 1980) en el que la fotosíntesis

aumentahastalos 5 añosy va disminuyendoposteriormente.Portanto, parece

claro que el crecimiento y la producción son dependientesde los tejidos

jóvenes,conmayorcantidaddefotobionte.
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En líquenesconampliadistribuciónaltitudinal, comoPseudeverniafurft¿racea

seha observadoque la humedadóptima parala fotosíntesisnetaaumentaal

incrementar el hábitat altitudinal (citado en Kappen, 1988; Pp 74). Otros

patronesque parecenvariar con este factor han sido los proteicos.Strobol y

colaboradores(1994) estudiandoestamisma especie,encontraronentreotras

variaciones,unabandade 66 kDa en electroforesisrealizadascon extractosde

liquenesrecolectadospordebajode los 1000m queno seexpresabaen líquenes

recolectadosamayoraltitud.

Existe un factor clave que es la disponibilidad de agua. Rikkinen (1997)

describióel comportamientode éstacuandose rehidratabandiferentestalos

recogidosa lo largodeunapendientedeunacalderaenFinlandia.Observóque

su conducciónestabaparcialmentecontroladapormodificacioneshigroscópicas

en las dimensionesde los canalescapilares.Así demostróla existenciade

cambiosen la estructuradel talo de P. furfuracea vinculadoscon el gradienteu topográficode su distribución, poniendode manifiesto la existenciade una

relación entre dichos cambiosy los regímenesde evaporaciónde aguatanu
crucialesen losnivelesdeactividadfotosintética.u En las especiesfoliáceasde la familia Umbiicariaceaeestefactor también
pareceestaríntimamenterelacionadocon la morfologíainterna y externadel
talo (Sanchoy Kappen,1989).En esteaspectocreoquehayque diferenciarlos

mecanismosde absorción-retenciónde aguay los de toleranciaal estréshídrico

3 puesto que actualmenteestos últimos parecenmás relacionados con las

capacidadesfisiológicas individuales de los biontes que con la morfología

3 (Honeggeret al., 1996).

De los Ríos et al. (1999) demostraronla influencia de la radiación en la

anatomía del liquen L. bispanica. Estudiando esta especie en dos habitat

¡ diferentes,un bosquey una crestarocosaexpuesta,seapreciaroncambiosen

varios parámetrosmedidos.En los talos de crestase observóuna capa de

u células blanquecinay un mayor empaquetamientode la capa algal. Por el
contrario,elcontenidoenclorofilasfue mayorenlos talosdebosque.
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Armstrong(1974)describióqueel crecimientode variasespeciesfoliáceasse

realizaba de forma discontinua en dos o más periodos del año. Además

puntualizóqueestablecerla tasadecrecimientosobrela basedeuncrecimiento

radial no eslo idealpuestoqueseobservóunagranvariabilidaddel mismoen

talosdel mismotamaño.Cambiosen el grosordel talo o en el incrementodel

áreacon la edadcontribuyende maneraimportanteal incrementode materia

seca del talo. Otras observacionesde líquenes foliáceos demuestranun

crecimientodesdeel centrocomolasrealizadasparala especieLasallia pustulata

(Hesúnark,1997) en las que durante4 años se siguió la trayectoria de las

característicaspústulasdel talo. Los experimentosde Larson (1983), por el

contrario, apoyanla idea de un patrón de crecimientodifuso, basándoseen

medidasde fotosíntesisneta.

En experimentosde campoy laboratoriocon L. pustulatay U. spodochroa,u Kappenetat(1996)demostraronque en condicionesinvernalesla luz es el

que la eficiencia fotosintética se mantenía aún a

temperaturasbajas. Durantetodoel periodoexperimental(6 semanas),el aguau
semantuvoenproporciónsuperóptima,exceptoenel día8 deeneroquebajó au subóptima.Sin embargo,quedanalgunaspreguntasque resultandifíciles de
contestar.Por ejemplo, si la fotosíntesisen esascondicionesproporcionaun
incrementode masa o forma crioprotectores,etc. La tasa respiratoria,que

tambiénesunamedidadecrecimiento,esmuy bajaa temperaturasbajo00C.

3 En otro tipo de ambientemenosextremo Sundbergy Palmqvist (1997)

llevarona caboexperimentosde transplantesdedosespecies:Platismatiaglaucau y Lobaria pulmonaria, a dos zonasdiferentes, una zona abierta de borde de

bosquey el interior de un bosque maduro de Picea abies. Con datos de

microclimay fisiología decampoy laboratorioseintentómodelizarla ganancia

de carbono.Sin embargoel pesosecode L. pulmonaria fue sobrestimadoen la

localidad abiertay para P. glauca fue subestimadoen el interior del bosque

maduro.En el primercasopudoserdebidoa un descensodetectadoen el nivel

de clorofilas ademásde un incrementoen la tasade cicloshumedad-sequedad

en el talo. En el segundocaso, quizá se debió a una sobrestimaciónde la
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respiración.Sin embargoestosdatos soportanel hechoque la lenta tasade

crecimientoesprincipalmentedebidaa la escasezde ocasioñescon actividad

metabólicamásque a una bajaconversiónde eficiencia fotosintéticaen dichos

¡ períodosactivos.

2. LA PARED CELULAR: ESTRUCTURAY FUNCIÓN

La paredcelularpermiteal organismodesarrollarsu propio estilo de vida

(Bartnicki-García, 1984) e incluso, si nos referimos a los cinco reinos

establecidospor Margulis (1981),podemosestableceruna relacióndirectaentre

la paredcelulary la estrategiatrófica. Los casosa los quenuestroestudiose

restringeseránlos hongos(Ascomycetes)y lasalgas(Chlorophyta).

Los hongosestánadaptadosa la absorcióny su paredcelular, entreotras

funciones,mantiene la presión interna, protegeal hongo de las agresiones

externas,confierea la célulasumorfologíacaracterística,etc.Estaspropiedades

están directamenterelacionadascon su composición química y con su

ultraestructura.En general, la pared estácompuestade glúcidos,proteínas,

lípidos, pigmentos y sales mineralesen orden decrecientede abundancia

3 (Bartnicki-García,1968). Los carbohidratosconstituyenalrededordel 80% del

pesosecode la paredy el monosacáridomásabundanteesla glucosa,seguido

¡ de galactosa,manosa y glucosamina (Gorin y Spencer,1968). En menos

proporción y en determinados grupos, se hallan galactosamina,ácido

¡ glucurónico,ramnosay xiosa.Los menosrepresentadosen los distintosgrupos

taxonómicossonla arabinosa,fucosay ribosa.u
El análisis ultraestructuralde la pared celular fúngica de Schizophyllum

commune(Sietsmay Wessels,1979a) muestrala existenciade dos capas:una

internaformadapor quitina (asociadaa glucano)y otramásexterna,solubleen

álcali diluido, compuesta por homopolímeros, heteropolímerosy otros

polisacáridoscomplejos. Todos estos polisacáridosde la pared se pueden

separarde acuerdocon suspropiedadesfísicasy de estaforma hablaremosde

polisacáridos estructuralesaistalinos, insolubles en agua, y polisacáridos

amorfoscementantes,solubleso no en aguafría o caliente. Resumiendo,los
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tipos de polisacáridosquepodemosencontraren los hongos(no considerando

ya losPhycomycetes)son los siguientes:

Quitina: Homopolímero lineal formado por moléculas de N-u acetilglucosaminaenlazadasen13-(1--+4).Supresenciaenel hongopuedevariar,

segúnla especie,entreun 5% y un 60% de la paredcelular. Los investigadoresu Sietsmay Wessels (1979b)demostraronque la quitina estáasociadaa un ¡3-u (1-43) glucanoy que en el enlaceentre ambospolimeros participanalgunos

aminoácidos.

a-(1--->3) glucano: Puede representarentre el 15% y• el 25% de los

polisacáridosde la pared(Leal et al., 1992).Contieneproporcionesvariablesde

¡ enlacesa-(1—>4)y seencuentraenla superficiede lapared.

¡3-(i--->3) glucano: Se encuentraen la pared de todos íos ascomicetosy

basidiomicetos.Puedeestarsustituidoen la posición0-6 por un único residuo

de glucosao porcadenaslateralescon enlacesj3-(1--->6) o alternando13-(1--->6) y

p-(1--->3) (Baconetal., 1969).Representadel15% al 30% de lapared.

Otros polisacáridos: En algunosmixomicetossehandescritopolímerosde

galactosaminacomocomponentesprincipalesde la pared(Farret al., 1977).Los

zigomicetosposeenheteroglucuronanos,compuestosde ácido glucurónico,

fucosay manosasobretodo (Bartnicki-Garcíay Reyes,1968).

Las levadurasposeenuna pared celular diferentea la de otros grupos,

caracterizándoseporsu grancantidadde manoproteínas.La estructurade los

mananosesde granutilidad en la taxonomíade estosorganismos(Sentandreu

et al., 1984). Además se han aisladoheteropolisacáridossolublesen aguade

diferentes hongosascomicetos,a partir de fraccionesobtenidasextrayendo

paredescelularescon NaOH 1 M. Dichospolisacáridossonsimilaresen todas

las especiesde un géneromitospórico, que es homogéneo,y en las del

u correspondienteteleomorfoy sehan propuestocomo caracterestaxonómicos
(Lealy Bernabé,1998).u Respectoa la pared celular de las algas cloroficeasno liquenizadasse

presenta como una estructura que varía según los géneros. En las

Chlorococales,seha observadouna estructuraaparentementetrilaminar que
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contiene esporopolenina(Atkinson et al., 1972). En algunos casos, otro

componentepolisacaridico es la celulosa. Es un j3-(1-->4) glucano que se

encuentraorganizadoen microfibrillas y ha sido descritoen varios génerosen

los queesunaparteimportantede la pared:Valonia, Cladophora,etc. (Percivail y

McDowell, 1981>. A veces la glucosaapareceen combinacióncon galactosa

(Northcote et al., 1958) o xilosa (Cronshawet al., 1958). Otras Cloroficeas

parecenestar desprovistasde celulosay contienenxilanos y mananos.Los

primerosposeenun enlacetipo j3-(1-->3) y formanestructurasmicrofibrilares.

3 Respectoa los mananos,en general estándescritoscomo ¡3-(1---*4) (Frei y

Preston,1968) aunquetambiénhay un casoen el queel tipo de enlaceesa-

3 (1—>3). (Bourneetal., 1974).

Los polisacáridosmayoritariosenalgunasalgasverdespluricelularessuelen

3 ser complejos heteropolisacáridossulfatados, solubles en agua y de peso

molecularpolidisperso.Por lo generalse presentanunidos a proteínasy los

monosacáridosconstituyentes(arabinosa,galactosa,xiosa, ramnosa,glucosae

inclusoácidoglucurónico)puedenvariarentre los diferentesgénerose incluso

con la épocade recogidadel material (Mackie y Percival, 1961). En muchas

algasson difíciles de extraery es necesariorealizar un tratamientoalcalino.

Parecenpor tanto estarconstituyendola matriz de la paredformandoun gel

estabilizadopor la presenciade iones. Otrospolisacáridosquéencontramosen

estasalgassin estarformando partede la paredcelular son los que poseen

funcióndereserva:almidón,inulina, etc.

2.1. Paredcelulardel fotobionte

La pared celular de los ficobiontes aislados presenta la estructura

característica trilaminar típica de varios géneros de Chlorococales. En

particular,Honeggery Brunner (1981) propusierondicho esquema(Figura 3)

paralos ficobiontesMyrmeciay Coccomyxa.

La pared celular de las algas liquenizadasdifiere de las cultivadas

aposimbióticamente.En este segundoestado,se ha comprobadoen algunos

casos que presentanuna pared celular mucho menos conspicuaque en
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simbiosis. Otras diferenciasson que muestrantinción positiva con azul de

Coomasie (proteínas), azul Alcian (polisacáridos ácidos), rojo de rutenio

(polisacáridosácidos), concanavalinaA (residuos de glucosa o manosa)y

autofluorescencia(Bubrick, 1988).Laspropiedadesinmunológicassemostraron

únicas paracadauno de los estados.Tanto en cultivo como en simbiosis es

característicala presenciade almidóncomomaterialdereserva.

— . — u — u — u — u - ] Cara tnlafltiflflT

] Cana pxtnna
~~1j Capainterna

plasmalenia

Figura 3. Esquemade la paredcelulardeMyrmeciay Coccomyxa(Modificadode
Honeggery Brunner,1981).Capatrilaminar: contienepartículasembebidasen
unamatrizdecarbohidratoscon unadistribuciónaleatoriao no. En medio, una
capa lisa contieneesporopolenina.La capa externa probablementecontiene
fibras celulósicas embebidas en una matriz. La capa interna contiene
heteropolisacáridosy tieneunaestructuraamorfa.

2.2. Pared celular del micobionte

El estudiode la paredde los hongosliquenizadosesalgo máscomplicado,

por que su crecimiento en cultivo axénico es lento, ademássu aislamiento

resultacomplicadoy no siemprees posible. Por otra parte, los trabajosque

describen un polisacárido aislado de todo el liquen, no describen los

componentesrestantes,por lo queno sepuedeconocerlaabundanciadeésteen

la pared.

La morfología externa del liquen es muy variable. Dependiendode las

especiespodemosdiferenciartaloscrustáceos,foliáceos,fruticosos,etc.Estose

ve reflejado también en la morfología interna de las capasdel talo y está

directamenterelacionadoconlacomposiciónpolisacaridicaparticular.
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Centrándonosenel micobionte,uno de los pocostrabajosenquesedefinela

estructurade la paredfue el deBoissiére,de 1987. Propusoun modelodepared

celular para el micobionte de Peltigera canina y Lassallia pustulataen el que

medianteextraccionesdiferencialesdel talo Iiquénico,reconstruíala disposición

de los polímerosen la pared(Figura4).

A
13

Figura 4. Esquemade distribución de los polisacáridosde Peltigera caninay
Lassallia pustulata en la pared celular propuesto por Boissiére (1987). A:
extraccióndel talo con agua hirviendo. B: extraccióncon álcali diluido. C:
extraccióncon ácido hirviendo. Los mucilagosy el material soluble en álcali
estáncompuestosde galactomananosy j3-(1--->3) glucanosademásde proteínas
y glucosaminaenPeltigera.La matriz esun ¡3-(1—>6) y p-(1—>3) glucano.

Experimentosrealizadoscon micobiontes aislados (Galun et al., 1976)

demostraronque eran capacesde incorporar N-(3H)-acetilglucosaminaa la

pared y por tanto que la quitina es un componenteesencialde la misma.

Estudiosposterioresde Honeggery Bartnicki-García(1991) demostraronquela

paredcelularde los micobiontesencultivo axénicoerasimilar a la de los demás

Euascomycetesy que contieneun glucanomayoritario (probablementeun ¡3-

(1—>3)-p-(1--->6)) insolubleenálcali. Otrosheteropolisacáridossolubles(7-10%)y

la quitina (3-7%) constituían una fracción minoritaria. Además, contenían

lípidos (10-3%) y proteínas(8-4%). La estructurade la pared de la hifa al

microscopio electrónicode transmisiónse reveló muy distinta a la que se

observaensimbiosisya queen lashifasde los cultivos sumergidosdesaparecía

una capairregularmenteteseladacaracterísticadel micobionte en simbiosis.

Mucilago

Materialsoluble
enálcali

Matriz

Quffina

C

Hasn~m
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También es diferente la morfología de la Ma en cultivo, puesto que se

observaroncélulas globosasy de pigmentaciónoscuraque no aparecenen

estadosimbiotico.

Takahashi et al. (1979) estudiaronlos polisacáridosde micobiontes y

fotobiontesaisladosde variasespeciesdel géneroCladonia, Parmelia caperatay

Ramalinacrassaconcluyendoque básicamenteel micobionteerael responsable

de producir los polisacáridoscaracterísticosdel liquen puestaque éstos se

podíandetectarenel cultivo aposimbióticomientrasqueel algapodíasintetizar

otrosqueno sehallabanen simbiosis.Sin embargo,existenotros polisacáridos

producidospor el talo quepor el momentono hanpodido aislarsede cultivos

aposimbioticosdel micobionte o fotobionte, como es el casodel liquenanoo

isoliquenano.Por tanto,y ya quela literaturade estetipo de experimentoses

escasa,noscentraremosenun resumendelos polisacáridosaisladosdetalo.

2.3. Polisacáridoscaracterísticosde líquenes

Liquenano:esunglucanoquefue primeramenteaisladode Cetraria islandica

medianteextracción con agua caliente y precipitacióncon agua fría por

Berzelius (1815). Su estructura ha sido frecuentementerevisada y en la

actualidadlos estudiosdeGorshkovaetal. (1997)la considerancomo:

—*4)-[1-D-Glcp-(1—>3)-I1-D-Glcp-(1--*4)-13-D-Glcp-(1-->

Ha sido encontradoen numerosasespeciesde la familia Parmeliaceaey

aunquela proporcióndelos diferentesresiduos(1-43)y (1—>4) varian,Common

(1991) propone la existencia de este glucano como marcador taxonómico

diferenciandodostipos:unodel tipo (Edraría y otro tipoXanthoparmelia.

Isoliquenano:esun glucanodifícil de purificar puestoque es solubleen

aguafría, comolos galactomananosy suelemezcíarsecon ellos. La estructura

general(Yokotaetal., 1979)seríala siguiente:

—>3)-a-D-Glcp-(1-->3)-a-D-Glcp-(1--4)-cx-D-Glcp-(1-->

AunqueGorin et al. (1988) apuntanqueesnecesariaunaestandarizaciónde

la metodología para establecerbien, en todas las especiesestudiadas,las
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proporcionesde los enlaces.TambiénesconsideradaporCommon(1991)como

marcadortaxonómicoal estarpresenteen la familia Parmeliaceae.

Otros glucanoscon enlaces(1—*3) y (1—>4>: En generalson polisacáridos

cuyoporcentajeenel talo espequeño,variandodesdeel 0,5 al 15%:

a-D-Glucanos:Existenvariostrabajosen los que,por distintos métodosse

aíslana-D-glucanosconlos enlacescitados.Porejemplo,Nishkawaa al. (1974),

estudiando4 especiesde (Eladonia aislaronun polisacáridosimilar al nigerano

conunarazóndeenlaces53:47.EnParmelia caperatala razóndeenlaces(1—>3) y

(1—*4) dadapor Takedaet al. (1970) fue de 1:1. En RamalinausneaGorin y

lacomini (1984) lograron aislar un glucano del sobrenadantede una

precipitacióncon solución de Febling con una razón de enlaces76:24. De

especiesdelgéneroStereocaulonseaislóal menosun glucano(1—*3) y (1—4) con

una proporción de dichos residuos de 3:1, parcialmenteramificado en las

posiciones3,4 ó 2,3 (‘TakahashietaL, 1981).

¡3-D-Glucanos:En 1972, Takeday sus colaboradoreslograron aislar de

Everniaprunastriun 3-D-glucanoque,con unaproporciónde residuos(1—>3) y

(1—÷4)de3:1, sediferenciabadel liquenanopor susolubilidadenaguafría. Los

glucanosextraídosdeespeciesdel géneroUsneasoncontrovertidos.En algunos

casoslos análisisde GLC-MS junto con degradaciónde Smith revelanuna

3 razón 1:3 para los enlaces (1—>3) y (1—>4). En otros, como el que es

comercializadoporSigma,el glucanoaisladoesdetipo liquenano.u
f3-D-Glucanos con enlaces (1—>6): este tipo de glucano, denominadou

tambiénpustulano,se encuentraen gran cantidad sobre todo en la familia3 Umbilicariaceae,aunquetambiénseha detectado(si bienen pocaproporción)

en otrasespeciesno relacionadascon estafamilia. Es solubleen aguacalientey

precipita al enfriarse.Es lineal y estádescritoque se encuentraacetiladoen

proporcionesvariablessegúnlaespecie(Nishikawaetal., 1970).
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Heteropolisacáridos: Desde principios de siglo existen datos de

3 polisacáridoscon manosay galactosa(Ulander y Tollens, 1906) aunquelos

datosexactosacercade la homogeneidad,estructura,etc. son sin duda másu recientesy cadavez más numerosos.El procedimientopara aislarlos es el

¡ descrito por Karrer y Joos (1924): tras una extraccióncon agua caliente se

precipitabanconsoluciónde Fehling,aunqueenocasionesotrosprotocolosson

¡ requeridos.La cantidad relativa de estetipo de polisacáridovaría segúnla

especiey puedellegar a ser un componentepredominantecomo en Peltigera

3 aphtosa,enel queconstituyeel 48% delpesosecodel talo.En otros casospuede

sersóloel 0,5%.

3 La mayoríadelas investigacionesestructuralesdeestosgalactomananoshan

sido realizadaspor el equipode Iacomini y Gorin. En unade las revisiones,

¡ Teixeiraet al. <1995) han propuesto,a la vista de los trabajós realizadospor

variosautores,la existenciade5 grupos(másuno misceláneo)basándoseen la

U zona anoméricade los espectrosde 13(0 RMN. Estaclasificación muestrala

existenciade similitudes intragenéricase intrafamiliaresaunqueen algunos¡
casosexistíanmarcadasdiferenciasdentrodelmismogéneroy familia.3 Las estructurasde estosgalactomananosparecenserúnicasy complejas.En

generalestánconstituidaspor un esqueletode a-(1—>6)-manosacon diferentes

sustituyentes(por los que puedendiferenciarse).Gorin y Iacomini (1984)

aislaronlos galactomananosde &traria islandicay Ramalinausneahallandodos

tipos de estructurasdiferentespara cadaespecie.La unidad repetitiva de la

primeray segundaespecieserepresentanenla Figura5.

En un estudiocomparativode especiesde Cladonia (Iacomini et al., 1985)se

observóque los polisacáridosqueprecipitabancon la soluciónde Fehlingeran

similaresentre ellos pero distintos a los de otros géneros.Sin embargo,los

polisacáridosqueno precipitabanmostrarondiferenciassignificativasentrelas

distintasespeciescomparadas,incluyendodoscuyamorfologíaexternaescasi

indistinguible ((E. confusa y (E. alpestris). En general, dichos sobrenadantes

estaban constituidos principalmente por galactofuranosa, que es un

componentecomúnentrelos ficobiontes.
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Figura5. A: Galactomananomuy ramificado
deR. usnea.
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Figura 6. Diferentes fragmentos de estructuras propuestas para los
galactomananosde variasespeciesde CiaJonia.Figuratomadade Woranovicz
etaL, (1997).
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Woranoviczet aL, (1997)estudiaronestosgalactomananosen otrasespecies

de CiasJonia ((E. signata, (E. imperialis, (E. furcata, (E. clathrata) concluyendoque

tienenfragmentosde estructurasen común(Figura 6) y sediferencianpor la

abundanciadecadaunade ellos.

Heteropolisacáridosde algunasespeciesde la familia Umbilicariaceaehan

sidoestudiadosporKj0lbergy Kvernheiin(1989).Endichotrabajo,realizanuna

extraccióncon álcali. El materialpolisacarídicoqueobtienense fraccionapor

columna de intercambio iónico, obteniendo varias fracciones con una

composiciónen monosacaridosdiferente.Analizanla fracción mayoritariay

concluyenque lasdos especiesestudiadas,U. pustulatay U. spodochroatienen

ungalactomananosimilarcuyaestructurabásicarepetitivaesct-D-Manp-(1---*6)

con unionesen 0-2, 0-4 (ó ambas)de cadenascortasde ct-D-Manp-(1-->2)ó

(1—>3). Toda la galactosaeran unidadesde 13-D-galactofuranosaunida a la

cadenaprincipal por 04 ó como secuenciasde 13-D-Galf-(1—>3) ó (1-45). Las

3 diferencias observadasentre las especiesse debíana abundanciade las

3 diferentescadenaslaterales.

De Evernia prunastrí tambiénse han logrado aislar heteropolisacáridos

3 (Teixeiraetal., 1994) cuyasestructurasbásicascoincidencon los fragmentos1, 4

y 5 dela figura 6 pero ademáscontienencadenaslateralesde a-D-Galp-(1—*2)-

3 D-Glcp- y a-D-GlcpA.-(1--*3)-D-Glc-.Estetipo depolisacáridosegúnlos autores

es similar a los descritosen Parmotremacetratum,P. sulcata, Cetraria islandica yu Usneaspp.,pudiendoindicaralgunarelacióndelmicobionte.
DentrodelgéneroStereocaulon,Takahashiy colaboradores(1981)observaron

U queexistíanespeciescuyocomponentesolubleenaguafría (deunaextracción

con agua caliente) podía ser bien un glucano 13-(1—>6), bien un

heteropolisacáridoconteniendogalactosa,manosay glucosa.El componente

3 insolubleeraenamboscasosel glucanocitado.

De los hongos basidiomicetos liquenizados también se han aislado

3 heteropolisacáridosen muy pequeñacantidady susestructurashan resultado

bien diferentesde las demás,estandoconstituidosprincipalmentepor una
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cadenadea-D-Manp-(1—>3)sustituidaenposición04 6 en04 y 0-2 por ¡3 D-

Xilp (Iacominietal., 1987).

2.4. Aplicacionesde lospolisacáridos

En el apartadoanterior ya hemos hablado de una de las posibles

U aplicaciones de los polisacáridos fúngicos: el empleo como marcadores

quimiotaxonómicos.Ya en 1968, Bartnicki-Garciaagrupólos hongosen ocho

divisiones utilizando los componentesmayoritarios de la pared: quitina y

3 glucanos.Posteriormentelos trabajosdeLeal y Bernabé(1998)handemostrado

que en la fracción soluble en álcali y agua de las paredescelulares de

numerososAscomycetesseencuentraun heteropolisacáridocaracterísticopara

cada género o grupo de hongos relacionados.Este heteropolisacáridoes

constitutivode la paredya quees sintetizadosiemprey puederelacionarlos

anamorfoscon susteleomorfoscorrespondientes.Un ejemplode la aplicación

delos polisacáridosentaxonomíaesel llevadoacabopor Ahrazemet al. (1999)

en el que al analizar los heteropolisacáridoscaracterísticosde la pared de

Penicillium vermoesenjídeterminanque su estructuraes similar a la de otros

¡ heteropolisacáridosdel género Fusarium y no coincide con la de aquéllos

aisladosdePenicillium. Ésto,junto al estudiode morfologíadelhongo,les llevau a proponer que P. vermoesenjíestá más relacionadocon Fusarium que con

Penidlliumo Gliocladium.

3 En los hongosliquenizados,Teixeira et al. (1995) propusieronestetipo de

heteropolisacárido,que también se hallabaen el talo aunquede forma más

¡ compleja,comoun marcadorquerelacionaríalos tiposdehongosentresi.

Desdeotro punto de vista, los polisacáridoshan sido frecuentementeu utilizados como inhibidores de procesos tumorales y replicación vírica.

Centrándonosenaquellosaisladosde liquenespodemoscitar los experimentos¡
de Hirabayashi et al. (1989), quienes utilizando un ¡3-(1-->6) glucano3 parcialmenteacetilado y posteriormentesulfatado de Umbilicaria esculenta

lograron inhibir iii vitro el efecto citopático del virus HJV y suprimir la

3 expresiónantigénicaen las célulasMolt4. Estetipo de polisacárido,extraído

u
u
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de diversasespeciesde la mismafamilia Umbilicariaceae,tambiénha sido

ensayadoen la inhibición de sarcoma-180implantado en ratones. En la

experienciamostró un efectoen dichainhibición positivo, aunquetambiénse

detectaroncambioshepáticos(Nishikawaet al., 1970).En otra seriesimilar de

estudiosseensayarondiferentesextractosacuososde distintasespecies:Evernia,

Acroscyphusy Alectoríaquefueroncaracterizadascomo glucanoscon distintas

proporcionesde enlacesa-(1—>3)(1—*4) y g-(1-->3)(1--*4). Los resultadosde

inhibición del sarcomafueronen algunoscasosdel100% (I’akedaet al., 1972).

MásactualmenteCarneiroy colaboradores<1997)demostraronqueun glucano

ct-(1--*3)-ct-(l--->4) extraído de Rumalina celastrí tenía efecto citotóxico contra

3 célulasHeLa. Incluso en plantasde tabacoel liquenanose mostró,entreotros

polisacáridosensayados,eficienteen la inhibiciónvírica (Stlibler y Buchenauer,

3 1996).

Conel desarrollode variosmétodoscomoel enzimoinmunoensayoo la

U inmunofluorescenciaindirecta sehanprobadolas propiedadesantigénicasde

variosheteropolisacáridosy asíhanpodido detectarsecontaminantesfúngicosu
en alimentos <Kamphuis, 1992) o enfermedadesen el hombre o animales3 (Zinunermanetal., 1989).

U 3. FILOGENIA Y EVOLUCIÓN

El estudio de la filogenia de los hongos liquenizadosresulta bastante

3 complejo.Enello influyen tanto lascondicionespeculiaresdeestosorganismos

(dualidadmicobionte-fotobionte)comolos diversospuntosdevistay formasde

¡ abordaresteproblema.

Gargas(1995),analizóla relacióndenumerososllquenes,utilizandomaterial

3 genéticodel micobionte que comprendía250 secuenciasalineadasde ADN

nuclear de la subunidadpequeñadel ribosoma (SSU rADN). Demostró el¡
origenpolifilético de estosorganismosya quela simbiosisseva desarrollando
enel tiempo y puedesurgiren varios gruposde forma independiente.Parece

demostradoentoncesqueel hongopuedepertenecera diferentesgrupos,pero,
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sm embargo,el alga parecemostrarmenor variación genotípica(De Priest,

1999).

Centrándonosen los hongosliquenizadosEuasconiicetosla evolucióny

posición sistemáticade los diferentesgrupos que lo componentambiénes

controvertida.Basándoseen la morfologíadel apotecio, Tehler (1996) propone

unasposiblesrelacionesentrelos ordenes,pero existe controversiacon los

resultadosde algunos análisis basadosen marcadoresgenéticos(Berbee y

Taylor,1992).Lasrelacionesentrelasfamiliaspertenecientesa un mismoordenu tambiénsonestudiadaspor técnicasmoleculares,asícomola circunscripciónde

génerosa unadeterminadafamilia (Crespoy Cubero,1998). Los estudiosde

3 estetipo son bastanterecientespor lo quesehacenecesariounaintensificación

de los mismosasícomo la búsquedade otros marcadoresquecorroborenlas

3 hipótesisfilogenéticas.

OBJETIVOS

Los objetivosquesepersiguenpodríanclasificarsedentrodedostipos.

1. Cualitativos,parallegar aconclusionesdecaráctertaxonómico:

¡ Dentrode estetipo seincluyeel aislamiento,purificacióny determinaciónde la

estructurade los componentespolisacarídicosde talosde diversasespeciesde

U liquenes pertenecientes a diferentes familias del orden Lecanorales:

Parmeliaceae,Umbilicariaceae y Cladoniaceae.La determinaciónde las

3 estructuras polisacarídicas permitirá, mediante comparación, realizar

inferenciasacercade la posición taxonómicade cadagrupo de génerosaquíu relacionados.
2. Cuantitativos,parallegar aconclusionesdecarácterecofisiológico:

Dentro de estetipo se incluye la cuantificaciónestacionalde las diferentes

fraccionesa lo largo devarios ciclos anuales.Se emplearándostipos de talos

pertenecientesa dosespeciesdiferentescon notablesdiferenciasencuantoa su

u selección de hábitat (considerando,además,diversas variables de carácterambiental).Se llevaráa cabounaaproximaciónestadísticaal análisisestacional

¡ de lavariabilidadobservada.

¡
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1. RECoLECCIÓN Y PREPARACIÓN DEL MATERIAL EMPLEADO

1.1. FamiliaParmeliaceae

- Platismatiaglauca (L.) Culb. et Culb. fue recogidael 21 deenerode 1998sobre

Pinussylvestris enValsain,Navacerrada,Madrida 1450m.

- Pseudeverniafurfitracea L. <ZopO fue recogidael 20 de marzode 1997 sobre

Pinussylvestris enValsain,Navacerrada,Madrid a 1450m.

1.2. FamiliaUmbilicariaceae

- Lasallia pustulata (L.) Hoffm. recogida el 20 de marzo de 1997 sobre roca

graníticaenLa Silla deFelipeII, SanLorenzodel Escorial,Madrid.

3 - La.sallia hispanica<Frey)Sancho& Cresporecogidael 13 dejulio de 1997sobre

rocagraníticaenel puedodeLa Morcuera,Madrid a 1430m.

¡ - Umbilicaria polyphylla<1.) Baumg. recogidael 20 de septiembrede 1997 sobre

rocagraníticaenel puedodeLa Morcuera,Madrid a 1430m.

3 - Umbilicaria crustulosa(Ach.) Harm. subsp.crustulosaLich. recogidael 20 de

septiembrede 1997sobrerocagraníticaenel puedode La Morcuera,Madrid a

¡
1430m.

1.3. Familia Cladoniaceae

- Cladonia rangiformis Hoffm. recogidael 27 de noviembrede 1997 sobresuelo

calizoen la UrbanizaciónLos Reguerones,Toledoa 1000m.

- Cladoniafoliacea (Huds.) Willd. recogidael 27 de noviembrede 1997 sobre

suelocalizoen la UrbanizaciónLos Reguerones,Toledo.

- (Eladonia iberica recogidael 27 de noviembrede 1997 sobresuelocalizo en la

UrbanizaciónLos Reguerones,Toledo.

2. ExTRACCIÓNYPURIHCACIÓNDELOSPOLISACARIDOS

Del material desecadose empleóde 30 a 100 g para la extracciónde los

polisacáridos.El procedimientodedichaextracciónsemuestraenla Figura7.

3
¡
U
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Previamente,los talosfueronlavadostresvecesconaguadelgrifo y unavez

con aguadestilada,separandocuidadosamenteotros contaminantesvegetales.

En el casodelasespeciesde (Eladonia, al estarencontactoconel suelo,los talos

fueron exhaustivamentelavados y raspados hasta que no parecieron

desprendermástierra.Sesecaron en estufa con corriente de aire a 600(0.

En esteprimer fraccionamiento,el númerode vecesqueseextrajo el talo,

bien con aguao con sosa,no fueel mismoencadaespecie.Las extraccionesse

continuaron hasta que no se apreció precipitación en los extractos al tratarlos

conetanol.

2.1. Familia Parmeliaceae.

Las dos especiesde estafamilia se comportaronde manerasimilar en el

procesode extracciónde los componentespolisacaridicos.Se realizarontres

extraccionescon aguay tresconsosa1 M.

La fracción Al <200 mg) se resuspendióen 10 ml de HzO destiladay se

centrifugó 15 mm a 4000 rpm. El sobrenadante se denominó A1S y el

precipitadoAh.

La fracción A2 se centrifugó 15 mm a 4000 rpm, lavándoseel precipitado

con H20 destiladatres veces.Los sobrenadantesse juntaron y liofilizaron

(A2S). El precipitadoseliofilizó (A2fl.

De la fracción Fi se tomaron2 g para diferenciar la parte soluble en agua

FiS de la insoluble,Fil, mediante4-5 extracciones con 50 ml FEO.

2.2. Familia Umbilicariaceae

Paraobtenerlos polisacáridosde lasespeciesde estafamilia serealizaron

de tres a cuatroextraccionescon aguaen autoclavey tres extraccionescon

álcali.

La fracciónAl despuésdedializarseliofilizó.

Al despuésde dializar se centrifugó 15 mm 4000 rpm, lavándoseel

precipitadoconH20 destiladatresveces.Los sobrenadantesA2S sejuntarony

liofilizaron. El precipitado A21 se liofilizó.
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3
La fracciónFi tuvo el mismotratamientoquela anterior.

¡
2.3. Familia Cladoniaceae

¡ Sóloserealizóunaextraccióncon aguaenautoclavey trescon NaOH,24 h

a T~ ambiente. Al obtener mucho residuo después de las extracciones con álcali,

U se realizaron cuatro extracciones máscon NaOH 1 M (500 ml cadauna) en

autoclave, denominándose Fi 1. Despuésdel dializado se separaronpor¡
centrifugacióndos fracciones,unasolubleen agua(FI 15) y otra insoluble <Fi
11). La fracción F2 fue el residuo que quedó después de estas extracciones. El

resto de las fracciones se trataron igualqueenla familia Parmeliaceae.

2.4. Precipitación con soluciónde Fehlingy propanol

2.4.1.Licor de Fehling

El licor deFehlinghasido utilizadopordiversosautores(e,g.,Aspinalíetal.,

1977)paraprecipitarselectivamentepolisacáridosconenlaces<1—>6).

Las fracciones solubles en agua <200 mg), se resuspendieron en 10 ml de

H20 destilada.Despuésdecentrifugarseobtuvo,enalgunoscasos,un pequeño

precipitadoquesediferencióen la nomenclaturaadoptadaañadiendouna“1’,

al nombrede la fraccióncorrespondiente.A los sobrenadantesseañadieron5

3 ml de solución de Fehling separándose un precipitado por centrifugación. El

sobrenadante (en la nomenclatura seguida, añadiremos “SC”) se dializó en

3 primer lugar frente a HG 10 mM<para eliminar el cobre restante) y después

frente a agua. A continuaciónsefiltró por unaresmamixta AG 501-X8 <D)y se

3 liofilizó.

Paraeliminarel cobrefijado a los polisacáridosprecipitadosconel reactivo

de Fehling, (en la nomenclatura seguida añadiremos “PC”) se adicionóbien

HG lOmM, dializándose frente a agua, o bien resma DOWEX H~ 50 WX 4,

centrifugando.El productofinal seliofilizó enamboscasos.
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2.4.2.Precipitaciónconoronanol

Las fracciones de FiS fueron sometidas a precipitación diferencial con

propanol<Corsaro,et al, 1998): 25-lOOmg de estas fraccionessedisolvieronen 1

3 ml de FEO destilada, adicionando0.8 ml de 2-isopropanol y d~ándolo

precipitar toda la noche en nevera. Se centrifugaron a 4000 rpm separandoun

E sobrenadante(diferenciadoen la nomenclatura al agregar “SP” al final del

nombrede la fracción)y un precipitado<diferenciadoen la nomenclaturaal3
agregar“PP” al final delnombredela fracción).

2.5. Fraccionamientoencolumna

2.5.1. Fraccionamientoencolumnadeexclusiónmolecular

100mgdefracciónsolubledisuleltoen2ml deaguadestiladasecentrifugó

3 a 13000rpm15 mía El sobrenadantesecargóendos tiposdecolumnas:

> ColumnadeSephacrilS-300<90 x 2,5 cm) encondicionesdeFPLC enun

¡ equipoLKB <bombaPharmac’aP-500)conaguadestiladacomoeluyente

aunflujo 2 ml/mAn.

E » Columnade SepharoseCL-6B <90 x 2,5 cm) con aguadestiladacomo

eluyenteaunflujo 0,6ml/mm.¡
En ambos casos se recogieronfraccionesde 3 ml determinándosesu3 contenidoen carbohidratosmedianteel métododel fenol-sulfúrico(Duboiset

al. 1956).Setomaron50 it1 de muestray seañadieron250 i±lfenolal 5% enagua

3 y 1,25 ml ácido sulfúrico, midiendo el valor de la absorbanciaa 485 nnt Para

comprobarqueencadapico elula unsolopolisacárido,en lugardereunir todas

3 lasfraccionesdelmismosetomaronlotesde 5 tubos<15 ml) y seliofilizaron por

separadoparaanalizarlosporIHA(MN.

¡ Las columnasse calibraroncon patronesde dextranoT-500, 17-70, 17-10 y

vitaminaBu. Pesosmoleculares:500.000Da, 70.000Da, 10.000Da y 1.355 Da

E respectivamente.

2.5.2. Fraccionamientoencolumnadeintercambioiónico

Entre100 y 200mg defracciónsolubleenaguaseresuspendióen3 ml de

3 H20 destiladay centrifugóa 13000rpm 15 mAn. El sobrenadantesecargóen

¡
3
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una columna de DEAE SepharoseCL-6B (30 x 4 cm. flujo 0,3m1/min,

4m1/tubo),equilibradacon tampónTris-HG 10 mM pH 7,5. Se eluyó una

fracción neutra con tres veces el volumen de la columna (en la nomenclatura se

agregó una “u” al final del nombre de la fracción) y otra al aplicar un

gradientecon cinco vecesel volumende la columna(en la nomenclaturase

3 agregóuna“g” al final del nombrede la fracción)de NaO de O a 1M. Cada

¡ tubo secontrolópor fenol-sulfúricode la mismaformaqueel casoanteriory

los correspondientesa un mismopico (el n0 de pico si hubo másde uno se

1 indicó entreparéntesis)sejuntaron,concentraron,dializarony liofilizaron.

¡ 2.6. Procesadode lasfraccionesinsolublesMly Fil

A21 y Fil sesometierona dos procesossucesivos:un lavadocon agua,que

¡ no rindió una fracciónsignificativamente diferente, y un posterior tratamiento

con sosa. En esteúltimo tratamientose realizaronde tres a cinco lavadosy

3 centrifugadosconNaOH1 M. Trasla diálisisde lasdos partes,sediferenciaron

tresfracciones:

¡ > unresiduoinsolubleen álcali <A21 a, Fil a)

3 > otra quesehizo solubleen sosay queal dializar3 días frente a agua se

mantuvo soluble (A21 b Fil b)

3 » y por último, otraqueprecipitóendichadiálisis(A21 c, Fil c).

2.7. Complejoglucano-quitina

100 mg de F2 se sometieron a hidrólisis parcial (HG 0,5 M 1 h 1000C;

Boissiere, 1987) con objeto de destruir el polisacáridoresidual y liberar el

glucanoasociadoa la quitina.Seobtuvoun sobrenadanteF2Sy un restoF21 al

que se le adicionó 30 ml NaOH 1 M (3 veces) dejandoun residuo F21 a y

solubilizandoun glucano,F2.I b.
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3
3. ANÁnSIS QUIMICO DE LOS FOLISACAlUDOS

¡ 3.1.Determinaciónde proteínas

La valoracióncolorúnétricade proteínasse realizómedianteel métodode

3 Bradford<1976).

Una cantidadde 0,8 ml de muestraconteniendo10 gg de polisacáridose

3 mezclócon 0,2 ml de reactivosin diluir, leyendola absorbanciaa 595nm. —las

lecturaobtenidasse refirieron a una curva de seroalbuminabovina de 5-20

i±g/n~l.

3.2.Determinaciónde los ácidosurónicos

3 Parala deteccióndelos ácidosurónicosseutilizó el métodocolorimétrico

delcarbazol(Bitter y Muir, 1962).La muestraconteniendo50-500~g de ácidos

3 secompletaa 0.5 ml conaguadestiladay añaden3 ml deácidosulfúricoenfrío,

calentandoen aguahirviendodurante15 mmn. La mezclaseenfrió y seañadió

3 0.1 ml de carbazol al 0,1% en etanol dejándoloreaccionardurante2 h y

midiendola absorbanciaa 525nm.

3.3.Reducciónde los polisacáridosácidosu Estetratamientofacilita el análisispor metilacióndelos polisacáridosque

3 contienengruposcarboxilo.ya queal reducirloscon borodeuterurosódico, el

ión quecontieneel hidroxilo correspondienteal carboxilo reducidopresentará

3 dos unidadesmás de masa,debidasa la incorporaciónde dos átomos de

deuterio.Parala reducciónde los polisacáridosseempleóel métododescrito

3 por Taylory Conrad<1972).Primero15 mgdelpolisacáridosepasanpor resina

intercambiadora de iones DOWEX5OWX4. añadiendodespués400 mg de

carbodiimiday ajustandoel pH a 4.7 con HG si fuera necesario.Se dejó en

agitación2 Ii. Entoncesseadicionó5 mg deborodeuterurosódicoy seajustóel

pH a 7.0 dejándololh en agitación.Se dializó frentea aguaal menos3 díasy

liofilizó.
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3.4.Hidrólisisde los polisacáridos

3 Los polisacáridos<5-10 mg) sehidrolizaroncon1 ml deácidoendiferentes

condiciones:

3 » HidrólisisconFf25042M, durante5 ha10000

> HidrólisisconTFASM, 1 ha 1200C.

3 > HidrólisisconTFA SM, 5 ha10O~<2.

u 3.5.Derivatizacióny análisisde los polisacáridos

3 3.5.1. Prenaracióndeacetatosde alditol

Despuésdehidrolizar, seañadió1 mg deinositol comopatróninternoy se

3 procedióa la eliminacióndelácido,neutralizandoconexcesodeBaCO3enel caso

del H2SOV o por evaporaciónen rotavaporen el de TFA. Los productosde la

3 hidrólisisde los polisacáridossonsustanciasnovolátiles,porello fuenecesario

derivatizarlosparasu identificaciónposteriorpor CGL. Despuésdeeliminar el

E BaSO4 insolubleporcentrifugación,la muestrasesecaenestufade aireacióny se

resuspendeen 1 ml de Ff1). Se añadióde 1 AlO mg de borohidruro sódico,

3
dejandoreducirdurantela nochelos monosacáridosformados.,Posteriormenteel¡ excesodeborohidruroseeliminó conHG 12.5N, sesecóenrotavapory selavó 3

vecescon 2 ml de metanol.De entrelos derivadosquepuedenformarse,se

¡ eligieronlos acetatosde alditol por producirun único derivadovolátil decada

monosacárido,dandolugaracromatogramasmássimples.Paraelloseadicionó

3 250 ~‘lde anhídridoacéticoy 250 ~¡lde piridina, calentandola muestralh a

lOtY’C y secándoladespuésen rotavapor(Lame et al., 1972). Los azúcares

3 neutrosfueronidentificadosy cuantificadosmedianteCGL de acuerdocon el

métodoutilizadopor Gómez-Mirandaetal., <1981).

U
3.5.2. Cromatonafíagas-líanidoE
Se empleóun equipode la casaPerkin Elmer, modelo Autosystem,con¡ detectorde ionización de llama, utilizándoseuna columnade silice fundida

SPB-1 <30 m x 0,25 nun; 0,25 itm espesorde la película).El gasportador fue

3 helio a una presión de 30 psi. Inyector y detector se programarona una

3
1
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temperaturade 2500C. Los distintoscomponentesde la muestrase separaron

¡ medianteun programadetemperaturasquecomienzaisotérinicamentea 1800C

y semantienedurante4 mm.paraluegosubir a razónde150C mini’ hastalos

3 2400(2, temperaturaquesemantienedurante8 mAn. El tiempototal delanálisis

fue de 16 mm. El pico de cada azúcaren el cromatogramase identificó

3 comparandosutiempo deretenciónconlos de patronesanalizadosen idénticas

3 condiciones.La cuantificaciónserealizóatendiendoal áreade los picosy a los

factoresderespuestade los azúcares.

3.5.3. Metilaciónde los polisacáridos

3 La metilaciónefectivadelpolisacáridodependedel gradodeionizaciónde

los hidroxiloslibres, por tanto,esfundamentalefectuarla reacciónenun medio

3 básicocon el fin de conseguirquedichosgruposhidroxilo setransformenen

alcóxilos. Existenvarios métodosde metilación. En estetrabajo se utilizó el

3 métododeCiucanuy Kerek(1984)modificadopor Needsy Selvendran<1993).

El polisacárido<1-3 mg), previamentereducidosi conteníaácidosurónicos,

3
se disolvió completamenteen 1 ml de DMSO en un baño ultrasónico. Se
añadieronentre 50 y 100 mg de hidróxido sódico, sonicandodurante 25

minutos. A continuaciónse enfrió el tubo y se añadió0,5 ml de yoduro de

meifio. dejándolosonicar2 h. Los productosde la reacción,recogidoscon 2ml

de cloroformo-metanol (1:1), se dializaron frente a agua durante 48 b.

posteriormentefrente a etanol-agua<1:1) durante 24 h y finahnente, se

evaporaronasequedad.

El polisacáridometilado se hidrolizó paraobtenerazúcaresparcialmente

metilados, que se redujeron y acetilaron para convertirlos en sus

correspondientesacetatosde alditol parcialmentemetilados.La reduccióny

acetilaciónse realizó segúnel método de Lame y col. (1972) con una única

modificación,queconsistióenreducirconNaBD
4
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3.5.4. Roturareductora

3 El método utilizado fue descrito por Cray (1987). Consisteen la rotura

reductora de todos los enlaces glicosídicos en un polisacáridototalmente

metilado, obteniéndoseanhidroalditolesparcialmentemetiladosque una vez

acetilados, se analizarondirectamentepor CGL-EM. Este método permite

distinguir entrela piranosas sustituidas en 0-4y furanosassustituidasen 0-5.

Los tubosempleadosparala reacción,junto con un imánpequeño,fueron

sililados con 300 pi de piridina y 300 ¡±1deBSTFA en agitacióndurante1 h a

3 temperaturaambiente,paraevitar problemasquese originanpor la presencia

de trazasde agua.A continuación,sevaciarony se enjuagaroncon 2 ml de

3 metanol. Por último se mantuvieronen unaestufa a 1200(2 durante30 mm.,

dejándolosenfriarenel interior deundesecador.

3 El polisacáridopermetilado<0,5-1mg) sedisolvióen 2 ml de diclorometano

secoy sepasóaun tubopreviamentesililado.Sesecóbajoatmósferade argón.

3 Conagitaciónvigorosa,seañadieronrápidamente100 ¡tí de trietilsilanoy 100 ~il

¡ detriflato detrimetilsililo, seburbujeóargónantesde tapary sepusodenuevo

enagitacióna T.A. durante5-6 It Al cabodeestetiempo,seañadieron2 ml de

3 metanoly unaresmaintercambiadoraDOWEX AG 501-X8<D) <Bio-Rad) para

neutralizar.Sedejóreaccionarduranteunos15 mm agitandoy secomprobóel

3 pH, quetienequeser neutro.A continuaciónsefiltró a travésde algodóny se

lavó 3 vecescon 1 ml demetanolla resma.Los sobrenadantessejuntarony este

filtrado se evaporó a sequedaden el rotavapora temperaturaambiente.

Despuésseacetiló por adiciónde 0,25 ml de piridina y 0,25 ml de anhídrido

3 acético, calentandoa 1000(2 durante 1 It Los acetatosde anhidroalditol

parcialmentemetiladosobtenidosfueron sometidosa un análisis combinadou
CGL-EM, en unacolumnacapilardesílice fundidadeSPB-1 (30 m x 0,25 mm;3 espesorde la película 0,25 pm). Se utilizó un programade temperaturasque

comienzaa1500(2<3 mAn) paraluegosubir,arazónde30(2 min-t hasta2100(2.

¡
¡
3
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3.5.5. Análisisdeesvectrometriademasas

3 Los acetatosde alditol parcialmentemetilados,se analizaronmediante

(2GL-EM en un cromatógrafode gasesmodelo Autosystemde Perkin-Elmer,

3 conunacolumnacapilardesílicefundidadeSPB-1(30 m x 0,25mnv espesorde

la película0,25¡tm), conhelio comogasportador.

1
Seutilizó un programadetemperaturasquecomenzabacon 1600(2durante3 1 mAn para luegosubir, a razónde 20(2 mm-1, hasta2000(2y los compuestos

eluidosse detectaroncon un detectorde masasQ-Massde Perkin-Elmer.La

3 ionización se llevó a cabo por impacto electrónico. La fragmentaciónque

experimentanlos acetatosde alditol parcialmentemetiladosmedianteimpacto

electrónico,ha sido estudiadacon gran detalle (Janssonet al., 1976). De los

fragmentosprimarios y secundariosobtenidosen el espectrode masas,se

• deduceel tipo de sustituciónde los monómerosen la mayoríade los casos,

exceptoenel casode furanosassustituidasen 0-5 y laspiranosassustituidasen

U 04 (Latgéetal., 1994. Mischnicky DeRuiter, 1994).La cuantificaciónserealizó

atendiendoal áreade los picosenlos cromatogramasobtenidospor(2GL-EM.

3 3.6.Obtencióndelnúcleodemanosa

En galactomananoscon cadenaslateralesde galactofuranosapodemos

3 obtenerel núcleocentraldemanosahidrolizandoparcialmentecon112S040.1 N

5h, 100%?querompendichascadenaslateralesdegalactofuranosay dejanlibre

3 un núcleo resistentede manosa.Tras la diálisis el núcleo así obtenido se

liofilizó.

3 Si lascadenaslateralesson degalactopiranosala hidrólisis parcialdebeser

másfuerte,conTFA 0.16tv!
1 181,, 1000(2(Woranoviczetal., 1997)

¡ 3.7.Acetolisisdelpolisacárido

Medianteestemétodo(Stewarty Bayou,1968) sehidrolizanselectivamente

3 los enlaces(1—>6). De estemodo,50-100mgdel polisacáridopurificadoquese

deseeestudiarse resuspendenen 50 ml de anhidridoacético: ácido acético:

ácido sulfúrico en proporción 10:10:1 manteniéndosetres días en agitación.
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Posteriormentese añadieron50 ml de aguay los fragmentosacetiladosdel

3 polisacáridoseextrajeroncon100 ml decloroformo <2 veces).La capaorgánica

se lavó 3 veces con agua y se secó. Despuésse resuspendióen 20 ml de

metóxido sódico<3Omg Na en 20m1 metanol)dejándosedesacetilar20 mm. Se

centrifugó y se lavó el residuo con metanoL juntandolos sobrenadantesy

llevándolosa sequedaden rotavapor.Al disolverlo en aguaseneutralizócon

resmaDOWEX 5OWX 4 quefue eliminadapor centrifugación.El sobrenadante

neutralizadosellevó a sequedadenrotavapor.u
3.8.Oxidaciónconperiodatoy degradaciónde Smith

50 mg de polisacáridosinsolubles<Afl y Fil) sesuspendieronen 25 ml de

H20 adicionandootros 25 ml deperiodatosódico0.03M. Serealizó tambiénun

blancoy unpatróncon3.331¡mol/ml deglucosa.Cadadíay empezandopor el

1~<T0), se toman
20it1 de muestray sediluyen en 5 ml de H20. midiendo la

3 absorbanciaa 223nm.Cuandoel consumodeperiodatoseestabiliza,sedapor

terminadala oxidación.

3 Despuésde la oxidacióncon periodatola muestrasedializó frenteaagua

3 y acontinuaciónseañadió75 mg deborhidrurosódicodejándolareducir16 h

(LA.). Trasunanuevadiálisisseliofilizó. El polisacáridoresultantesesometió

3 a hidrólisisy derivatizaciónde la forma en quesedescribióen los apartados

3.4, 3.5.1y 3.5.2.

3 Los azúcaresque contengangrupos hidroxilo contiguosson oxidadosa

dialdehidoscon rupturaentrelos dos carbonosdel azúcary consumode 1

3 molécula de peryodatopor molécula de azúcar. Si los residuos contienen

grupos hidroxilo en tres carbonosadyacentesse produce tambiénen la

oxidación ácido fórmico, como es el caso de los polisacáridoscon uniones

<1—>6). Para oxidarse necesitan2 moléculasde peryodatopor molécula deu
monosacárido,rindiendounamoléculadedichoácido. Despuésdela hidrólisis3 se obtendráglicerol. Las unidadesno terminalesunidaspor enlaces(1—>2) ó

<1—*4) serompencon unamoléculade peryodato,no liberandoácidofórmicoy

¡ dan despuésde la hidrólisis eritritol o treitol. Los polisacáridoscon enlaces

3
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3
(1—*3) no se degradan, obteniéndose los monómeros que hablan antes del

1 proceso.

3.9.DeterminacióndeN-acetilglucosamina

3.9.1. Hidrólisis de la quitina

5-10 mgdela fracciónF21a sesometióadostiposdehidrólisis:

> HG 6N. 4 h a 1000(2.Elresiduosecentrifugó <Ffl al) y la partesoluble

<F21oS) fuela empleadaen los análisiscolorimétricos.

> IhSO~6N, 4h a 100<>C.Elresiduosecentrifugó(F21 al)y la partesoluble

(F21 aS)fue la empleadaenlos análisiscolorimétricos.

u 3.9.2. Métodocolorimétrico
A F21 eS se adicionó 2 ml de H20 y se tomó 0.2 y 0.4 ml para las

U determinaciones,llevándosea sequedaden rotavapor. Posteriormentese
añadió1 ml de H20 y 0.25 ml de reactivo acetilacetona incubándolo lh a 900(2.u Tras enfriarseañadió2 ml de etanolabsolutoy 0,25 ml de reactivode Erlich,

dejándoloreaccionar15 mAn a ta. La absorbanciase midió a 530 nm. Recta

patrónde10a100 ¡tg deN-acetil-glucosamina.

Reactivodeacetilacetona:acetilacetonaal 4% encarbonatosódico1.25N.

Reactivode Erlich: 1,6 g de p-dimetilbenzaldehido.30 ml deetanol. 30 ml

deHG conentrado.

3.9.3. IdentificacióndeglucosaininaporHPLC

10¡tl de la fracciónF21 oS (hidrolizadade la forma descritaen el apartado

anterior) se inyectaronen una columna de HPLC y se determinaronlos

aminoazúcaresempleandoparaello métodosestandarizados.

3.10. Análisiselementaldelresiduo

Despuésde la hidrólisis este residuose dializó y secópara analizar sus

componentesesencialespor analizadordemasas.
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3.11. Determinación de grupos acetilos

50 mg de A2S sesuspendieronen50 ml NaOH0.02 M 16 h a temperatura

ambiente.Sellevaronasequedaden rotavapory seresuspendieronen 5 ml de

agua de los que se tomó 1 ml añadiendo1 ml de patrón interno ácido

propionico <1 mg/ml) y 0.2 ml de ac. sulfúrico al 50%. Las salesformadasseu
extrajeronconeteretílico enfrío, quedándonoscon la faseorgánica.Se analizóu por cromatografía de gas-líquidoconprogramaisotermoa 1400<1

4. MÉTODOS FISICOS DE ANÁLISIS DE LOS POLISACARIDOS

4.1. Espectroscopiade infrarrojos

De0.5 a3 mgde polisacáridosemaceraroncon300 mgdeKBr paraformar

una pastilla en una prensa Perkin-Elmer. El espectro se realizó en un

espectrómetroBruker lES28 Equinox.

Los espectrosde IR se obtuvieron con el fin de determinar si existía

contaminaciónproteicay darunaideadel tipo depolisacáridoqueera.Ademásu
nos daninformaciónsobrela configuracióna o 13 del polisacáridoen algunos3 casos,asícomola presenciade gruposdetipo N-acetilo,carboxilo o sulfatoque

tienen unas bandas características<Barker y col., 1956). Para detectar la

3 presenciade ácidosurónicos, los polisacáridosse analizaronen forma ácida,

previopasoporunaresmaintercambiadorade ionesDOWEX ‘SOWX 4.

3 Ademásel espectrode infrarrojospuedeconfirmar el grado de metilación

del polisacáridoya que cuandoéstaes completa,desaparecela bandaa 3500

cm4característicade los gruposhidroxiloslibresdelcarbohidrato.

4.2. Ionizacióndesorciónpor láserasistidapor matriz-espectrometría de

masasde tiempo de vuelo: MALDI-TOF

Con este método se determinaron los pesos moleculares de los

oligosacáridosdemuestrasprovenientesdeacetolisis.Paraello sepreparóuna

soluciónde ácido 2,5-dihidroxibenzoico(10 mg/mi), mezclándosevolumena

volumenconla muestra.
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4.3. Resonanciamagnéticanuclear

La espectroscopia de RMNadiferenciadeotros métodosfísicos,no esuna

técnicadestructivay porello esposibleexaminarun polímerosin degradarloni

modificarlo,recuperandoel material intacto. La aplicaciónde las técnicasde

U RMN actualespermite,en determinadoscasos,obtenerla secuenciade los

3 polisacáridos.

El espectromonodiniensionalde1H-RMN proporcionalos desplazanuentos

químicosy las constantesde acoplamientode los residuosquecomponenel

polisacárido. Los protonesanoméricosde las hexosastienen su zona de

3 resonanciaseparadade la del resto de los protonesde la molécula, lo que

permitedeterminarel númerodemonosacáridosdiferentes<o iguales,pero con

entornosdistintos)que tieneel polisacáridoy la estereoquímicadelos enlaces

glicosidicos(a o 13).
U Lasmuestrasseprepararondisolviendode 10 a 30 mgde polisacáridoen

¡ 0,7 ml de D20 y centrifugandoa 10.000 g durante 20 mm para eliminar

precipitados.Los espectrosde IH..RMN se registrarona 400(2, en un aparato

3 VarianXL—300 a 300 MHz. Los desplazamientosquímicosseexpresanenppm

(5) con relación al pico residual de HOD <4,61ppma400(2).

5. EsTuDio DE LAS vARIACIONES ESTACIONALES DE LAS FRACCIONES

POLISACARIDICAS.

5.1. Recogidadelmaterial

El materialfue recogidoen lassiguienteslocalidades:

PseudeverniafurfuraceaL. (ZopO:

U » sobre tronco de Pinus sylvestrisen Valsain, a 1450 m. Madrid.

UTM:

» sobre ramas de Pinus sylvestris en el margende la presa delu Pradillo, Río de la Angostura (Lozoya), a ¶000 m. Madrid. UTM:

3OTVL256228.

Lasalliapustulata (L.) Mérat
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U
> sobre roca graníticaen el melojar de La Silla de Felipe II. El

u Escorial.Madrid. UTM: 30TVK025915.

5.2. Extracción de lospolisacáridos

Se tomaronmuestrasde 15 g de talos en cadalocalidad a finales de los

siguientes meses: agosto 1997, noviembre 1997, enero 1998, mayo 1998, agosto

1998,noviembre1998,enero1999y mayo1999.Traslavartresvecesconaguay

separarbien otros materiales,se secaronen estufade aireacióna 600(2. Se

realizarontresrepeticionesdelprotocolodeextracción,partiendode5 g detalo

cadavez, como semuestraen el esquemade la Figura8. No se realizó una

E purificaciónde la fracciónAl de lasdos especies,ni deAl deL. pustulata.

La fracción Al (P. flifitracea) se dividió en 4 partes,con 50-200 mg de

muestraen cada lote. Cadauno de ellos se resuspendióen 40 ml de agua

caliente,se congeló, descongelóy centrifugó separandoel sobrenadante.El

precipitadoselavó dosvecescon aguafría. Los sobrenadantessejuntarony se

¡ obtuvieron, tras liofilizar, dos fracciones: A2S <solubleen agua fría) y A21

(insoluble).

3 La fracción Fi (Lasallia y Pseudevernia)sedividió encincopartes,con50-200

mg de muestracada una. Estos lotes se resuspendieronen 40 ml de agua

3 caliente,secongelaron,descongelarony centrifugarona4500rpm, separandoel

sobrenadantey lavando tres veces con agua fría el precipitado. Los

3 sobrenadantes sejuntaron y, tras liofilizar, se obtuvierondos fracciones:FiS

(solubleenaguafría) y Fil (insoluble).

u
U
U
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5.3. Variablesmeteorológicas

Los valores mediosmensualesde temperatura,precipitacióny días de

nieblaseobtuvierona partir de los registrosde las estacionesmeteorológicas

U cercanas:Puerto de Navacerrada(llamada ‘Puerto’), Rascafría(llamada ‘El

Paular’)y SanLorenzodelEscorial(llamada‘Llanillos’). De estaúltima sólo se

U
obtuvieronlos datosdelperiodocomprendidoentrediciembrede 1997a mayo3 de1999. Del restodeestacionesmeteorológicassedispusodedatosparatodoel

periodo estudiado<agosto 1997-mayo 1999). Para el análisis estadísticose

3 calcularonlos valoresmediostrimestralesdecadaunadeestasvariables.

5.4. Análisisestadístico

Los procedimientosestadísticosempleadospara el análisisde los datos

3 estacionalessonlos siguientes:

5.4.1. Correlacionessimplesentrefracciones

U Paraverificar la existenciao no derelaciónlineal entrelas proporcionesde

las diferentesfracciones dentro de cada especie,se realizaroncorrelaciones

simplesentrelos pesosde las fracciones<Al, A25, A211, FO, FiS, Fil y F2) en

3 cadaestacióndel añoparacadauna de las dos especies.Al’ estarcalculando

muchasestimaciones,la probabilidadde quealgunade ellas seasignificativa

3 porazaresalta. Porestemotivo, seaplicóla correccióndeBonferroni.

5.4.2. Correlacionessimplesentrefraccionesy variablesambientales

3 Para verificar si lavariaciónen los pesosde lasfraccionesestabarelacionada

convariacionesdetipo ambiental,sellevaronacabocorrelacionessimplesentre

3 estospesos<fraccionesAl, A2S, A21, FO, FiS, Fil y F2) y las mediasde las tres

variables ambientales por separado: temperatura, precipitación y días de niebla

<para cadauna de las dos especies).Como en el anterior caso, se aplicó la

correccióndeBonferroni.

5.4.3. Análisisde lascomponentesprincipales

Para comprobarla consistenciade los resultadosanterioresse realizó una

nueva aproximación,empleandoen este caso un método multivariante, el

Análisis de las ComponentesPrincipales <PCA). Con este procedimiento
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estadísticolas variables que están correlacionadasse agrupanentre si en

factoresindependientes,disminuyendoel númerodecomparacionesa realizar.

SerealizóunPCA diferenteparacadaespecie.Lasvariablesincluidasdentrode

cadaPCA fueronlos pesosdetodaslasfracciones(Al, A2S, A21, FO, FiS,Fil y

F2). El conjuntodevariablesempleadofue previamentenormalizadomediante

transformaciónlogarítmica.Se realizó rotaciónde los ~es (Varimax). Dentrode

u cadaanálisis,sólo seconsideraronlos factorescon autovaloresmayoresque1<Nie et al. 1975). Los componentesprincipalesobtenidosen cadaPCA fueron

E correlacionadoscon las variablesambientales,tambiénnormalizadas,citadas

anteriormente.

3 5.4.4. Análisisde lavarianzamúltiple

Paradeterminarla existenciadediferenciasestacionalesentreel conjuntode

3 los pesos de todas las fracciones (consideradasconjuntamentedada su

naturalezapolisacarídicacomún) se llevaron a cabo análisisde la varianza

U múltiples <MANOVA) paracadaunade las especiesestudiadas.Los factores

incluidos en el modelo fueron la estacióndel año (4 categorías),el año <2

3 categorías) y, en el caso de Pseudevernia,se incluyó un factor población <2

U categorías).En éste último caso, el modelo de MANOVA fue reducido,

considerándosesolo los efectossimples(efecto estacióndel año, efectoañoy

3 efectopoblación),asícomoel efectotriple o interacciónentreestostresfactores.

Los demásefectosno aportaninformaciónrelevantealguna,por lo queno se

3 consideran. Se incluyeron como variables dependientes los pesos de las

fraccionesA25, A21, FIS, Fil y F2 logaritmAzadas.LasfraccionesAl y FO, al ser

U sobrenadantesy estarcorrelacionadascon algunasde las anterioresfracciones

<o precipitados)no fueronincluidasen esteanálisis.Previamentesedemostró

U estadísticamente quetal exclusiónno afectabaa los resultados,empleandopara

ello un análisisde covarianzamúltiple <MANCOVA). En éste,secompararon

los pesosde las fraccionesA2S, A21, FIS, Fil y F2 empleandolos tres factores

U antes citados y, como covariantes, las fracciones Al y FO <Tabla 1 para

Pseudeverrnay Tabla2 paraLasallia).

U
u
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Todaslas fracciones

Factor X deWilks F p

Estación 0,105 7,709 0,000*
Población 0,667 3,294 0,016*
Año 0,301 15,325 0,000*

Interacción 0,384 2,526 0,004*

Tabla1. ResultadosdelMANCOVA delasfraccionesA2S, A21, FiS,Fil y F2 de
Pseudeverniacon covariantesAl y FO. Con asteriscoseresaltanlos resultadosu
estadísticamentesignificativos.

Todaslas fracciones

E Factor X deWillcs R (Rao) pEstación 0.033 6.423 <0.000*
Año 0.271 7.392 <0.004*U _________________________________

Interacción 0.023 7.827 <0000

’

Tabla2. ResultadosdelMANCOVA delasfraccionesA25, A21, Fis, Fil y F2deu Lasallia con covariantesAl y FO. Con asteriscose resaltan los resultadosestadísticamentesignificativos.

5.4.5. Análisisde lavarianzaparciales

Parainvestigarla existenciade diferenciasestacionalesdentrode cadauna

de las fraccionesestudiadas(Al, A2S, Afl, FO, FiS, Fil y F2, consideradaspor

separadoen este caso) se realizaron análisis de la varianza <ANOVA)

empleando como variabledependientecadaunade las fraccionesanterioresy

con 2 o 3 factores <Lasallia, 2 factores: estación del año y año); (Pseudevernia,3

factores: estación del año, año y población).En aquelloscasosen los queel peso

del precipitado estuvocorrelacionadocon el del sobrenadante<o pudiera

afectarenalgunamedida)seincluyó ésteenel análisiscomocovariante,conel

fin deeliminarsuefecto<ANCOVA).

3
En todos los casos,los requerimientosde normalidadde las muestrasy

3 residuossecumplieron(testde Shapiro-WiIk: todaslas variablespM),O9). Los

testde paralelismono resultaronsignificativos.La homogeneidadde la muestra

U se cumplió mayoritariamente.
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5.5. Estudiocualitativoestacionalen la fracciónFiSdeL. pustulata.

Paraconocersi existíavariaciónen la composicióndelpolisacáridosegúnel

pasodel tiempo, se escogióla fracción FiS de L. pustulatapara realizar un

estudioestructural.Paraello, 120mgdedichafracciónextraídaencadaunade

las 8 estaciones(desdeagosto de 1997 a mayo de 1999) se purificaron por

cromatografíade intercambioiónico, segúnsedetallaenel apartado2.5.2. Las

fraccionespurificadassetrataroncon propanol<apartado2.4.2) y los productos

3 separadosmedianteestetratamientoseanalizaronpor GC-MS<apartado3.5.2.)

y ‘-H-RMN (apartado 4.3).
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Los espectrosde las fraccionesAh, en las dos especiesestudiadas,mostraron

bandasespecificasde lípidos (1740,2850 y 2920cm-’) queconfirmabantambiénque

el bajo rendimientodemonosacáridosobtenidoenla hidrólisisácidadeestafracción

eradebidoasupresenciay no aunahidrólisisincompleta.

Las fracciones polisacarídicasinsolubles de las dos especies(A21) estaban

constituidas principalmente por glucosa <Tabla 3). Su espectro de infrarrojos fue

similar en las dosespecies,mostrandola bandacaracterísticadé enlacestipo 13(890

cm’).

1.3.AnálisispreliminardelasfraccionesextraídasconNaOH(Fi)

El residuo de la extracción con agua fue extraídoconNaOH1M obteniéndoselas

fracciones polisacarídicasFiS y FIl. En la fracción FiS el monosacáridomás

abundantefuegalactosaseguidodemanosay glucosa <Tabla 3).

Monosacáridos P. Ji.!rft¿racea
A1S Ah A29 A21 FiS Fil F2

,dlosa - 2 - - - - -

ramnosa . 3 - - - - -

arabiriosa - - - - - .. 2

manosa 11 8 12 5 20 19 13
galactosa 10 9 11 4 36 14 11

5 8 55 86 12 13 16
Total: 26 20 78 95 68 46 43

Monosacáridos
P. glauca

A1S AlI A2S A21 Fis Fil F2

2 - - - 2 - -
arabmosa - 1 - - - 1 -

12 5 12 2 17 22 14
galactosa 11 3 9 - 18 17 10

9 7 17 50 11 26 16
Total: 32 16 39 52 48 67 40

Tabla 3. Porcentajesde los monosacáridosobtenidostras hidrólisis de las distintas

E
U
¡

U
3
U
U
3
3
3

fracciones,determinadosmediantecromatografíadegasescomoacetatosdealditol.
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EnP. glaucasedetectóademásunapequeñacantidadderamnosa.Suespectrode

infrarrojos resultó similar al de algunosmananosdescritospor otros autores,con

bandasa 810,880y920cm-1.

El monosacáridopredominantede la fraccióninsolubleenagua(Fil) fueglucosa

y en su espectrode infrarrojos se observóuna bandaa 890 cm-1. La presenciade

manosay galactosaenproporcionespequeñas,asícomootrasbandasenel espectroa

¡ 810y 780cm-’ pusierondemanifiestola posiblecomplejidaddela muestra.

3 1.4.Análisisdela fracciónF2

La hidróhs’s del material insoluble con agua calientey álcali (F2) liberó, en

3 ambasespecies, manosa, galactosa y glucosa (Tabla 3). El rendimiento en azúcares

neutros fue bajo (40-43%), ya que este residuo podría contener también N-acetil-

¡ glucosamina, como indicaban las bandas a 1560 y 1650 cm-’ de su espectro de

infrarrojos. Se eligió la fracción F2 de la especie P.ft¿rfuraceaparatratarde separarlos

E componentesde la muestramediantehidrólisis parcialescon ácido seguido de

extraccionesconNaOH(apartado2.7.deMaterial y Métodos).Los porcentajesde las

3
fracciones, fueron : F21 <insoluble en ácido): 12% de los cuales se obtuvieron dos3 fracciones, F21 b <fracciónextraídacon NaOH): 4%, F21a <residuo de la extracción):

8%.

3 El espectro de infrarrojos <banda de absorcióna 890 cm-’) y el análisis de

monosacáridosde la fracciónF21 b demostraronqueeraun 13-glucano.

3 La fracción F21 a, después de serlavadacon metanoly NaOH 1M, sesometióa

hidrólisis ácidas con HG y con H
2504 (apartado3.9. de Material y Métodos). La

determinacióncolorimétricadeaminoazúcaresenlos hidrolizadosrindió porcentajes

similaresparalas dos hidrólisis ensayadas.% de aminoazúcaresrespectoa F21 a:

HCI: 9,3%,H2504: 9,5%.

Al analizar los hidrolizados por HPLC se identificó el aminoazúcarcomo

glucosamina, enproporcionessimilares(5-11%) alas detectadasmedianteel método

colorimétrico.
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El residuo final, (F21 al) se analizó medianteespectroscopiade infrarrojos

3 (Figura 10). El análisiselementalrindió los siguientesporcentajesdelos elementos

hallados:

59,2%de Carbono,7% deHidrógeno,1,3% deNitrógenoy 32,4% deOxígeno.La

formula empírica deducida deestosresultadosfue:

90 Hin 037 Ni,

U
U

e

.5¡
céE

al

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

Número de onda (cm’)

Figura10. Espectrode infrarrojosdelúltimo residuo(F21 al) del talo dePseudeverniu
furfitracea.

1.5.Purificaciónde lasfraccionessolublesA2Sy FiS

1.5.1.Cromatografía deexclusiónmolecular de las fracciones solubles

LasfraccionesA2S y FIS <200 mg) seresuspendieronenun pequeñovolumende

agua(2 ml) y secentrifugaron,reservandoel sobrenadante.

Al resuspender en agua dichas fracciones, se obtuvo una pequeña cantidad

(menor del 5%) de un residuo insoluble (A2S 1, FiS 1) compuestode glucosa

principalmente<Tabla4).

El materialquepermaneciósolubledespuésde centrifugarse liofilizó (A2S 5 y

FiS 5) y sucomposiciónmonosacarídicaserecogeen la Tabla4. 100mgde cada una
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de estas fraccionesse disolvió en aguay se cargó en una columna con gel de

SepharoseCL 6B <apartado2.5.1. de Material y Métodos)parasu análisismediante

cromatografíadeexdusiónmolecular.

Se recogieronfraccionesde4 ml y, en cadapico detectadomedianteel método

colorimétricodel fenol-sulfúrico,sehicieron lotescompuestospor el contenidode5

tubosconsecutivos,liofilizándolos. Al materialdeestoslotessehizo un espectrode

‘H-RMN observándose diferencias entre ellos. Estosignificabaquehablaunamezcla

depolisacáridosenestasfraccionesqueno sepodíasepararconel geldeSepharose

CL6B.

1.5.2.Tratainiento conreactivo de Feblina.Determinación demonómeros

Como las dos fraccionessolubles<MS y FiS) contenían manosa <Tabla 3), se

decidió tratarlas con solución de Fehling (apartado 2.4. de Material y Métodos), que

precipita preferentementemananosen configuración <1—>6), separándolosasí de

otrospolisacáridosquequedanensolucióntrasel tratamiento.En ambasespeciesse

obtuvounprecipitado.

El sobrenadante(fracciones A2S SC y FIS SC) representóproporciones

semejantesen las dos especies <4-2% del total). Pero los porcentajes de

monosacáridosde las fraccionesA2S SCy FIS SCfuerondiferentes<Tabla4).Las

3 fracciones que precipitaroncon reactivo de Febling, MS PC y FIS PC <1-2%),

mostraron un mayor contenido en manosa y galactosa que la muestraongmaly que

3 el sobrenadanteparticular<Tabla4). El espectrode infrarrojosde éstasfue similar

paralasdosespeciesestudiadas.Seapreciaronbandas a 785,810,880, 915y 980 cm-’

¡ quecorrespondíanen su mayoríaa bandascaracterísticasde a-mananosdescritos

por otros autores(Michelí y Scurfild, 1969). Tambiénseobservóuna bandaa 1420

3 cm-’ (correspondientea las sales de ácidos carboxiicos). Se llevó a cabo la

¡ determinación colorimétrica de los mismos mediante el métododel carbazol.Los

resultadosdelensayodieronporcentajesdeácidoentreel 12%y el 20%.



Monosacáridos
1’. flirfuracea 1’. furfitracea

A2S SC A2SPC A2S5 A2S 1 FiS SC FiS PC FiS 5 FiS 1

arabinosa - - - - - - 1 -

manosa 14 24 14 9 17 36 20 10
galactosa 11 23 12 5 24 34 33 5

36 10 32 73 19 9 20 55
Total: 61 57 58 87 61 78 74 70

Monosacáridos
P. glauca P. glauca

A25 SC A2S PC A2S5 A2S 1 FiSSC FiSPC FiS5 FiS1

xiosa - 1 - 2 3 - - -
ramnosa - - - - 3 -

arabínosa - - - - - 2 - -

manosa 16 26 21 7 22 33 23 12
galactosa 13 21 17 5 24 27 32 8

41 8 24 76 16 7 14 58
Total: 70 57 62 90 72 69 72 77

Tabla 4. Porcentajes de los monosacáridos obtenidos tras hidrólisis de las
distintasfracciones,determinadosmediantecromatografíadegasescomoacetatosde
alditol.

1.5.3.Cromatografíade exclusiónmolecularmediante FPLC en Sevhacrvl 5

-

300yanálisisdelasfraccionesobtenidas

Los polisacáridosseparadosmedianteel tratamientocon solución de Fehling

<sobrenadantes y precipitados) se filtraron por gel de exclusión molecular como se

describe en el apartado 2.5.1. de Material y Métodos,paracomprobarsu pureza.

En la Figura 11 se apreciaque los polisacáridoselulan en un amplio rango

debidoa su naturalezapolidispersa.

El perfil de elución de las fracciones MSSCdeP. glaucay P. furfuracea,mostró

un pico mayoritario de alto peso molecular, que se separó de una pequeña

proporcióndeuncomponentede menortamaño.La fracciónprincipalsemetiló para

determinarlos tipos deenlaces,detectándoselos derivadosprocedentesde residuos

de glucosaunidaen <i-.->3) y (1—4)enproporciones7:3 respectivamente.Tambiénse

detectaron pequeñas cantidades(<10%) de galactosay manosa.El espectrode

infrarrojosrevelóbandascaracterísticasdel isoliquenanoa800,845y 925 cm-1<Figura

12).
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En general, el aislamiento de los polisacáridosmedianteprecipitacióncon

solución de Fehling fue de gran utilidad para la purificación de FISPC<residuostras

la medIación:galactopiranosaterminal, manopiranosaunida en (1—*.6), (1—0,6) y

<1—>2,4,6)), perotiene dos inconvenientesimportantes.Uno es la posibilidadde no

recuperarel polisacáridolibre de cobre, lo que puedeacarrearproblemasen el

análisisde metilacióny el segundoesquela muestrapuedefragmentarseduranteel

tratamiento con HG. Para evitar estos problemas y teniendo en cuentaqueestos

polisacáridosconteníanácidosurónicos,sellevó acabootrotipo depurificaciónque

presumiblementeno alterarla las propiedadesde la muestra,cuyos resultados se

describenacontinuación.

1
1.5.4.Cromatourafíadeintercambioiónico enDEAE-SevliaroseCL 6B

3 La fracción Fis seifitró por gel de intercambioiónico como se describeen el

apartado2.5.2.deMaterialy Métodos,parasepararsuscomponentes.Enla Figura13

semuestranlos perfilesdeeluciónde la cromatografla.

u
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Figura13. Cromatografíadeintercambioiónico encolumnade DEAiE-SepharoseCL
6B de la fracciónFISdeP.furfl¿raceay P. glauca.
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En ambasespeciesse obtuvo unafracción queno se retenía,o fracción neutra

1denominadaFlSn.Partedelmaterialquedóretenidoenla columnay eluyó al aplicar

el gradientedeNaO,recogiéndosetresfracciones:FISg{1), FiSg{2) y FlSg(3).

U

1.5.5.Precioitadóncon2-uronanol

3 Aunque la fracción neutra eluyó en un solo pico, los análisis de ‘-H~RMN

parecíanindicar queconteníaunamezclade productos.Lo mismo ocurríaen las

fraccioneseluidasal aplicar el gradiente.Por ello, se tratarontodas ellas con 2-

propanol (apartado2.4.2. de Material y Métodos) que precipita preferentemente

mananos.En todoslos casos,se separaronproporcionesvariables<Tabla 5) de un

material,queprecipito al añadirun volumende isopropanol,de otro polímeroque

permanecióendisolución.Esinteresantedestacarqueenla fracciónneutradeambas

especiesseobtuvo másmaterialsolublequeprecipitado,ocurriendolo contrarioen

lasfraccionesgradientes.

FIS P.furft¿racea
FRACCIÓN Fracción neutra

F1Sn

Fraccionesgradientes

F1Sg<1) ElSg(2) FlSg(3)

sobrenadantel 10 3 2 1
precipitado 2 4 10 24 31

FiS 1’. glauca

¡ Fracciónneutra Fraccionesgradientes
FRACCIÓN ¡ FlSn F1Sg(1) FlSg<2) FlSg<3)

sobrenadante1 12 7 1 2

precipitado2 2 11 15 15

Tabla5. Porcentajesde lasfracciones,despuésdefiltrar por columnay precipitarcon
propanolrespectoa la fraccióninicial FIS. El porcentajerestantehastallegar a 100
correspondeal residuo(FISl).
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1.6.Metilacióny análisisdelasfraccionesFISny FiSg

Los espectrosde ~ de las fraccionesobtenidastras la precipitacióncon

isopropanolde la fracciónneutraindicaronqueno se hablaconseguidounabuena

separación de la mezelade polisacáridosque lo componían.Los espectrosde’FI-

RMN de las fracciones gradientesque no precipitaroncon isopropanol,que eran

minoritarias,parecíanconteneruna mezclade polisacáridosen P. furfuracea. En el

caso de P. glauca no rindieron carbohidrato.Por tanto se descartóun análisis

posteriorde todasestasfracciones,centrándonosen las fraccionesgradientesque

precipitaronconpropanol.En primer lugar serealizóun carbazolparacomprobarel

porcentaje de grupos ácidos que contenían cada uno de los tres precipitados de las

dosespecies.En generalel porcentajehalladofue alto <variandodel4 al20%)y en los

dos casos,la fracción que eluyó en segundolugar presentómayorproporciónde

ácidosurónicos que la tercera.Por tanto, en algunoscasos,antesde permetilarel

polisacárido,seredujoel grupo—COOHde los residuosde ácidosuránicos(apanado

3.5. de Material y Métodos), ya que sin esta etapa no se detectarían ni el residuo

ácidoni el residuocontiguoa él. Los resultadossedetallanenlasTablas6 y 7.

Tiposde
enlace

flSnSP F1Sg(1)SPF1Sg(1)PPF1Sg(2)SPF1Sg(2)PPI’lSg(3) PP Esq

alp-(1—* trazas 22 37 29 37 40 -

alf-(i—* 8 34 - 24 -
3)-Galf-(1--* 1 - - -

—*5)-Galf-(1--* 28 - - .. .- -

3)-Glcp-(1—-* 50 25 - - - 5 -
14 2 - - -

3,6)-Glcp-(1—* - 2 - - - 1 -

—*3)-GlcpA-(1---* - - - - - 5 -

2,3)-GlcpA-(1--> - - - - - 2 -

—>3,6)-GlcpA-(1--> - - - - - 1

2)-Manp-(1--* - - - 1 - - 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 análisis de metilación y rotura reductora de
la fracciónFISdeP. glauca. En el casode la fracciónFiSg(3)PP. el polisacárido se
redujoconNaBD4antesdela medIación.
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Tiposdeenlace

alp-(1---*

F1Sn SP F1Sn PP FlSg(1) SP F1Sg(1) PP F1Sg(2) PP F1Sg(3) PP

2 25 24 51 42 50
alf-(l--> 26 - 9 -

23 1 - - -

—*5)-Galf-(1—* 20 38 6 - - 3
6 9 25 2 11 6

- 12 1 -

2,3)-Glcp-(1—* 5 - - -

—*3,6)-Clcp-(1--> trazas - 2 - -.

-*2)-GlcpA-(1--* - 1 --

—*3)-GlcpA-(1--> - 11 -
-

—*2,3)-ClcpA-(1---> - - - 2 -

exp-(1—* trazas - 9 -. 2 -
—*6)-Manp-(1—* 1 9 12 26 19 25

—*2,3)-Manp-(1—* - 3 - -.

—*2,6)-Manp-(1--> trazas 5 8 3 9 -
—*2,4,6)-Manp-(1—> - 11 1 18 12 16

->2)-Ramnp-(i--* 4 -

—*3)-Ramnp-}1--* 1 -
2,3)-Ramnp-(i—* 7 -

ilp-(l—> 4 - - - - -

Tabla7. Tipos deenlacededucidosde los análisisdemetilacióny rotura reductorade
la fracción FiS dePseudeverniafurfuracea.En el caso de las fracción ácida del 2~
pico, el polisacáridoFiSg(2)PPseredujoconNaBD4antesde la metilación.

Los tipos deenlacede los polisacáridosdelas tresfraccionesresultaronsimilares

entresi e idénticosa los queseencontrabanal aislarel polisacáridoprecipitandocon

solución de Fehling (FiS PC).

1.7.Hidrólisis parcial de FiSg(3) PP. Obtencióny análisis del esqueletode

manosa.

Se eligió la fracciónFiSg(3)PP paraprofundizarmásen la estructurade estos

polisacáridos,realizandouna hidrólisis parcial con TEA 0,1 M (apanado3.6. de

Materialy Métodos).Con estetratamientoseconsiguióobtenerel “core” o esqueleto

<Esq.) del polisacáridooriginal, queresultó ser un <1—>6) mananolineal igual en las

dosespeciesestudiadas(Tabla7). El espectrode infrarrojosdeesteesqueletomostró

bandasa807-810,875, 915-925y975cm-’.
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1.8.Acetolisisdela fracciónFiSg(3)PP

La fracción F1Sg(3) PP de P.furfuraceafue sometida a hidrólisis parcial mediante

acetolisis(apartado3.7. de Material y Métodos). Al hidrolizar selectivamentelos

enlaces<1—.*.6) componentesdel núcleo del polisacárido, obtuvimos una mezcla de

oligosacáridos, que conteníanlas cadenaslaterales del polisacáridooriginal. El

tamaño molecular de estos fragmentos se analizó mediante espectrometría de masas

de MALDI-TOF <Figura 14). Sedetectaronfragmentoscon las masascaracterísticas

3 del ion [M+Na]+de mono-,di-, tri-, tetra- y pentasacáridosdehexosasneutras,así

como otros de m/z 703 y 865, característicosrespectivamentedé un tetrasacáridoy

3 un pentasacáridocon un residuo de ácido hexurónico y los restantesresiduos

neutros.

3 Enestecasonosedetectaronoligosacáridosdealto Pm.

3
3
U
¡

m/z

Figura 14. Espectro de MALDI-TOF de los oligosacáridosobtenidospor hidrólisis
selectivade los enlaces <1—>6) del polisacárido F1Sg(3) PP de P. furfuracea. Los
números en la figura señalan las masas correspondientes al ion [M+Na]~de varios3 oligosacáridos.

3 1.9.Espectroscopiade resonanciamagnéticanuclear

Se registróel espectrode IH..RMN delas fraccionespurificadasen los apartados

U anteriores.
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En la Figura 15, se representael espectrodel glucano soluble en agua fría

purificado de la especieP. furfuracea. El glucano solubleextraído de P. glauca es

similary porello no seincluye.

B
A

6.4 5.2 5.5 4.S 4.6 4.4 4.2 4.6 3.6 3.6 PP.

Figura 15. Espectrode H’-RMN de la fracción A2S SC de las especiesP.
P. glauca.Lasletrascorrespondenalos residuosrelacionadosenla Tabla.

furfuraceay

En la Figura 16 se representan los espectros de IH-RMN, de dos fracciones

insolubles en agua fría pero que tras el tratamiento con sosa y diálisis se

solubilizaron. Una vez liofilizadas resultaron de nuevo insolubles. En el caso de P.

glauca lasseñalesindicanla existenciadeglucosa<1—>3) y (1—4) en configuracióna.

enel casodecaliente1’. furfuracea seobservanmezclasdeseñalesay 13

2. glauca

Figura 16. Espectrosde las fracciones insolublesextraídascon agua caliente P.

furfuraceay P. glauca:A21 b.

Los espectrosde los galactomananosde lasdos especiessemuestraen la Figura
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B.P. glauca

C.1’. furfuracea
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5.6 5.4 5.2 5.9 4.8 4.6 4.4 4.2 4.9 3.8 3.6 3.4 Pp.

Figura17. EspectrosdeIHRMN de las fracciones(A) FiSg(1)PPy (B) FiSg{3) PP de
la especie P. glauca.Espectro de la fracción (Q FiSg(3) PPde la especie P.furfuracea.

La similitud entre los espectros es grande, pero en parte es debido a que algunas

de lasseñalesdelos carbonosanoméricossejuntanenunsolopico. Seobservaqueel

espectromássencilloesel primero, (A) FiSg(1)PPdeP. glauca,mientrasqueen los

demásaparecenmásseñales.

Al tener a. glucurónico, el polisacárido se redujo convirtiendoéstosen glucosa

deuterada.El espectrodeestepolisacárido se representa en la Figura 18.
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U
3
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3

0.0 5.5 5.0 4.0 4.0 3.5

Figura 18. Espectrode ‘HRMN de la fracción reducidaFiSg(3) PP de la especieP.
furfuracea.

¡
1.10.Oxidación con peryodato y degradaciónde Smith de las fracciones

• insolublesenagua

Como se observaen la Figura 16, las fraccionesA21 consumieronmenor

E cantidadde peryodatoque las fraccionesFil. Esto puedeindicar quela fracciones

MI contienenunamayorproporcióndeenlaces(1-3),ya queestetipo deenlaceno se

U oxidamedianteel tratamientoconperyodato.

Los monosacáridosdetectadostrasla degradacióndeSmithde los polisacáridos

oxidados(Tabla6) indicaronqueambasfraccionespresentaban

3 estructurasdiferentes.

consumo de peryodato

I 1.43 ______________
U

u, 0.4 -
0.00.2- 2 3 4

Días de incubación

P.furfuracea A21 —.—.—P.furfuraceaFil

______ 1’. glauca A 21 —.—. —1’. glauca Fil

Figura19. Consumodeperyodatoporlasdistintasfracciones.

U
u

y
t —.
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Monosacárido
P.fthrffiracea 2. glauca

A21 Fil Ml Fil

glicerol 3 10 2 13

eritritol 19 4 28 4

treitol 1 1

manosa 3 7 8

glucosa 31 19 27 18

Total: 57 41 57 43

Tabla8. Monosacáridos,detectadospor CCL comoacetatosde alditol, liberadostras
la degradacióndeSmithde las fraccionesA21 y Fil oxidadas.

1.11.Purificacióny análisisde lasfraccionesinsolublesenagua(A21 y Fil>

Resuspendiendo la fracción en sosa y volviendo a dializar (como sedescribeenel

apartado2.6 deMaterialy Métodos)sesepararonvariasfracciones:

un residuo insoluble en álcali (A21 a, FIL a)

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

soluble(A21 b Fil b)

> y por último, otraqueprecipitóendichadiálisis<A21 c, FIL c).

Los porcentajesde estas se muestran en la Tabla 9. Se analizaron por

espectroscopiadeinfrarrojos<Figuras17 A y B) y metilación(Tabla10).

ESPECIE A21 b AZI ci Fil a Fil b Fil! c
P.ft¿rfl¿racea 24 55 69 12 4 ¡

2. glauca 74 10 66 21 3

Tabla9. Porcentajesdefraccionesrespectoa lasinicialesA21 y Fil.

En la fracción A21, aunquese resuspendióbien en sosa sin dejarresiduo,los

porcentajesde las fraccionesy los porcentajesde los tipos de enlaceobtenidospor

metilaciónfuerondistintosparacadaespecie:

En P. furfuracea el polisacáridoA21 c fue mayoritario y los análisis de

metilación fueron muy similar a A21 b, aunque este último tenía

contaminaciónconunmanano<Figura20 A, Tabla9). Los espectrosde masas

e infrarrojosde A21 c revelaronquesetratabade un 13 glucanoconuniones

U
U
3
U
¡
E
3

3
3
U
U
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(1—>3) y (1—*4) en proporciones1:1,7 que correspondea lo descrito parael

liquenano,exceptoen unapequeñabandaa 840-860cm-1.

• EnP. glaucala fracciónA21 b fuemayoritariay aunquenoprecipitóal dializar

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

comportamientooriginal. Las proporcionesde los enlaces (1—*3) y (1—*.4)

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

9). La fracción A21 c se mostró algo diferente, siendo su espectro de

infrarrojos similar al de los 13 glucanos y como en el caso anterior, también se

observóunabandaa 840-860cm-’. Las razonesdeenlacesdeglucosa<1—>3) y

(1—>4)fuerondiferentesa lasdePseudevernia<2:1).

Tipodeenlace A2Ib A2Ic Fila FiIb FlIc

Galp-(1.—* trazas - 20 8
-+3)-GIcp-(1--* 42 36 55 34 37

—*4)-Glcp-(1--> 51 64 5 56 63

—>3,6)-Glcp-(1--> - - 3 -

-*6)-Manp-(1--> trazas - 17 2

Platismatiaglauca

Tipodeenlace A21 b A21 c Fila FlIb FlIc

Galp-(1--> - 5 18 -

—*3)-Glcp-(1--> 26 62 28 46 55

—>4)-Glcp-(1--* 74 32 3 51 30

—*3,6)-Glcp-(1---* - - - 1 6

Hexp-(1—> - - - 2 6

—*6>-Manp-(1---> - 1 37 - 1

—*2,4,6)-Manp-(1—> - - 14 -

Tabla9. Porcentajesde
las fraccionesinsolubles.

El comportamientode la fracción Fil fue semejanteen las dos especies.Gran

proporción de dicha fracción no se suspendióen álcali (FIL a) y probablemente

conteníaunamezcladepolisacáridos.La partequesi lo hizo, al dializarfrentea agua

Pseudeverniafurfuracea

los tiposde enlacededucidostras el análisisdemetilaciónde

3
u
u
3

¡
3
3
u
E
3
¡
3
u
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Los espectrosde infrarrojosde las fraccionesA1S revelaronla presenciade

proteínay/o aminoazúcares(bandasa 1560 y 1650 cm-’). La determinación

colorimétricadeproteínas<Bradford,1959) dio diferentesporcentajes,segúnlas

U especies:L. pustulata14%, L. hispanica:13%, II. crustulosa:20%, U. polyphylla:7%.

Los espectrosde infrarrojosde las fraccionesA2S mostraronbandasa 810,

U 915, 1170y 1730cm4.

3 Lasfraccionessolubles,A1Sy MS, contentanmanosa,galactosay glucosa.

Los espectrosde IR de las fraccionesAl!, en las 4 especiesestudiadas,

mostraronbandasespecíficasde lípidos <1740, 2850 y 2920 cm4). Asimismo,

estas fracciones contentanmenor cantidad de azúcares neutros, siendo

destacableel casode L. pustulata,quedebeestarcompuestabásicamentepor

lípidos. En las otras especiesde estafamilia, el componenteglucídico de la

fracciónesun glucano.

Los espectrosde las fraccionesA21 mostraronbandasa 915 y 1170 cm-’

característicasde 13-(1—>6) glucanos.Además,la existenciadeunabandaa1730

cm’ indicaba la presenciade enlaceséster en el polisacárido,que pueden

proceder de gruposcarboxílicos<por ~emplo de ácidosurónicos) o de otros

sustituyentes,como acetato.Tras la hidrólisis de estasfraccionesse detectó

mayoritariamenteglucosa<81-99%).

2.3. Análisispreliminarde lasfraccionesextraídasconNaOH(FI)

La fracciónextraídaconálcali y solubleenagua(FIS), presentabacoloración

oscuradebidoa la presenciade pigmentosen todaslas especiesestudiadas.En

los espectrosde IR, mostróbandascaracterísticasde galactomananosa 810,880

y 915 cm-1. El pigmentono modfficó el espectrotípico de un polisacárido,no

3 observándose,en el intervalo medido, bandasadicionalesa las citadas. El

análisiscromatográficodelos productosdehidrólisisdeestematerialdemostró

que estabacompuestoprincipalmentepor manosa,galactosay glucosa,en

orden decrecientede abundancia<Tablas 10 y 11). En U. polyphylla y U.

crustulosasedetectaronademáspequeñascantidadesderamnosay xilosa.
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Monosacárido L. pustulata
A1S AlI A25 A21 FiS Fil

arabinosa 4 - - - - -
manosa 2 1 7 3 52 13
galactosa 2 - 5 2 18 6
glucosa 9 1 80 86 6 59

Total: 16 2 91 90 76 78

Monosacárído L. hispanica
A1S AlI A2S A21 FiS Fil

ramnosa 3 - - - - -
arabinosa - 1 - - - -

manosa 15 3 11 3 51 15
galactosa Ii 2 4 1 19 8
glucosa 38 49 75 89 6 42
Total: 66 54 91 93 75 64

Tabla 10. Porcentajesde los monosacáridosobtenidostras hidrólisis de varias
fracciones de especiesde Lasallia, determinadosmediantecromatografíade
gasescomoacetatosdealditol.

Monosacárido Li. palyphylla
A1S Ah A2S A21 FiS Fil

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

Monosacáirido Li. crustulasa
A1S AlI A2S A21 FiS Fil

xiosa - - - - 1 -

ramnosa 3 1 1 - 2 -
arabinosa - - 1 1 - 1

manosa 15 8 13 3 49 10
galactosa 9 3 7 - 22 6
glucosa 20 41 38 96 6 52

Total: 47 53 61 100 80 68

Tabla 11. Porcentajesde los monosacáridosobtenidostras hidrólisis de varias
fraccionesdeespeciesde Umbilicada,determinadosmediantecromatografiade
gasescomoacetatosdealditol.
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En el espectrode IR de las fraccionesFil seobservaronbandasa 810, 865,

900, 1120 y 1370 cm>’ y susprincipalescomponentesresultaronser glucosa(59-

46%),manosa<15-10%)y galactosa(6-12%)<Tablas10 y 11).

2.4. Análisisde la fracciónF2

Las fraccionesF2, que fueron el residuo que quedótras las extracciones

acuosasy alcalinas,mostróen el espectrodeIR las bandasa 1550 y 1650 cm-1

característicasde los grupos CO-NH presentesen las proteínasy en los

aminoazúcares,ademásde otrasbandasa 890, 1120y 1370cmt’ atribuiblesa la

3 presenciade I1-<1-->3) glucanos.

EnL. bispanica,U. polyphyllay U. crustulosa,el contemdoenazúcaresneutros

¡ de estafracciónfuemuy bajo <menordel 23%), mientrasqueen L. pustulatala

hidrólisisdio m~oresrendimientos:11% demanosa,6% de galactosay 51% de

¡ glucosa.

Al ser esteresiduodifícilmentehidrolizabley hallarsemuy pigmentadose

hidrolizó la fracción F2 con ácido y posteriormenteel residuo insoluble se

extrajo conNaOH(apartado2.7. deMaterial y Métodos).Los porcentajesdelas

fracciones,respectoa lacantidadinicial de talo seco,fueronlos siguientes:

U. cruatulosa U. polyphylla L. pustulata L. bispanica

11 3 5 , 4

F2Ib 2 1 2 2

F2Ia 5 2 2 2

Tabla 12. Porcentajes de las distintas fracciones delresiduorespectoa g de talo
seco.

U
¡
U
3

E
U
U
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2.5. PurificacióndelasfraccionessolublesA1S,A2S y FiS.

2.5.1. Cromatografía de exclusión molecular de las fracciones

solubles

LasfraccionesA1S, A2S y FiS se resuspendieronen un pequeñovolumen

deagua(2 ml) y secentrifugaron~reservandoel sobrenadante.

Al resuspenderen agualasfraccionesA15 delascuatroespecies,seobtuvo

una pequeñacantidad <menor del 5%) de un residuo insoluble <A1S 1)

compuestode glucosaprincipalmente.

También se observóun comportamientocaracterísticoy similar en las 4

especiesal resuspenderen aguala fracciónA2S. El residuoA2S 1, constituyó

algo másdela tercerapartede la fracciónoriginal y en el casode L. hispanica

¡ representóla mitad. El componenteprincipal fue glucosa<Táblas13 y 14). El

espectro IR de las fracciones A25 1 mostró bandas a 915 y 1170 cm-1¡ característicasde p-<1-+6) glucanos.Además,la existenciade unabandaa 1730

cm-’ indicabala presenciadegruposacetiloenel polisacárido.

1Cuando se resuspendióen agua la fracción FiS se obtuvo un residuo

minoritario, FiS 1 <3-11%de la fracción original) en cuya composiciónU
monosacaridica,la glucosaerael monómeromásabundante(Tablas13y 14)3 El materialquepermaneciósolubledespuésdecentrifugarlastresfracciones

(A1S,A2S y FiS) secargóenunacolumnaconun geldeSepharoseCL 6B para

suanálisismediantecromatografíadeexclusiónmolecular.

Se recogieronfraccionesde 4 ml y, en cadapico detectadomedianteel

métodocolorimétrico del fenol-sulfúrico,se hicieron lotes compuestospor el

contenidode 5 tubosconsecutivos,liofilizándolos. El materialde cadauno de

estoslotesseestudiópor IHI(MN comprobándosequeel espectrono eraigual

endiferenteslotesdeun mismopico cromatográfico.Estosignificabaquehabla

unamezcladepolisacáridosen estasfraccionesqueno sepodíasepararcon el

geldeSepharoseCL 6B.
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2.5.2. Tratamiento con reactivo de Fehlixrn. Determinación de

monosacáridosneutros

.

Comolas tresfraccionessolublesconteníanmuchamanosa(Fablas10 y 11),

se decidió tratarlascon solución de Fehling, que precipita preferentemente

mananoscon uniones (1—>6), separándolosasí de otros polisacáridosque

quedanensolucióntrasel tratamiento.

Enel casodeA1S, la mayorpartedelmaterialquedóensolución(A1S SC)y

al analizarla composiciónmonosacarídicadeestematerialqueno precipitó se

observóquesehabíaenriquecidoenmanosay galactosay queademáscontenía

pequeñascantidadesdeotros componentes,entrelos quepodemosdestacarla

ramnosa(8% en L. pustulatay 11% en L. bispanica) (Tablas~13 y 14). En el

espectrode infrarrojos de estafracción en todaslas especies,se observaron

bandasa 810y 870 cm-1característicasde13-galactofuranosa.

El materialprecipitadocon la soluciónde cobre(A1S PC, 1% del total en

todasexceptoen U. crustulosaqueresultóel 4% del total) estabacompuestopor

glucosa(49-53%) y manosa(13-20%)y en su espectrode IR se observaron

bandasa 820,915 y 1170cm-’ quepodíanindicar la presenciadeun 13-glucano.

La existenciade manosay galactosaen estafracciónpodríaser un indicio de

que medianteel tratamiento con licor de Fehling precipitabanjuntos un

manano(1—>6) y un~3-(1--*6)-glucano.

Al tratar la fracciónA2S con soluciónde Fehling, el materialsobrenadante

(A2S SC) fue menor que el precitpitado (menor del 1% del total) y en su

espectrode IR tambiénsedetectaronbandasa 820y 915 cm-’, al igual queen

A1S PC. En casi todaslas fraccionesA2S SC de especiesde esta familia, el

contenidoenglucosafuesuperioral demanosa,exceptoenU. crustulosa(Tablas

13 y 14).

El materialprecipitadoconreactivodecobre(A2S PCaproximadamenteun

1%) resultóser,enproporcióny composición,semejanteaA2S 1 y A21 (Tablas

13 y 14). Se podríadecirqueno se trata de dos fraccionesdiferentes,sino del

mismomaterialquesepuedepurificar a partir dela fracciónoriginal A2S por

cualquierade los dos procedimientos.El espectrode IR de las fraccionesA2S
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PCfuemuy similar al dela fracciónA2S 1, previamentedescrito,conbandasa

915 y 1170 cm-’ característicasde 13-(1--*6) glucanosy la bandaa 1730 cm-’ que

podía indicar la presenciade grupos acetilo. Por cromatografíade gases

(apartado3.10. de Material y Métodos),se detectéun 15% de acetatoen esta

fracción. En la Figura 23 se puede observarel espectrode infrarrojos del

polisacáridoantesy despuésdedesacetilar.

La fracción FIS estabacompuestaprincipalmentepor manosay galactosa

(Fablas10 y 11). Al realizarel tratamientocon licor de Fehlingsólo se obtuvo

precipitadoenel casode L. pustulata,mostrandoel precipitado(FiS PC)mayor

porcentajede manosaqueel materialqueno precipitécon el tratamiento(RS

SC) (Tablas13 y 14). En el espectrode IR, la fracciónRS PC sediferencióde

FiS SCpor la presenciadeunabandaa 880 cm-1en lugardea 860cm-’.

Monosacárido L. pustulata
A1SSC A1SPC A2SSC A2SPC A251 F1SSC F1SPC F1SI

xiosa 5 - - - -
ramnosa 8 2 - - -
arabinosa 3 3 - - -
manosa 24 13 28 7 6 50 70 lO
galactosa 25 7 13 1 2 24 11 5
glucosa 5 53 59 89 61 5 6 25
Total: 69 78 99 97 69 79 87 40

Monosacárido L._hispanica
A1SSC A1SPC A2SSC A2Sl’C A251 F1SSC F1SPC FiSI

xilosa 4 - 1 - - - - -
ramnosa 11 2 2 - - - - -
arabiriosa 4 3 2 - 2 - - -
manosa 30 20 24 11 9 51 - -
galactosa 33 8 9 4 19 - -
glucosa 6 49 38 75 86 6 - -
Total: 88 81 71 91 96 75 - -

Tabla 12. Porcentajesde los monosacáridosobtenidostrashidrólisis de varias
fracciones de especiesde Lasallia, determinadosmediantecromatografíade
gasescomoacetatosdealditol.
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Monosacérido U. polyphylla
AISSC A1SPC A2SSC A2SPC A2SI FISSC F1SPC F1SI

xiosa 4 - 3 - - 5 - 2
ramnosa 9 6 4 - - 9 - 3
arabmosa 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

Monosacándo U~ crustulosa
A1SSC A1SPC A2SSC A2SFC A2ST F1SSC F1SPC F1SI

xiosa 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 66 70 96 80 - 65

Tabla13. Porcentajesde los monosacáridosobtenidostras hidrólisis de varias
fraccionesde especiesde Umbilicairia, determinadosmediantecromatografíade
gasescomoacetatosdealditol.

Las fraccionesRS SCy FiS PCfueronresuspendidasen aguay filtradasa

travésde una columnacon SepharoseCL 6B. Las muestraseluyeronen un

único pico, pero el análisispor ‘H-RMN de distintasfraccionesdentrode ese

pico puso de manifiestoque su composiciénera heterogénea,indicando la

presenciademásde un polisacárido.Lasfraccioneseluidasde la columnatras

la filtración de ambasmuestrassiguieronpresentandopigmentaciónmarrón

oscura.Por tanto, estemétodode purificacióndemostréno ser de utilidad en

estecaso, ya que no logré separarni la mezclade polisacáridosde dichas

fraccionesni el pigmentoquecontenían.
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2.5.4. Precipitacióncon2-oronanol

Paracomprobarsi las fraccionesFlSn y FlSg estabancompuestaspor un

solo polisacáridoo por una mezcla, se trataron ambas con isopropanol

(apartado2.4.2. de Material y Métodos). En todos los casos se separéun

material que precipitaba al añadir el 2-propanol de otro producto que

permanecíasoluble.Enla Tabla15 semuestranlos porcentajesquerepresentan

cadaunadeestasfraccionesrespectoal pesosecode la fracciénFIS.

L. pustulata

F1Sn F1Sg
sobrenadante 21

precipitado 15

crustuh5a

FlSu RSg
sobrenadante 46 15

precipitado 101

L. hiapanica

FlSn RSg

sobrenadante 9 27
15 21precipitado

U. polyphylla

FiSn RSg
sobrenadante 44 18
precipitado 11 3

Tabla 13. Porcentajes(con respectoa la fracción inicial FIS) del material
obtenidotras tratarcon 2-propanollas fraccionesFiSn y FISg. El porcentaje
restantehastallegara 100correspondeal residuoFISi.

u
u
u
u
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u
2.6. Metilación y análisis de las fracciones purificadas medianteu tratamientoconisopropanol.

Los tiposdeenlacedeestasfraccionessedeterminaronmedianteanálisisde

¡ metilacióny de rotura reductora(Fablas16 y 17). Se pudo observarquelas

fraccionesqueno precipitabancon isopropanol(FlSn SPy FlSgSP)separecíanu mucho entresí. Todos ellos eran manogalactanos,caracterizadospor su alto

¡ gradode ramificación,con unaelevadaproporciónde residuosterminalesde

galactofuranosa(30-54%) y menor cantidad de residuos terminales de

manopiiranosa(6-20%).

Los polisacáridosprecipitadoscon isopropanol(FlSnPPy FlSg PP)eran

tambiénmuy semejantesentrestTodoserangalactomananosmuy ramificados.

En ellossedetectémayorcantidadde manopiranosaterminal (34-45%)quede

galactopiranosaterminal(10-26%).

2.7. Obtencióny análisisdelesqueletodelasfraccionesF1Sn

En vistadela similitud entrelas fraccionesFiSny FISg, seeligió unasola

de ellas,F1Sn,pararealizarotros análisisencaminadosa intentaresclarecersu

estructura.Al serpolímerosmuy ramificados,los resultadosde la metilaciény

la rotura reductorade los polisacáridosFlSn arrojabanun mal balanceentre

residuosterminalesy puntos de ranjificacién (su proporción, teóricamente,

debería ser 1:1), probablementedebido a deficiencias en la hidrólisis.

Aprovechandoque los residuos de galactofuranosaterminal eran muy

abundantesen algunoscasos,se planteérealizaruna hidrólisis parcial que

dejaraal polisacáridosin una parte de las ramificaciones(apartado3.3. de

Material y Métodos), obteniéndoseel “core” o esqueletodel polisacárido

original. Los tiposdeenlacededichosesqueletossedetallanen la Tabla18. Los

esqueletosde lasfraccionesFlSnSPdelascuatroespeciesestabancompuestos

por los mismostipos de residuosde manosa,pero en diferentesproporciones,

siendomuy similaresentresilos de lasdosespeciesdeLasallia.
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Tiposdeenlace

Galp-~—+
Galf-(1 —*
->3-Galf-(1->
—>5-Gal -(1—> trazas 11 11 -
—>3-Galp-(l--> - 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 - - -
1 - - -

—*4)-Xilp-(1--* - trazas

Tiposde enlace L. bispanica
RSnSP FISnPP F1SgSP FIS9PP

Galf-(1—> 49 22 30 20
->5-GaIf-(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 enlacesde las fraccionesFISn y F1Sg, determinados
medianteCGL-EM tras los análisis de metilacién y rotura reductora. Los
porcentajesfueroncalculadosatendiendoal áreade los picos.
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Tiposdeenlace U. volvphylla
F1SnSP F1SnPP FISgSP F1SgPP

Galf-(1--* 47 18 54 22
—>3-Galf-(i—> 3 2 trazas
—>5-Gal-(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 -

- -

Tipos deenlace U. crustulosa
FiSnSP RSnPP F1SgSP F1SgPP

Galf-(1--> 30 10 32 12
—>3-Galf-(1-> 3 - -
—>5-Gal -(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-(i—> 1 - - -
—>2,3)Ramnp-(1.--> 1 - -

Xilp-(1--> 2

Tabla17. Tiposdeenlacede las fraccionesFlSny F1Sg,determinadosmediante
CGL-EM tras los análisis de mediacióny rotura reductora.Los porcentajes
fueroncalculadosatendiendoal áreade los picos.
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Tipos deenlace EsqueletodeRSnSP

Manp-(1—>

L. ~stu1ata L.EsqueletodeRSnSP ~ crustulosa

hispanica U._polyphylla

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

Tipos deenlace EsqueletodeFlSnPPL. pustulata EsqueletodeFlSnPP ~

L. hispanica U. polyphylla

Manp-(1—> 27 22 23 23
10 11 10 7

—>6)-Manp-(1—> 37 44 40 49
—>2,6)-Manp-(1—> 25 22 26 21

Tabla18. Tiposdeenlacede los esqueletosde la fracciónF1Sn.

2.8. Acetolisisdela fracciónFlSnSPdeL. pustulata

La fracciónFISn SP fue sometidaa acetolisis(apartado3.6. de Material y

Métodos) con el fin de hidrolizar selectivamentelos enlaces (1—>6) del

polisacárido,paraobtener,entreotros oligosacáridos,lascadenaslateralesque

lo constituyen.Despuésde la acetolisis, se separaronmediantediálisis los

oligosacáridosde Pm<3500 Da de otros de Pm>3500 Da. En la Figura 25

representamosel espectrodeMALDI-TOF de los componentesde bajoPm.

500 mlz. 1000 1500

Figura 25. Oligosacáridosobtenidospor hidrólisis selectiva (acetolisis) del
polisacáridoFISn SPdeL. pustulata.
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No sedetectaroncomponentesde pesomolecularmayor de 1500 Da en el

material que quedé fuera de la bolsa de diálisis. Las masasde los picos

detectadosmedianteMALDI-TOF correspondierona oligómerosde hexosas

neutrasquevandesdeel monosacárido(w4) hastael nonasacárido(n9). La

metilaciónde la fraccióndepesomolecularmayorde3500Da, retenidadentro

de la membranade diálisis, estabacompuestade (1—>2)-manosay algo de

(1—>2,6)-manosaindicandoqueno todoel polisacáridopudo serhidrolizadoen

el tiempodeacetolisis.

2.9. EspectroscopiadeIH..RMN

El I1-(1--*6) glucanoaisladoresultéser semejanteen lascuatroespeciesde

estafamilia. Enla Figura26semuestrasuespectrocaracterístico.

Figura26. Espectrode IH4<MN del
cuatroespeciesestudiadas.

glucano insoluble (fracción A21) de las

u
u
u
u
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Figura27. Espectrosde ‘H-RMN de la fracciónF¶SnPPde las cuatroespecies
estudiadas.

U. crustulosti

U. polyphylla

L. bispanica

L. pustulata

5.6 54 5.3 S.S 4.6 4.8 4.4 4.3 LS S.S 3-6 3.4 PPS
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u
u
u
u
u

Figura 28. Espectrosde ‘H-RMN de los esqueletosobtenidospor hidrólisis
parcialde la fracciónRSnSPdelascuatroespeciesestudiadas.

2.10. Oxidacióncon peryodatoy degradaciónde Smith de las fracciones

A21 y FIL

A los cuatro días de incubaciónse estabilizóel consumode peryodato

indicando que las fracciones A21 y Fil estabantotalmente oxidadas. El

consumofue menoren la oxidaciónde las fraccionesFIl, lo que sugiereque

5.6 5.4 5.2 5.9 4.6 4.6 4.4 4.1 4.9 3.8 3.6 3.4 psi.
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debecontenermayorproporciónde enlaces(1—> 3), resistentesa la oxidación

conperyodato.

El resultadode la degradaciónde Smithen las fraccionesFil de todaslas

especiesse obtuvo principalmente glucosa junto con glicerol, manosay

arabinosa.La fracciónA21 fue degradadapor el peryodatocasicompletamente

3 y serecuperéunacantidadmuy pequeñade polisacáridooxidado,compuesto

principalmentepor glicerol y glucosaen proporción 1:5. Esto indicadaquela

3 fracción está formada por enlaces(1—> 6) pero que contiene una pequeña

proporcióndeglucosa(1—> 3).

E
2.11. Purificacióny análisisde lasfraccionesinsolublesA21 y Fil

3 El espectrode IR de las fraccionesA21 mostróbandasa 915 y 1170 cm-’

característicasde 13-(1-->6) glucanos.Estasbandasse detectarontambiénen el

U espectrode IR de las fraccionesA25 Iy A2S PC. Además,la existenciade una

bandaa 1730 cm-’ indicaba la presenciade grupos ácidos o acetilo en el

polisacárido. Probablementeestas tres fracciones correspondanal mismo

3 polisacárido.

Mediante análisis de mediaciónse constatéque la fracción A21 estaba

3 constituida mayoritariamentepor glucosacon uniones (1—>6). También se

detectéotrotipo deenlacedeglucosa,(1—*3) enproporcionespequeñas(<5%) y

¡ paracomprobarsi éstos formabanpartedel glucano o de otro polisacárido

minoritario, se intentó purificar el glucano mediantetratamiento con sosa

U (apartado2.6. de Materialy Métodos),obteniéndosedos productosA21 b y A21

c, unode los cualesrepresentabatansoloentreun2% y un4% (Fabla18).

El espectrodeIR de la fracciónsoluble(A21 1», conbandasa810 y 915 cm-1,

fue distinto al de la insoluble (A21 c). En el análisisde metilacióndeA21 b se

detectarondos tipos deenlace(1—>6) y (1—>3). Debidoa la pequeñaproporción

querepresentaba,respectoal total, sedescartésuanálisisposterior.
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A21 1» A21 c Fil a Fil b Fil c
L, pustulata 2 83 12 8 68
Lhispanica
U. polyphijlla

4 78 8 10 66
4 83 12 13 64

U. crustulosa 4 76 - 17 73

Tabla 18: Porcentajesde las fraccionesobtenidasrespecto a las fracciones
iniciales(A21 y Fil), despuésdeltratamientoconNaOH.

Enel espectrode IR de la fracciónA21 c (Figura29 A) seapreciéunabanda

a 915 cm-’, característicadeglucanos,y otra a 890 cm-’, típica de anómerosen

configuración 13. El único componentedetectadotras la metilación del

polisacáridofue la 1,5,6-triacetil-2,3,4-tetrametil-glucosa,lo queindicabaqueel

polisacáridoeraunglucanoconenlacestipo II (1—>6). Los análisisdemediación

y resonanciamagnéticanuclear(Figura 26) no mostrarondiferenciasen esta

fracción en las cuatro especiesestudiadas.Los grupos acetilo, que estaban

presentesen la fracción inicial A21, no se detectaronpuestoque quedarían

elinúnadosconel tratamientoconNaOH.

La fracciónFil de lascuatroespeciesestabaconstituidaprincipalmentepor

(1—÷3)-glucosay (1—*6)-glucosaperotambiénsedetectaronotros tiposdeenlace

enproporcionesvariables(5-20%). El tratamientocon NaOHpermitió separar3

fracciones,unadelos cualeseramayoritaria(Fabla18).

La fracciónFil a estabamuypigmentaday el rendimientoencarbohidratos

fue bajo.El espectrodeIR deHl b mostróbandasa 810,865 y 900 cm-’ (Figura

24 B). Los tipos deenlacemayoritarios,reveladospor el análisisde mediación,

fueron manosa terminal, galactofuranosa terminal, glucosa (1—>3),

galactofuranosa(1—*5) manosa(1—4) y (1—>2,6), confirmandola complejidadde

la muestra.Fil c fue la fracciónmayoritaria,constituidapor 13 (1—>6)-glucosa

(18-25%)y 13 (1—>3)-glucosa(30-54%)exceptoen U. crustulosaen la que sólo se

obtuvo 13 (1—>3)-glucosa.Esto nos hizo pensaren la posibilidadde queen la

fracciónFil c existieraunamezclade dos polisacáridos:un ¡3 (1—>3)-glucanoy

un [3(1—*6)-glucano.Se eligió la fracciónFiL c de L. pustulataparacomprobar

estahipótesis,tratandoel materialcon aguaa lOmC. Estos dos polisacáridos

3
u
¡
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fracciónA1S en las tresespecies(Fabla 19), fue bastantebajo. En la valoración

deproteínasdeestasfraccionesseobtuvieronvaloresdelSal20%.

El espectrodeA2Smostróbandasa 845y 900 cm-’ confirmandola existencia

deenlacestipo a y ¡3 en la muestra.Aunqueel monosacáridomayoritariofue

glucosa,tambiénseobtuvo manosay galactosa(Fabla18). Su bajo rendimientou
fue probablementedebidoa unamala hidrólisis. Mediantela determinaciónde3 los tipos de enlacepor análisisde mediación,A25 resultéser una mezclade

glucosa(1—>3) y manosa(1—>6). Debidoa supequeñaproporciónen el talo no

seintentóunapurificaciónposterior.

Respectoa las fraccionesinsolubles,por espectroscopiade infrarrojos se

3 comprobóque AlT tenía principalmentecomposiciónlipidica y se hidrataba

con gran rapidez,por tanto no se analizósu composiciónen azúcaresni seu estimé su porcentaje. El espectrode la fracción A21, aun no siendo muy

característicodepolisacárido,mostróbandasa 850y 930cm-’propiasdeenlacesu a. El monosacáridoprincipalresultéserglucosa.

3.3.Análisispreliminarde lasfraccionesextraídasconNaOH(Fi)

3 El análisisde las fraccionessolublessecentréen la fracciónFiS, similar

en composicióny espectrosa la Pl iS. Seprobéunahidrólisismásfuertecon

TEA SM 5 horasa 1000Cya quelos rendimientosconácido sulfúrico fueron

algo bajos, mejorando ligeramente los resultados. Los monosacáridos

3 constituyentesfueron manosael más abundante,seguidode galactosay

glucosa en orden decrecientede proporción. En el espectro de IR se

detectaronbandasa812,900y 1735cm-’.

3 Los resultadosdel ensayocolorimétrico para los ácidosurónicos dieron

porcentajesde éstosdiferentesparacadaespecie:19% paraC. rangiformis, 12%

3 paraC. ibericay 5% paraC. foliacea.

La fracciónFil, constituidaprincipalmentepor glucosa,mostró unespectro

3 deIRsiniilaraldeA2IyaldeFIlL

Las fraccionesde las tres especiesobjeto de estudiomostraronresultadosu similares.
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Monosacárido
e. rangiformis C.foliacea C. iberica

AlS A25 A21 A1S A2S A21 AlS A2S A21
rannosa - -. . 7 7 - - -

arabmosa - - - - . . - 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

Monosacárido
C. rangiformis C.foliacea C. iberica

FiS Fil FiS Fil FiS Fi!

xiosa 1 - 2 - 4 -
ramnosa - - 1 - 3 -
arabinosa 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

Monosacándo
C. rangiformis C.foliacea C. iberica

FliS FuI FliS FuI FliS FuI

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

Monosacándo
C. rangiformis C.foliacea C. iberias

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

Tabla 19. Porcentajesde los monosacáridosobtenidostras hidrólisis de las
distintas fracciones, determinadosmediante cromatografíade gasescomo
acetatosdealditol.
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3.5.Purificacióndela fracciónsolubleFiS

¡ 3.5.1.Cromatopafíadeexclusiónmolecularde la fracciónsolubleFiS

¡ FiS (200 mg) seresuspendióen un pequeñovolumen de agua(2 mi) y se

centrifugó,reservandoel sobrenadante.Al resuspenderen aguaseobtuvoun

3 residuo insoluble (FiS 1) no superior al 20%, cuyos componentesfueron

manosa,galactosay glucosaenlasmismasproporcionesquela fracciónoriginal

FiS.

El materialquepennaneciósolubledespuésde centrifugarsecargóen una

columna con un gel de SepharoseCL 6B para su análisis mediante

cromatografíadeexclusiónmolecular.

Se recogieronfraccionesde 4 ml y, en cadapico detectadomedianteel

métodocolorimétrico del fenol-sulfúrico,se hicieron lotescompuestospor el

contenidode5 tubosconsecutivos,liofilizándolos.El contenidodecadauno de

estoslotesse estudiópor espectrometríade resonanciamagnéticanuclearde

maneraquesecomprobéqueel espectroeraparecidoa la fracciónnativapero

con variaciones cuantitativas en diferentes lotes de un mismo pico

cromatográfico.Estosignificabaquehablaunamezcladepolisacáridosenestas

fraccionesqueno sepodíasepararconel geldeSepharoseCL 6B.

3.5.2. TratamientoconreactivodeFehling

.

Medianteel tratamientocon solución de Fehling de la fracciónsolubleen

agua fría FiS, se separóun polisacárido que precipitó (en proporciones

diferentessegúnla especie)pero el cobreinterferíacon el procesodeanálisis

posteriordescartándosepor ello estetratamiento.Comoen los casosanteriores,

y ya quese detectéla presenciade ácidosurénicos,se filtró la muestraen

columnade intercambio iónico, obteniendolos resultadosdetalladosen los

apartadossiguientes.

u
u
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3.5.3.Cromato~rafiade intercambiolónico

En la Figura32 semuestranlos perfilesde eluciénde la cromatografíade

intercambioiónico de la fracciónFiS.

En las tres especiesse obtuvo una fracción que no se reteníao fracción

neutra denominadaFISn. También un polisacárido quedóretenido en la

columnay eluyó al aplicarel gradiente(F1Sg). En todoslos casosseeluyeron

dospicos,uno neutroy otro delgradiente,aunqueestaúltima mostréun perfil

másdisperso,el análisissecentréenel pico principal.

3.5.4.Precinitadóncon2-isopronanol

Aunquela fracciónneutraeluyó enun solo pico, medianteanálisisde ‘H-

RMN comprobamosque se tratabade una mezcla. Al aplicar el gradiente,

tambiénseobtuvounamezcladepolisacárido.

Por tantofue necesariorealizarun nuevopasode purificación,precipitando

estasfraccionesadicionandopropanol(apartado2.4.2de Material y Métodos).

Seobtuvieronlossiguientesporcentajes:

FiSn F1Sg ¡
Sobrenadante 11 8
Precipitado 30 32

FiS C.foliacea

flSn FISg

Sobrenadante 17 14
Precipitado 27 34

I FiSC. rangiformis

FiS C. iberias

flSn

alSobrenadante 6Precipitado 13

PiSg

1057
Tabla 20. Porcentajesde las fracciones, despuésde filtrar por columna y
precipitarcon propanolrespectoa la fracción inicial FIS. El % restantehasta
llegara 100correspondeal residuo.

u
u
u
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3.6.Metilación y análisis de las fracciones purificadas mediante

tratamiento con isopropanol

En las siguientestablas(21 y 22) serecogenlos porcentajesde los tipos de

enlacededucidosles análisisde mediación.Las fraccionessobrenadante,FISn

SP de C. iberica y FlSn SP y FISg SP de C. foliacea, no parecencontener

carbohidratosy por tanto no hansidoanalizadas.

En líneasgenerales,los polisacáridosqueprecipitabanal adicionarpropanol

seenriquecíanen enlacesde manosa(1—*6) y galactopiranosaterminal. En el

sobrenadante(F1SnSPó FiSg SP)aumentabanla galactofuranosa(terminaly

convariostipos deenlaces)y la manosa(1—>2).

Tipo de enlace
Cladoniarangiformis

FIS SP F1Sn PP F1SgSP F1SgPP

Galf-(1--* 16 9 1.6 .1
Galp-(1—* 9 10 II 17
—*3)-Galf-(1—* 11 - 16
—*5)-Galf-(1—> 20 - 8 5
—*6>-GaIfr(1---* 1 - 2
—>3,6)-Galf-(1--* 1. . 2
Glcp-(1—* 9 17 5 16
—*3)-GIcp-(1--* - - - 3

—>2)-GIcp-(1--> - 4 -

—*4)-GIcp-(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 2
6 22 6 11

—>2,3)-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

Tabla21. Tiposdeenlacesde la fracciónFiS.Enel casode la fraccióngradiente,
el polisacáridose redujo antesde la mediaciónaunqueno se detectaronlos
gruposácidos.
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Tipo deenlace
Cladonia oliacea

145 l~ F1SgPP

Galf-(1--* - -

Galp-(1--* 42 39
—*5)-Galf-(1---* - 2

—>5,6)-GaIf-(1--> 2
GIcp-(1--* 17 15
—*2)-Glcp-(1--> - 2

—*2,4,6)-Hexp-(1—> 6 5
Manp(1—> 5 7

8 8
—*6)-Manp-(1—> 17 17
—>2,6)-Manp-(1—* - 1

—*4,6)-Manp-(1—* 3 3

Tirio deenlace
Gladonia iberica

FlSnPP F1SgSP F1SgPP

Galf-(1--> 1 31 -
GaIp-(1—> 20 8 35
—*3)-Galf-(1---* 4 -
—*6)-Galf-(1--* 2
Glc (1—> 5 13 15
—2)-Glcp-(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--* 231J
Tabla22. Tiposdeenlacesdela fracciónFIS.
el polisacáridoseredujoantesde la mediación.

Enel casode la fraccióngradiente,
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3.7.Espectroscopiaderesonanciamagnéticanuclear

En la Figura33 serepresentael espectrode lasfraccionesFiS»PPdelastres

especiesaquíestudiadas.Las similitudes entreellos son numerosas,asícomo

susdiferenciasconlos deotros génerosde otrasfamilias.

Figura33. Espectrosde1H-RMN de las fraccionesFIS»PPdelastresCladonias

Se puedenapreciarque el espectrode C. iberica es más parecidoal de C.

rangiformisqueel de C. foliacea.

El desplazamientoquíniico de la señalde manosatrisustituida,comoen el

casode la familia Parmeliaceaetambiénestápresente.

La interpretaciónde éstos es compleja ya que presentanalgunasseñales

minoritariasqueparecenprovenirdeotropolisacáridoquecoprecipita.

A: C.foliacea

B: Ciberica

C: C.rangjformis

si
1~
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3.8.Purificacióny análisisde lasfraccionesinsolublesenagua(A21 y Fil)

La hidrólisis de las fraccionesinsolublesrindió en generalporcentajesmuy

bajosde monosacáridos,por lo que seplanteóunapurificaciónde la muestra

comoseexplicó enel apartado2.6. deMaterial y Métodos.Los porcentajesde

las fraccionesobtenidasrespectoal total de la fracción se detallan en la

siguientetabla:

Especie A2la A2Ib A2Ic Fila FlIb FlIc
C.rangijformis 32 9 46 68 6 15
C.foliacea 60 11 13 54 13 26
Ciberica 66 10 12 78 4 11

Tabla23. % defraccionesrespectoa las inicialesA21 y Fil.

En la Figura 34 se representanlos espectrosde infrarrojos de las

fraccionesmencionadas,quefueronigualesen las tresespecies.La fracción

residuo, A21 a y FIl a resultó la más abundantepero no se detectaron

monosacáridosneutros.La fracciónA21 b y Fil b fue la másescasay estaba

constituidapor glucosa,galactosay manosa.A21 c y Fil c estabaconstituida

en los dos casospor glucosay su espectroerasemejanteal descritoparael

nigerano.Mediante mediaciónse determinaronlos tipos de enlacey en

amboscasossedetecté(1—>3), (1—*4), (1—*3,4) y (1—>2,3) glucosa.En el caso

deC. rangiformis,sedetectéademásunapequeñacantidadde glucosaunida

por enlaces (1—*.6).

Comoseobserva,sólo enestoscasosel espectrode IR resultétípico deun

polisacárido.
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4.1.2. Correlaciones simules entre fracciones y variables ambientales

Los porcentajesde las fraccionesy los componentesmayoritariosde cada

fracciónsehandescritoenel apartado1. Los análisisquímicosmostraronque

cadafracciónteníamásabundanciadeun tipo depolisacárido,exceptoAl, FO y

FI Lasfraccionessedeterminaroncomosigue.

U A2S:aglucano. fl~: galactomanano.

A21: ¡3 glucano. fi!: glucano.¡
Al: glicoproteinas y lipidos. !~: lipidos, pigmentos y fracción
1?: glucano-quitina y pigmentos proteicadesnaturalizada.

tipo esporopolenina.

U
Los resultadosde los pesosextraldos y parcialmentepurificados de las

recoleccionesestacionalessehanrecopiladoenel apartado4.4.

¡ Los resultadosde las correlacionessimplesde los pesosde las distintas

fracciones se resumen en la Tabla24. Dichosresultadosmuestranqueel pesode

¡ la fracciónsobrenadante,Al estárelacionadonegativamente(i.e. inversamente)

conel pesodesusprecipitadosA2S (pc0,002,N=48) y A21 (pcO,0O1,N=48). Las

fraccionesA25 y A21, por su parte, mostraronuna relacióndirecta entresi

3 (pCO,OOl,

La correlaciónentrelas fraccionesFIS y Fil fue significativae mversa,es

¡ deciral aumentarla cantidaddeunala otra disminuye(pCOAJOt N48). No se

correlacionósupesoconel desusobrenadante,FO.

¡ El casodela correlaciónFO y A21 fue particular. Aunquesu coeficientede

correlación fue elevado, tras la corrección de Bonferroni no puede ser

U considerado estadísticamente significativo (Fabla 24). Atendiendo a sus

¡ composiciones (ji glucanosvs. llpidos y pigmentos), estasfraccionesno parecen

estar relacionadas,y por ello, la relación observadapodría ser casual,

3 consecuenciade la realizacióndemúltiplesestimasde probabilidad.



Resultadosl02

Pares de fracciones
A1YA2S -0,43 0,002*
A1YA2I -0,48 <0,001*
A1Y FIS 0,05 0,717
1 Y Rl -0,33 0,023

A1YF2 -0,13 0,372
A25 Y A21 0,69 <0,001*
A2SY FiS 0,1 0,49
A2SYF1I 0,19 0,222
A2S Y F2 .0,25 0,083
A21 Y FiS 0,23 0,11
MI Y 14! 0,15 0,313
A2IYF2 -0,09 0,555
FO Y Al 0,26 0,07
FOYA2S -0,16 0,261
FO Y A21 -0,4 0,004
FO Y FiS -0,15 0,306
FOY Fil -0,11 0,448
FOYF2 -0,06 0,665
FiS Y Fil -0,47 <0,001*
FISYF2 0,04 0,777
Fi! Y F2 0,26 0,072

Tabla24. Correlaciónentrelos pesosde lasfracciones(N=48 entodoslos casos).
Se muestranlos coeficientesde correlaciónde Spearman(ra) y la probabilidad
(p). Con * y negritaseindican los resultadossignificativostras la aplicaciónde
la correcciónde Bonferroni (el nuevo valor crítico tras esta corrección fue
pcO.O02)
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Lascorrelacionessimplesentrelos pesosdecadafraccióny los valoresde las

tresvariablesambientales(precipitación,temperaturay díasdenieblaen ambas

localidadescombinadas)semuestranenla Tabla25.

Fracción P

Temperatura

Ai 0,37 0,009
FO 0,08 0,606
MS .0,13 0,386
A21 -0,14 0,343
FiS 0,56 <0,001*
Fil -0,64 <0,00?
F2 -0,08 0,597

Díasde
niebla

Al -0,19 0,189
FO 0,25 0,085

A25 -0,03 0,830
Al! -0,12 0,429

FiS -0,45 <0,001*
Fil 0,26 0,075
FI -0,39 0,005

Precipitación

Al -0,09 0,547
FO 0,27 0,061
A2S -0,38 <0,00?

Ml -0,32 0,027
RS -0,40 <0,00?
Rl 0,31 0,032
FI 0,31 0,031

Tabla 25. Correlacionesentre los pesos de las fracciones y las variables
ambientalesobtenidasen dos estacionesmeteorológicascercanas(N=48 en
todoslos casos).Con * y en negritaseindican los resultadossignificativostras
la aplicaciónde la correcciónde Bonferroni (el nuevovalor crítico tras esta
correcciónfue p.c0,002).
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La precipitaciónse correlacionóinversamentecon A25 (pc0,001,N=48) y

FiS (p<0,OOl, N=48), fraccionescon similaresproporcionesdemateriarespecto

al talo seco,aunquecadaunacon un polisacáridomayoritario.Las fracciones

A21, Fil y F2 mostraron tendencias,no estadísticamentesignificativas, a

correlacionarse,demodonegativola primeray positivo lasdosúltimas,conla

precipitación.

La fracciónAl, rica en glicoproteinasy lípidos mostró,comoen el casode

lasfraccionesA21 y Fil, unatendenciaarelacionarseconla temperatura.

¡ La temperaturatambiénse correlacionócon las fraccionesde polisacárido

másinternasy de extraccióncon álcali: FiS (pC0,001,N48) y Fi! (pC0,OOt

U N=48).Al aumentarla temperaturaenlasdistintasestacionesdel año,aumentó

la cantidad relativa de FiS de modo proporcional. Como esta fracción estaba

correlacionada inversamente con Fi!, es lógico que la correlaciónde Fil con

esta variable ambiental tambiénfueranegativa.Es decir, cuantomayor fue la

U temperatura, menor la cantidad de Fil.

Los días de niebla se correlacionaron con la fracción FIS (p<O,OO1, N=48) de

¡ la misma forma con que lo hacíaconla precipitación.

U Las correlacionesfracciones-variablesambientalespara cadapoblaciónpor

separadomostraronescasasdiferenciascon el patrónobservado.En general,las

correlaciones descritas se mantuvieron, aunque algunas dejaron de ser

estadisticamentesignificativas. Ello podría debersea la variación de la

3 temperatura,la precipitacióny, sobretodo,los díasdenieblaexistenteentrelas

dos localidades.Estepuedeserel casode la correlaciónentrela fracciónFiS y

1 los días de nieblaen Pradillo-Rascafría,ya queen estazonaapenastuvo lugar

estefenómeno.Quizá sea un factor ambientalpoco representativo,ya quesu

U fluctuaciónes semejantea la de la precipitaciónno aportandootro tipo de

información.En la presadel Pradillo-Rascafríala correlaciónA2S-precipitación

tampocofue significativa(N=24,p#>,ll4).
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4.1.3. Análisis de las Comnonentes Principales

En la Tabla26 semuestranlos resultadosdelPCA realizadocon el conjunto

de lasvariablesnormalizadas<Al, A28,A21, FO,FiS,Fil y FI).

Factor 1 Factor 2 Factor 3

FiS 0,197 -0,902 -0,044

Rl 0,355 0,819 -0,086
0,606 0,098 0,644

Al! 0,791 -0,087 0,449

FI 0,092 0,055 -0,922
Al -0,748 -0,289 0,024
FO -0,756 0,073 0,098

% vananza 22,98 15,94 14,86
Autovalor 2,61 1,62 1,15

Tabla 26. Componentesprincipales obtenidas a partir del conjunto de
fracciones. En negrita se destaca los coeficientes de correlaciónsignificativos
para N48; (r>O,37; p.c0,05).

El PCA agrupótodaslas variablesincluidasentres factoresindependientes

que explicaban aproximadamente un 54% de la varianza total, definiendo un

patrón de relacionesentrelas variablesbastantecoherentecon los análisis

anteriores.

El primer factor, que explicó casi un 23% de la varianza total, agrupé los

sobrenadantesAl y FO con signo negativo, por una parte, y por otra, las

fracciones A25 y Al!, definiendo un gradientede variación entre menor

cantidad de sobrenadantesy mayor cantidad de precipitadoA2S y Al!. El

segundofactor,queexplicó casiun 16% de la varianza,agrupó las variaciones

de la fracciónpolisacarídicaextraídacon álcali, mostrandoun eje de variación

en el que FiS disminuye aumentandoFil. No existió relación entreestos

precipitados y su sobrenadante FO. El tercer factor (casi 15% de la varianza)

muestra un gradiente entre FI (negativo) y A25/A21 (positivos). Este factor se

puede interpretar como la variación de la producción de glucanos
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fundamentalmentefúngicos y el residuo principalmentecómpuestopor el

“esqueleto”delmicobiontey fotobionte,considerandoqueni A25 ni Al! están

correlacionadosindividualmenteconFI (Tabla24).

Las correlacionesentre los valores de los tres factores o componentes

principalesobtenidosen el PCA con las variablestemperaturay precipitación

semuestranen la Tabla27. Los díasde niebla no seconsideranen estecaso

debidoaquenoaportaninformaciónrelevante.

Par de variables r.
• —.

Factor 1 j -0,15
Temperatura ¡ Factor 2 -0,69

Factor 3
0,02

¡ Factorí .0,29
Precipitación Factor 1 0,47

3_¡ 436

r2 p

0,02 0,319
0,48 «0,00?

0,00 0,905

0,08 0,046*
0,22 <0,001*
0,i3 0,011*

Tabla 27. Correlaciónde Spearmanentre los componentesprincipalesy la
temperaturay precipitación. Dicho coeficiente al cuadradorepresentala
varianza explicada. Con asteriscoy en negrita se resaltan los resultados
significativos.

El Factor 1, que agrupaba las fracciones Ai y FO, se correlacionó

negativamentecon la precipitación.No obstante,sólo un 8% de la varianzaes

explicadaen estadébil correlación.El Factor 2, que agrupabaa las fracciones

FiS y FiL, serelacionódemodosignificativo negativamenteconla temperatura

y positivamentecon la precipitación.El Factor3 queagrupabalas fracciones

A25, A21 y F2,porsuparte,secorrelacionédelmismomodoqueel Factor1 con

la precipitación,pero explicandoun porcentajedevarianzaalgomayor (13%).

Ello probablementepuedaserdebidoaquelasvariablescomunes,AlS y Al!, a

suvez,secorrelacionanindependientementeconla precipitación(Tabla25).
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4.1.4. Variación estacional y noblacional mediante análisis múltiple de la

varianza <MANOVA

)

La variaciónestacionaLanualy poblacionalde los pesoslogaritmizadosde

las fracciones AlS, Al!, Fis, Fi! y FI consideradasen conjunto (véase

realizacióndel MANOVA en Material y Métodos),mostraronla existenciade

diferenciassignificativasentretodos estosfactores(Tabla28). En esteanálisis

no seemplearonla temperaturani la precipitacióncomofactoreso covariantes,

ya quesu variacióny significadoambientalpuede explicarse a través de una

únicavariable,la estacióndelaño. Por tanto,la inclusióndeestasvariablessólo

aportaríaredundanciaaesteanálisis.

FraccionesMS, MI, FiS,Fil y FI

Factor XdeWillcs gi F p

Estación 0,071 15,97 10,354 <0,000*
Población 0,546 5,35 5,810 <0,000*

Alio 0,217 5,35 23,791 <0,000*

Interacción 0,487 15,97 1,929 <0,03*

Tabla28. Resultadosdel MANOVA empleandolas fraccionesA2S, Al!, FiS,
Fil y FI. Conasteriscoy en negritaseresaltanlos resultadosestadísticamente
significativos.

El análisis resultésignificativo para todos sus factores.Cuandoun factor

tiene dos niveles (como es el casode la poblacióny el año) entonces(14)

equivale al porcentajede la varianza explicado. De este modo, el factor

poblaciónllegó aexplicarel 45% delavarianzaencontraday el factorañohasta

un 77%. El término interacciónessignificativo, lo queindica quelos diversos

efectosno puedeninterpretarsepor separado.Los resultadosdeesteMANOVA

muestranla existenciadediferenciasestacionales,anualesy poblacionalespara

el conjunto de fraccionesanalizado.Por ello, se hacenecesariodeterminarlas

variacionesdelasfraccionesporseparado,lo queseabordaacontinuación.
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4.1.5. AnáliSiS de la varianza (ANOVA/ANCOVA1parciales

4.1.5.1Fraccionesextraídasconagua(Al. A2Sy A2D

El modelo empleado incluyó, en ambos casos, la fracción Ai como

covariante,dadoqueestácorrelacionadainversamentecon ellas(Tabla29). De

estemodoseanulasuposibleinfluenciaen lasvariaciones.Tambiénseempleó

comocovariantela fracciónF2 <correlacionadacon A2S y A21, véaseTabla27)

pero los resultadosno variaron,por lo queno se muestran.Los resultadosde

lasANCOVAs paraestasdosfraccionespor separadosemuestranen lasTablas

29y 30.

Fracción MS

Factor g.l. F p
Estación 331 9,889 «0,00?

Población 1,31 0,039 0,845
Alio 1,31 31,723 «0,001*
Interacción 3,31 2,380 0,089

Tabla29. Resumende los resultadosdelANCOVA realizadocon los pesosde la
fracciónA2Sempleandocomocovariantela fracciónAl.

Fracción MI

Factor g.1. F p

Estación 3,31 18,483 «0,001*
Población 1,31 13,959 <O,001’~
Alio 1,31 57,386 «0,001*
Interacción 3,31 13,973 «0,001*

Tabla30. Resumende los resultadosdel ANCOVA realizadocon los pesosde la

fracciónA21 empleandocomocovariantela fracciónAl.

En ambos casos, las variaciones estacionales(i.e., diferencias entre

estaciones)fueron significativas y se repitieron durante los dos años de

muestreo,aunqueligeramenteatenuadasenel 20 año. Esteresultadopuedeser

esperadoconsiderandoque A2S y Ah estáncorrelacionadaspositivamente
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Parael casode la fracciónAIS si sellevarona caboANOVAS parcialespara

verificar laexistenciadevariacionesestacionalesen los dosañosporseparando.

Los resultadosindican la existenciade diferencias significativas para las

variaciones estacionalesen la localidad Valsain solamenteen el leY año

(ANOVA: F3,12=18,67;p<O,0O5).

El ANOVA realizadoempleandola fracciónAi tambiénmostróla existencia

de diferenciasestacionales(ANOVA: F322= 23,153;p<C0,00i). La variaciónen

el peso de la fracción Al es coherenteen ambaslocalidades,mostrandoun

máximoen los mesesde veranoy una posteriordisminuciónprogresivahasta

la primavera, dondedenuevocomienzaaincrementarsela concentración.

4.1.5.2 Fracciones extraídasconálcali (FiSy Fi

»

Los ANCOVAs realizados con las fracciones FiS y Fil por separado

empleandocomocovariantela fracciónFO semuestranen la Tabla31. Comose

mostró anteriormente,ambas fracciones no están correlacionadas,aunque

teóricamentepodríaconsiderarseFO comounacausadevariaciónde FiS y Fi!,

al serel sobrenadantedeestasfracciones(Tabla24).

g.l.
8,255

Población

1,31
0,254

Fracción RS

Factor F 1’
Estación 3,31 «0,001*

i,31 5,483 0,026*

Alio 3,259 0,081
Interacción 3,31 1,425

Fracción Rl

Factor g.l. F p

Estación 3,31 97,324 «0,001*

Población 1,31 11,158 0,002*

Alío t3i 67,754 «0,001’

Interacción 3,31 4,836 0,007’

Tabla31. Resultadosde los dosANCOVAs realizadosparalas fraccionesFISy
Fil, enamboscasosempleandocomocovariantela fracciónFO.
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Existieron diferencias interpoblacionales cuantitativas estadísticamente

significativasen lasdos fracciones.Parael casodeFiS, la poblacióndeValsain

fue “menos productiva” quela de la Presadel Pradillo. Respectoa Fil, las

tendenciasseinvirtieron,obteniéndosemayorpesodepolisacáridosenValsain..

El efectode la interacciónfue significativo parala fracciónFi!, pero no para

FiS. Los ANCOVAs parcialesrealizadoscon estaúltima fracción(covariante:

FO) pusieronde manifiestodiferenciasestacionalessignificativasentrelas dos

poblaciones, únicamentedurante el primer alto (ANCOVA: F3,r#12,455;

p<O,OO3).

4.1.5.3.AnálisisdelresiduoF2

Los resultadosobtenidostrasla realizaciónde un ANOVA empleandola

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

Fracción FI

Factor g. 1. F p

Estación 3,31 13,366 <0,000*
Población 1,32 1Z265 <0,001*
Año 1,32 0,698 0,409
Interacción 3,32 1,802 0,163

Tabla32. ResultadosdelANOVA parala fracciónF2. Con asteriscoy ennegrita

seresaltanlos resultadossignificativos.

La variación del pesode la fracción FI no fue estadísticamentediferente

entrelos dos añosdemuestreo,asícomola interacciónde los tresfactores.Sin

embargo,existierondiferenciasestacionalesy poblacionales,en el pesode la

muestra.Enla Figura38 semuestralasvariacionesestacionalesdeesteresiduo.

El mayor pesorelativo de esta fracción se observaen Otoño, de forma

constanteen lasdospoblacionesy durantelos dosaños.Dicho pesodisminuye

progresivamente,hastallegaraunmínimoenVerano.(Figura’38).

Las ANOVAs parciales realizadas con un único factor o variable

independiente(factor estacional),mostrarondiferencias significativos entre







Par de
variables r. ¡7 ¡

Ai Y M -0,04 0,87

Al Y FiS 0,17 0,497

Al Y Fil .0,35 0,149

Al Y FI -0,11 0,68

FOY M 0,712
FOYAI -0,18 0,470
FOYFiS 0,08 0,758

FOY Fil -0,02 0,925

FOYF2 -0,28 0,261,

AhY FiS 0,171 0,497
M Y Fil .0,29 0,246
AIYF2 0,12 0,633

RSYFIl -0,3 0,228
RSYF2 -0,77 <0,00?
F1IYFI 0,19 0,436

Tabla32. Correlaciónentrelos pesosdelasfracciones(N18 entodoslos casos).
Se muestranlos coeficientesde correlaciónde Spearman(r,) y la probabilidad
(p). Con * y negritaseindicanlos resultadossignificativostrasla aplicaciónde
la correcciónde Bonferroni (el nuevo valor crítico tras esta correcciónfue

O,002)

Existieronpocascorrelacionessignificativasentrelos pesosde las fracciones

de Lasallia. Por un lado, la fracciónFiS se correlacionónegativamentecon F2

(pcO,OOl; N=18) y por otro, los sobrenadantes(Al y FO) obtenidos se

correlacionaronentresi de forma positiva(p<O,OOI;N~48), esdecir,cuantomás

pesohubode unotambiénseencontrómásdelotro.

Los resultadosde las correlacionesentrelos pesosde lasfraccionesy cada

unade lasvariablesambientalesconsideradassemuestranen la Tabla33.

u
u
u
u
U
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Fracción r. p

Temperatura

Al 0,33 0,176

FO -0,12 0,638

Ah 0,71 <0,001*
FiS 4),13 0,608
Rl -0,67 0,002*
FI 0,26 0,289

Precipitación

Al .0,46 0,055
FO -0,59 <0,01
Ah -0,12 0,619

~.0,O0 0,98
Fil 0,16 0,534

FI 0,16 0,525

Tabla33. Correlaciónentrelos pesosdelasfracciones(N18 entodoslos casos)
y las variables ambientales.Se muestranlos coeficientesde correlaciónde
Speannan(rs) y la probabilidad(p). Con * y negrita se indican los resultados
significativos tras la aplicación de la corrección de Bonferroni (el nuevo valor
crítico tras esta corrección fue p<tO,O02)

Tras la corrección de Bonferroni, únicamente dos correlaciones resultaron

significativasestadísticamente.Éstasfueronla correlaciónentrela fracciónAh y

la temperatura(relación positiva; pcO,OO1; N18) y la correlaciónentre la

fracción Fil y la temperatura (negativa;pCO,O02;N18).

4.2.3. Análisis de las Componentes Principales

Comoen el caso de Pseudevernia,se realizó un Análisis de las Componentes

Principales (PCA) para verificar las relaciones que se hablan observado

mediante las correlaciones simples. Este PCA, realizado con los pesos de las

fracciones A2, FiS, Fi!, FZ, Al y FO arrojó tres factores (Tabla 34).

u
U
u
u
¡
U
¡
3
U
¡
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Factor i Factor 2 Factor 3

Al 0,203 -0,125 Q,795*
FiS -0,043 0,899* 0,015
Fil 0,118 -0,139 ~O,83O*

FI 0,127 4,862* -0,004
Al -O,91~ 0,103 0,046

FO ~O,9i2* 0,075 -0,125

%Var. expí 17,44 16,03 13,393 Autovalor 2.04 1.43 1.21

Tabla34, Resultadosdel análisisde componentesprincipalesrealizadocon las
fraccionesAh, FiS, Fi!, FZ Ai y FO. Conasteriscoy en negritasedestacanlosu
coeficientes de correlación significativos(N=18, r>0,47,p<0,OS).

1El primer componenteprincipal (Factor 1), explicó casi un 18% de la

varianzatotal, y agrupó las fraccionessobrenadanteAi y FO, (al igual que

u
ocurría en el caso de Pseudevernia)ambascon coeficiente negativo. No se
encontróqueotrasfraccionesprecipitadoestuvieranrelacionadasenesteFactor

1.

El Factor2 (16% de la varianza)relacionólas fraccionesFIS (positivamente)

y FI (negativamente).Muestraun gradientedevariaciónentremayoresvalores

deFiS y menoresdeFI.

El Factor 3 (13% de la varianza),agrupó dos fraccionesde composición

semejante:Fil (negativamente)y Ah (positivamente).Este factor seinterpreta

comoun eje de variaciónentreelevadospesosde la fracciónAh y pequeños

valoresde la fracción Fil. Este tercer factor, del mismomodo que ocurríaal

Factor3 enPseudevernia(Tabla26), puedeserinterpretadocomoel gradientede

la producciónde glucanos más externos fundamentalmentefúngicos (Ah

positivo) y Fil, compuestopor polisacáridosmás internos de pared del

micobionte(negativo).



ResultadosliS

La correlaciónentrelos trescomponentesprincipales(Factores1, 2 y 3) y las

variablesmeteorológicassemuestraen la Tabla35.

Par de variables r8 ~

Factor 3 0,89Factor1 1 -0,16Temperatura Factor 2 -0,21

Factor 1 ¡ 0,52
Precipitación Factor 2 ¡ 0,05

Factor 3 ¡ -0,32

0,26 0,5260,44 0,4030,79 <0,000*

0,27 0,028*
0,02 0,853
0,10 0,200

Tabla35. CorrelacióndeSpearmanentrelos tresfactoresobtenidosenel PCA y
la temperatura y la precipitación.El coeficientede correlación(r3) elevadoal
cuadrado estima la varianza explicada.Conasteriscoy letranegritaseresaltan
los resultados significativos.

En estecaso,el Factor1, que agrupaa los sobrenadantes,se correlacionó

positivamentecon la precipitación.El Factor 2 no estuvocorrelacionadocon

estas variables ambientales. El Factor 3, por su parte, se correlacionó

positivamentecon la temperatura.

4.2.4. Variaciónestacionalmedianteanálisismúltiple de la varianza

LMANQYA>
Los resultados del MANOVArealizado con las variables Ah, FiS, FUy FI

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

Fracciones Ah, RS,Fil y F2

Factor XdeWillcs g.L F y’

Estación 0,041 12,34 6.818 «0,001*
Año 0,2i0 4,13 12.2i8 «0,001*
Interacción 0,028 12,34 8.235 «0,001*

Tabla 36. Resultadosdel MANOVA de las fraccionesAh, FiS, Fil y F2. Con
asteriscoy ennegritaseresaltanlos resultadossignificativos.

u
u
u
U
u



Resultadosll9

Los resultadosindican la existenciade diferenciasestacionalesy anuales

para el conjunto de las fracciones. El término interacción también resultó

significativo. Por ello, se llevaron a cabo análisis parciales (ANCOVAs ó

ANOVAsprotegidos) con cada fracción.

4.2.5. Análisis de la varianza <ANOVA/ANCOVA) parciales

4.2.5.1. Análisis de la fraccionesextraídasconagua<Al y Al

)

El ANCOVArealizado con los pesos de la fracción Ah se muestra en la Tabla

37. Se empleó en este caso como covariante la fracción Al; no obstante, la

exclusión de esta covariante no altera los resultados.u _________________________________
Fracción Ah

Factor F g. 1. y

’

Estación 4,715 3,15 0,016*
Año 0,815 1,15 0,381u _________________________________
Interacción 8,586 3,15 <0,001*

Tabla 37. Resultadosdel ANCOVA realizadocon la fracciónAh. Covariante:u
fracciónAl. Conasteriscoy ennegritaseresaltanlos resultadossignificativos.

Las variaciones estacionalesde los pesosde la fracción A2 (pustulano)

difirieron significativamente.El efecto del año, por el contrario, no mostró

diferencias.El término interacciónfue significativo y, por tanto, el patrónde

variación estacionalhubo de ser estimadocon los datos de los dos años

conjuntamente (Figura 40). El patrón de variación estacional de esta fracción

3 incluye menores pesos en Verano y en Invierno, así como mayores valores en

Otoño y Primavera. (Figura40).u
u
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los mesesrestantesdel muestreo,dandoun perfil similar. La composiciónde

monosacáridosde estasfracciones,como se muestraen la Tabla41, también

resultó semejantea lo largo del año de estudio. Los rendimientosde las

fraccionestambiénfueronparecidos(Tabla41).

La purificación con propanol rindió porcentajes comparables de

polisacáridosy los porcentajessemuestranen la Tabla42. En la Figura44 se

puedeapreciarque los espectrosde ‘-H-RMN de la fracción FiSn PP son

prácticamenteidénticos,lo quesecorrespondeconunacomposiciónsemejante.

Esto mismo ocurrió con la fracción FiSg PP. Sin embargolos porcentajesde

metilación de las fracciones resultaronalgo diferentes para cada estación

debidoaqueesun polisacáridobastanteramificadoy a veces,la metilaciónno

fue completa,no pudiéndosecompararlos resultados.Las repeticionesno se

realizaronpor escasezdemuestra.

Monosacárido

Invierno de 1998 Primaverá de 1998

FiSn FiSg FiS1 FiSn FlSg FiS 1

33% 23% 11% 37% 26% 11%

Arabinosa - - - 1 1 -
Ramnosa 5 3 - 5 2 1

Xiosa 2 2 - 2 - -
Manosa 63 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

Monosacárido

Veranode 1998 Otoñode1998

FlSn FiSg FiS 1 FiSn FiSg Fis1
29% 30% 13% 30% 27% 12%

Arabinosa - - . - 1 -

Ramnosa 9 3 1 7 5

Xiosa 2 - - 1 1 -
Manosa 52 60 13 56 55 11
Galactosa 31 26 7 28 30 5
Glucosa 6 10 32 8 8 35

Total 100 99 54 100 iao 52

Tabla 41: Porcentajesde
estacióndel año.

los monosacáridosde las fraccionesfiltradas de cada
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InvIerno 1998

Volumen de elución (mi)

verano1998

0.81

u,

0.4u
0.5 ‘a

z

o
o

Primavera 1998

Volumen de elución (mi)

Otofio 1998

1

u
0.5’az a

u

o

Volumen de elución (mi)Volumen de elución (mí)

Figura43: Filtraciónengel de intercambioiónico DEAE SepharoseCL 6B de las
fraccionesFiSrecolectadasenverano,otoño,inviernoy primaverade1998.
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Invierno de 1998 Primavera de 1998

Sobrenadante Precipitado ¡

¡ 47 36
FiSg ¡ 32 29

Sobrenadante Precipitado

FiSn 45 28
32 27

Verano de 1998 Otoño de ím

Sobrenadante Precipitado Sobrenadante Precipitado
FiSn 50 21 40 28
FiSg 42 39 40 33

Tabla42. Porcentajesde los polisacáridosaisladosmedianteprecipitacióncon2-
propanol respecto a su fracción correspondiente, FiSn ó FiSg.

Verano98

4.t

Figura 44. Espectrosde ‘H-RMN
cuatroperiodosdelañodiferentes,

de la fracción FiSn PP aisladadel talo en
Invierno, Primavera,Veranoy Otoño.

Invierno98 Primavera 98

Otoño98

t& it 45 ib S.S S.S S.S S.S S.S S.S S.S
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Discusiónl3S

1. FRACCIoNAMIENTO 17W LOS POLISACARIOOS DEL TALO

La composicióny porcentajede los polisacáridosdeun talo liquénicopuede

ser de utilidad a la hora de establecersimilitudes y diferenciasentreestos

organismos y su estudio podría llegar a ser fundamental en el conocimiento de

una partedel metabolismode los hongos liquenizadosque sintetizanestas

moléculas tan características.En el presente trabajo se han separadoyu purificadovariasfracciones,cuyaproporcióny composiciónvariabasegúnla

familia a la que pertenece el liquen estudiado. El estudio de los componentes

mayoritariosde cada fracción nos puededar una idea de la composición

generalde los polisacáridosdel talo y decómopodríandisponerseenél.

U Mediante el tratamiento con agua caliente se logró extraer, en diferentes
cantidades según la familia, polisacáridos con una elevada proporción de

U glucosa que, al ser tratados con etanol, precipitabany se separabande
glicoproteinas (Bubrilc a al., 1985) y lípidos (Dembitsky et al., 1991) (fracción

¡ Al). En función desu solubilidaden aguafría se separaron en todos los casos

dosfrácciones,AhS y A2L Estospolisacáridoseranglucanosque presentaban

diferentesestructurasen lasespeciesdedistintasfamilias, e inclusode distintos

3 géneros, y podrían ser marcadores quimiotaxonómicoscomo los propuestos

por Cominon (1991) para la familia Parmeliaceae. Tras el tratamiento con agua

¡ caliente, la estructura del talo no se alteró, manteniendo éste el mismo aspecto

externo.Esto podríaindicarqueestospolisacáridos,queseextraenfácilmente

U de los talos, son extracelulares o están débilmente ligados a la pared. Se ha

sugerido(Gorin a al., 1988) que polisacáridos de este tipo como el pustulano,

U que puede representar hasta un 40% de los polisacáridos totales aislados de L.

pustulata, tienen una función de reservay de protecciónfrente a cambios

¡
ambientalesy no sondecarácterestructural.¡ Al extraerconálcali seobtuvieronvariospolisacáridoscon mayorcontenido

en manosay galactosa,quequizá tenganuna disposiciónmásinternaen la

pared celular (Boissiére, 1987). En la familia Cladoniaceaeal mostrarse

fuertementeagregados,fue necesanounaextraccióncon NaOHa 1203Cpara

¡ liberar los heteropolisacáridos(fracciónFi iS), constituyentesmayoritariosde

U
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la pared.Entodoslos casosseseparóunapequeñaproporción(menordel10%)

de unafracciónsolubleenaguafría (FiS) cuyoscomponentesserándiscutidos

posteriormente, y una insoluble (Fil) cuya composición será analizada en el

siguiente apartado.

Se denominófracciónF2 al residuode todaslas extraccionesanteriores.Su

hidrólisis reveló la presenciade monómeros neutros que probablemente

provinierande restos de polisacáridos aislados anteriormente y del complejo

glucano quitina que es uno de los polimeros más ampliamente descritos en las

paredescelularesfúngicas(Sietsmay Wessels,1977). En el extremode esta

situación resultó estar la fracción F2 de la familia Cladoniaceae.La alta

proporciónde los monosacáridosneutrosmanosay galactosavolvió a indicar

una gran abundancia de heteropolisacárid os.

1.1. Purificación y análisis de los polisacáridos aislados

El análisis general de la fracción soluble en agua fría (A25) en las dos

especiesde la familia Parmeliaceae(Tabla3), demostró que contenía glucosa

como principal componente,pero ademásse detectaronmanosa, (12%) y

galactosa(9-11%). Porello sesospechóqueexistíaunamezclade polisacáridos

y se trató el material con licor de Fehling, precipitando (A25 PC) una pequeña

cantidadde un a-(1—*6).-mananoramificado,cuyascadenaslateralescontenían

principalmente,a-(1-->3) glucosay galactopiranosaterminal. El componente

mayoritario,queno precipitaba(A2S SC), conteníaun a glucano lineal de alto

Pm, con enlaces(1—>3) y (1—*4) en proporción2:1, similar al descrito como

isoliquenanopor algunosautores(Kranter,et al., 1995, Gorin y Iacomini, 1984).

A veces la purificación del isoliquenanopuedeno ser total, puesto que los

heteropolisacáridosminoritarios se separande él con dificultad, incluso

despuésderealizarfraccionamientoporcromatografíade exclusiónmolecular.

Diversosautoresdescribenla presenciade isoliquenanoen talos de la familia

Parmeliaceae,pero la proporciónde enlaces(1—>3) y (1—*4) detectadapor cada

uno de ellos es variable.Si no se ha realizadounacuidadosapurificaciónde

estepolisacárido,puedeocurrir queen realidadseestéanalizandounamezcla
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de polimerosy queésteseael origendela heterogeneidaddel isoliquenanoal

consultardistintasfuentes.(Chandaet al. 1957,Flemingy Manners,1966)

Enla familiaUmbilicariaceae,la fracciónA2Sno conteníaisoliquenano,sino

un ~1(1—>6)-glucanomayoritario parcialmente acetilado y otros

heteropolisacáridos.La ausenciade isoliquenanoy la presenciade 13(1—*6)-

glucanoen los liquenesde estafamilia ha sido descritaexhaustivamentepor

Nauri et al. en 1999. El grado de acetilacióndel 15% encontradotambiénes

similaral descritoporotrosautores(Nisbikawaet al. 1969).

En la familia Cladoniaceae,la fracción A2S representóun porcentajemuy

bajo (aproximadamenteel 1% del talo) y en su análisis de mediación se

detectaronlos derivadosde (1—>3)-glucopiranosay de (1—*6)-manopiranosa.

Debidoa el poco materialaislado,por el momentono se ha determinadosí

correspondeaun solopolisacáridoo avarios.

El glucano insoluble en agua fría (A21), que entodoslos casosseencuentra

presenteenmayorproporciónqueel soluble,fueel componentemayoritarioen

el talo de lasfamiliasUmbilicariaceaey Parmeliaceae(Figuras9y 20).

En la fracción Al! de la familia Parmeliaceae se identificó al menosun

glucanoinsolublediferenteparacadaespecie.El dePlatismatiaglaucase aisló de

forma mayoritariaen la fracción A21 1’, resultandoser un polisacáridocon

enlacesa-(1--+3)-(1-->4) en proporciones1:2. Éstas fueron inversasa las del

polisacáridode la fracción solubleA25 y no coincidieroncon las de otrosa-

glucanos descritos en la literatura como el evernano, PC-3, nigerano, etc

(Yokota et al. 1979, Takedaa aL 1970). Esto tambiénfue corroboradopor los

análisisdedegradaciónde Smith, en los queseobtuvo un porcentajemayorde

eritritol, provenientedela degradaciónde los enlaces(1—>4), queenla fracción

análogade1’. furfuracea.La fracciónAl! c fue minoritaria y sus principales tipos

de enlace, detectados mediante análisis de metilación, fueron (1—>3) y (1—>4)-

glucopiranosa en proporción (2:1), por lo que podríamos aventurar que se trata

de liquenano,ya que ademáses insoluble en agua fría. En P. furfuracea, la

fracción A21 b fue minoritaria y su espectro de ‘H-RMN mostró señales
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característicasde enlacesa y II, quecoincidíancon las delespectroregistrado

por Krameret al. (1995) para unamezclade liquenanoe isoliquenano.En el

polisacáridode la fracción mayoritariaA2i c, tanto la proporción 2d de los

enlaces (1—*3)dl-->4) (Tabla) como su insolubilidad en agua fría, corresponden

a lo descritoparael liquenano(Chandaa al., 1951).

En las 4 especiesde la familia Umbilicariaceae,prácticamentetodo el

polisacáridoinsolublede la fracciónA21 eraun I3-(¶--*6) glucanoparcialmente

acelilado, que ha sido descritoen numerososhongos liquenizadosde esta

familia (Nauríet al. en 1999).Estepolímeroseextrajo con aguacalientey sólo

unapequeñaproporcióndelmismo,quequizácontengalascadenasdemenor

tamaño,fuesolubleenaguafríay sedetectoen la fracciónA2S.

En la familia Qadoniaceae, la fracción Al! representóun porcentajemuy

bajo del pesosecodel talo, pero seconsiguiópurificarenla fracciónA21 c un

glucanotipo nigerano,conenlacesa-(1.-.*3)-(1—*4)y ramificadoen0-3 y en 0-2.

Estepolisacáridohablasidodescritocomocomponentede algunasespeciesde

esta familia por Nishikawa fl al. en 1974, aunque no buscaron las

ramificaciones.

Otro de los componentesaisladosen proporción abundantede los talos

estudiados, fue la fracción Fil (soluble en álcali e insoluble en agua), cuya

composicióntambiénresultódiferenteparacadafamilia estudiada.

En la familia Parmeliaceae, al tratar con álcali y dializar la fracciónFil, se

separaron varias fracciones pero sólo el residuo (Hl a) fue el componente

mayoritario. Este residuo (aproximadamente 65% de la fracción Fil) parecía

estarcompuestopor agregadosde polisacáridosde paredcelularcon residuos

de (1—>3)-glucopiranosa(Tabla9), muy abundantesen P. furfuracea,y además

galactopiranosaterminal y manosacon uniones (1—>2,4,6). Las fracciones

minoritarias (24-16%) Fil b y Fil c parecían contener un material de

composición semejantea los glucanos de las fracciones A21 b y A21 c

respectivamente.Estopodríaindicarqueel aguacalienteno bastóparaextraer

totalmentedichosglucanosy quequizá aquéllaparte,queseencontrabamás
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haciael interior de la paredcelular,seextrajoposteriormenteconel tratamiento

alcalino.

En la fracción Fil de la familia Umbilicariaceaedespuésdel nuevo

tratamientoconálcali y diálisis, selogró obtenerunafracciónmayoritaria(73-

64% deFil), denominadaFil c quecoincidecon la aisladapor Boissiére(1987)

y descritacomo componenteestructuralde la pared del hongo. Contenía

principalmenteI3-(1--*6) y 13-(1-->3)-glucanos,exceptoen U. crustulosaen la que

sóloseobtuvo I3-(i—*3)-glucano. Estadiferenciaen composiciónpodríareflejar

diferenciasecomorfológicasdeestaespeciecuyoestudiopodríaser interesante.

También se separaron galactomananos (Fil b) y un residuono polisacarídico

(Fil a). Posteriormente, al tratar Fil c con agua caliente, se logró solubilizar una

fracción con mayoría de enlaces de glucopiranosa J3-(1—>6) mientras que los 13-

(1—>3) permanecían insolubles. Comoen el caso anterior,quizála extraccióncon

agua caliente no bastóparaobtenerla totalidad de los glucanosJ3-(1—*.6) (de

Al!) y aquella parte que se encontraba más hacia el interior de la pared celular,

se extrajo posteriormente con el tratamiento alcalino. Las ramificaciones de

glucosa p-(1—>3,6) encontradas por Soneet al. (1996)en Gyrophoraesculentaen

este caso no se detectaron, aunque no se descarte su existencia en proporciones

muypequeñas.

En la familia Cladoniaceaeselogró aislar un polisacáridominoritario (11-

26% de Fil) en la fracciónFil c similar al nigeranode la fracciónAl! e. La

fracciónmásabundante(63-76% deFil) fue el residuoFil a pero,al igual que

la fracciónA21 a, no conteníaapenasmonosacáridosneutrosy suespectrode IR

no aportó más información, no llegándosea conocerpor el momento su

composición.

En la fracción F2, para deshacerel complejo glucano quitina y además

eliminar el polisacáridorestante,se realizó una hidrólisis parcial, algo más

fuerteen el casode C. rangiformis,que permitió obtener,ademásdel glucano

característico(F21 b), unafracción(F21 a) con un espectrode IR quemostraba

bandastípicasde la quitina(Michel y Scurfield,¶970)(Figuras10,22y31).
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En todaslas especiesestudiadasel porcentajede glucano (fracciónF21 b)

aisladofue entreun 1 y un 4% del talo, aunquepuedeestarminusvaloradopor

que en el proceso de hidrólisis el polisacárido se ha podido degradar

parcialmente,dandolugar a cadenascortasque no precipitaroncon etanoly

portantono fueroncuantificadas.

Posteriormente,sevaloró la concentraciónde glucosaminaenlas fracciones

F21 a de P. furfuraceay L. pustulata, correspondientea el porcentajede quitina

del hongo. En los dos casos resultó ser inferior al 1% del talo (0,8 y

0,6%respectivamente).Esta proporción podría estar minusvaloradaya que

Honeggery Bartnicki-García,(1991) handetectadoproporcionesde 3-7% en

cultivos delmicobionteenvarias especies.Porotra parte,seha descritoqueel

acúmulo de quitina en el hongo se produce preferen mente en unas

estructurasglobosasde las hilas y dismunuye su proporción al envejecer

(Galun, et al. 1976). En los talos, la proporciónde bifas jóvenessería escasa

frenteal restoy porestarazónparecenormalel bajo % dequitinadetectado.

El pigmentooxidado residual (Ffl al) fue resistentea varias hidrólisis e

insolubleen sosa.Su espectrode 11% similar al encontradopor Honeggery

Brunner,(1981) en Coccomyxa,junto a las propiedadesdescritasnos llevó a

pensarque se trataba de un compuestotipo esporopolenina,un polímero

carotenoide,componentedeparedescelularesde hongos(Goodayet al., 1973),

polen (Southworth,1974)y determinadasalgas(Honeggery Brunner,1981). El

análisiselementalde estafracción rindió una fórmula semejanteen los dos

casos(ver Resultados1.4 y 2.4) y parecidaa la descritaparaestepolímeropor

otros autores (Gooday et al., 1973) exceptoen el porcentajede nitrógeno.Éste

puedeprocederde otros componentesresiduales,comola quitina, y por tanto

puede indicar algo de heterogeneidadde la muestra. El polímero tipo

esporopoleninaestá caracterizadoen las algas libres del género Trebouxia

(Koning y Peveling1984),quesonel fotobionteen estosdos casosestudiados,

peroexistenpocosdatossobre la estructurade la pareddel algaen simbiosis.

Con los indiciosaquímostrados,podemosproponerqueel residuoaisladosea

dicho componente estructural.
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(Leal y Bernabé,1998,Domenech,1999,Ahrazem,2000).Los hongosestudiados

por estos autores pertenecen a los ordenesHypocrealesy Eurotialesy por lo

general en dicha fracción sólo se encuentraun tipo de polisacáridocuya

estructuraestá correlacionada con la evolución de los distintos géneros.En

ocasiones,este polisacáridocaracterísticopuedeextraersejunto con un a-

(1—*4)-glucano,pero éstees separadomediantecromatografíade ifitración en

gel. La ifitración en gelde lasfraccionesextraídasconálcali y solublesen agua

delos llquenesestudiados,demostróqueenestematerialno hay sólo un tipo

de polisacáridoy tampocopermitió conseguirunabuenaseparaciónde los

mismos.

Los estudiosestructuralesrealizadoscon polisacáridosde liquenessebasan

principalmente en polisacáridos precipitados con solución de Fehling.

Empleandodichas técnicas,se obtuvo cierta separación(exceptoen las dos

especiesde Umbilicaria en las que no hubo precipitado),lo que nos indicó la

existenciadeal menosdosestructurasdepolisacáridosdiferentes.Sin embargo

los resultadosobtenidosno fuerondel todo concluyentesporquelas muestras

seguíansiendo heterogéneas,como revelaron los análisis de 1H-RMN y

metilaciónde lasfraccioneseluldasencromatografíadeexclusiónmolecular.

Mediantecromatografíade intercambioiónico de la fracción, FiS, sepudo

3 separar al menos dos fracciones (neutra y gradiente) de composición

heterogénea.Como alternativaa la purificación con cobre se empleó el 2-

U isopropanollográndoseseparardos nuevasfraccionesen todoslos casos(PPy

SP)que,engeneral,parecíanestarcompuestaspor un solo tipo depolisacárido.

U Los efectosdeestesolventeorgánico,actualmenteestudiadoen varioscampos

(Gaudiano,MC, 1999),son atribuidosa unabajadadela constantedieléctricay

U
aunainteracciónmediantepuentesdehidrógenoque,enel casodescritode las¡ proteínas,incrementaríala estructuraenahélice.Estasinteracciones,enel caso

de los polisacáridos,puedenser similaresa las establecidascon el cobredel

licor de Fehling en los aquellospolímero con enlaces (1—>6) o que tengan

estructurassimilaresy porello los resultadosobtenidosfueroncomparables.En

casi la totalidad de los casosestudiados,polisacáridosprecipitadospor este
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método(PP), tuvieron unacomposiciónsimilar a los precipitadoscon licor de

Fehling(PC), peroseobtuvieronde forma mássencillay sin interferenciasde

iones Cu que pudieran afectar enel análisisde la muestra.

En la familia Parmeliaceaese separóuna fracción neutra, minoritaria, de

composiciónheterogéneay una fraccióngradiente, mayoritaria,que eluyó en

tres picos. Al añadirpropanol,en la fracción neutra se obtuvo un pequeño

precipitadocuyamediaciónrindió granvariedadderesiduosentrelos cualesse

detectó—>3)- Glcp-(1-->y —>4)- Glcp-(1-->. Por ello sepensóqueeraunamezcla

de polisacáridosy dado su pequeñoporcentajese descartósu estudio. Los

3 precipitados(PP)de la fraccióngradientefueronmayoritariosy en los trespicos

seobservóquelos tiposresiduoseransimilarespero suabundanciavariaba.En

¡ el primerpico(FiSg(1) PV), la escasezde ácido glucurónicohalladoenP. glauca

hizo quesuespectrode IH..RMN fuera más simple por lo queseeligió parala

U interpretacióndesuestructurabásica.

En el sobrenadante de estas fracciones se detectaron otros residuos con

U abundancia de —>1)-Galf-(—>5 y —>1)-Galf-(--*3 que podrían pertenecer a un

3 polisacáridorelacionadocon el galactofuranoaisladoen el primer pico eluldo

de la columna de exclusiónmolecularde la fracción FiS SC. Debido a la

3 facilidad con queestostipos de enlacessedestruyenal realizar hidrólisis, se

deberíanrealizarmáspruebasparaconfirmarlo.

U
En las familias Cladoniaceaey Umbilicariaceae los sobrenadantesy

3 precipitadosde la fracción neutratuvieron una composición parecida a los de la

fraccióngradienteaunqueenestaúltima seencuentrenporlo generalmástipos

U de residuoso quizáotros componentesno polisacarídidcosquecompliquenla

¡ interpretaciónde los resultados.Los sobrenadantesy precipitadostambién

tuvieronen comúnqueen el primero sedetectómayorproporciónderesiduos

de Galf-(1---> y —>2)-Manp-(1—> mientras que en el precipitado eran más

abundanteslos residuosde —>6)-Manp-(1—>. En el casode las dos especiesde

Umbilicaria seconsiguióun pequeñoprecipitadoqueno se pudo obtenercon
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licor de Fehling. En las especiesde ClinJonia estudiadas,el sobrenadante(SP)

representóla fracciónminoritariamientrasqueen la familiaUmbilicariaceaese

observóque tenía un porcentajesiniiilar al del precipitadoe incluso, en las

especiesdel géneroUmbilicaria, constituíauna fracciónmayoritaria.Por todo

esto, se eligieron las fraccionesneutrasde estasdos familias paraanalizar,en

mayorprofundidadsuestructura.

FamiliaParmeliaceae:P. glaucay P. furfuracea

.

La estructurabásicadelpolisacáridodeestasdos especiescorrespondea la

del galactomananoaislado en la fracción de P. glauca FiSg(1) PP. Ésta se

describeen la Figura46.

Enellaseapreciaunaestructura,—>1)a-Manp-(6—>,bisustituidaen 0-2 y 0-4

por galactopiranosaa y ¡3 que ha sido descritapor Teixefra et al.1995 como

característica de un grupo de especies correspondientesa la familia

Parmeliaceae.Hasta el momento no ha sido aislada en ótros hongos no

liquenizados.

(a-GaIp)
1

2
[-÷6)-a-ManP-(1—>6)-a-ManP-(1-]

4
t
1

(¡3-GaIp)

Figura46. Estructurabásicapropuestaparalos galactomananosdeP. glaucay P.

furfuracea.

Este galactomananodifiere de otros descritosen especiesde esta familia

precisamenteen su simplicidad,ya queen otras ocasionespresentanademás

otrosresiduosterminalesdegalactopiranosa(Miceno et al., 1990).

La estructuradelpolisacáridoaisladoen el primerpico del gradientede P.

glauca Figura 46, resultó más compleja en el segundoy tercer pico al irse
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adicionandoa la cadenaprincipal de a-manosa-(1--*6),cadenaslateralescon

residuos de glucosa-(1--->3) y ácido glucurónico-(1--->3) que podrían estar

conectadosa la cadenaprincipalpor 0-2. Al reducirel polisacárido,los análisis

de mediación pusieronde manifiesto estos tipos de enlacey una buena

proporciónde residuosterminales/puntosde ramificación.Al no detectarse

glucosao glucurónicoterminalpodríainferirseque,si el polisacáridoestábien

mediado, la galactopiranosaseguirla siendo el residuo terminal de estas

cadenaslateralesprobablementecortas(Tabla6).

Los polisacáridosaisladosde P. furfuracea mostraron un espectromás

complicado con otras señalesdiferentes,aunqueconservandola estructura

característicadela Figura46. Los análisisdemediaciónmostráronla existencia

deal menosdos gruposde polisacáridos.En el primergrupo,los polisacáridos

precipitadosqueelulan en el leY y 2’> pico del gradiente,contendríancadenas

lateralesdeglucosa-(1--->3),ác.glucurónico-(1-->3)y algunasde ác. glucurónico-

(1—>2). Como sepuedeapreciarpor los análisisde MALDI-TOF (Figura 14),

realizados con estos polisacáridos después de someterlos a acetolisis, la

longituddelascadenaslateralesconteniendogruposácido eramuy variabley,

por el momentono sehapodidoaislaro determinarunaestructurarepetitivao

característicadelmismo.Al sercadenasmáslargasy enmayorproporciónque

en la>. glauca,cuando el polisacárido se redujo y selogró una mediación mejor, el

porcentajede residuos terminales subió (Tabla 7). Estos polisacáridosson

semejantesa los aisladosminoritariamenteen la fracciónA25 PC cuyaelución

en columna de exclusiónmolecular mostró por análisis de ‘H-RMN, una

composición heterogénea, debidoa las cadenaslateralescitadas.El segundo

grupo lo constituyó el o los polisacáridosque eluian en el tercer pico del

gradientey que son mayoritariosen estafracción FiS. Se diferenciaronpor

tener menor porcentaje de ác. glucurónico unido en (lA) y presentar

galactofuranosaunidaen(1—>5)en sucomposición.

Teixeiraetal. en 1994aislarondos tipos deglucogalactomananosde Evernia

prunastrí con unaestructurabásicasimilar a la descritaen la Figura46, quese
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diferenciabanprincipalmentepor su contenidoen grupos ácidos. El primer

¡ tipo, teníaun mayorPm y precipitabaconCetavlona pH 7,0. Presentabamás

ác. glucurónicoqueel segundoy ésteproveníadecadenasde—>3)-cz-GlcpA-(l--+

U ó ct-.GlcpA-(1—>3)-Glcp-.En el segundotipo de polisacáridosque precipitabaa

pH 8,5,describenotraestructuraoriginal de la especieEvernu¿prunastri,a-Galp-u
(l.-+2)-Glcp-, que se encontrabade forma másabundanteque en el primer
polisacárido.En los polisacáridosaisladosmediantenuestroprotocoloparece

que también hemos separado parcialmente, quizá por diferencias en Pm, dos

tipos de polisacáridoscondistintaproporciónde ácidoy hemosencontradoen

común el residuo —>3)-ct-GlcpA-(1-->. Sin embargo, se han detectadootras

U estructuras,lo que pone de manifiestoque estospolisacáridos,dentro de la
heterogeneidad observada, contienen elementos para diferenciar grupos de

U especiesrelacionadas.

Sin dudase hace necesarioun mayor estudiode éstos para constatarel

U grado de purificación al que se ha llegado.

U Familia Umbilicariaceae: L. vustulata. L. hisvanica, U. volvphvlla y U

.

3 crustulosa

.

En estafamilia sonescasoslos ejemplosde galactomananosestudiadospor

3 otros autores.Además,los protocolosempleadosen la purificacióndelos éstos

son diversos,con lo que sehacedifícil establecercomparaciones.En nuestro

caso, parece que el protocolo empleado purificó al menos dos tipos de

galactomananoscuyasdiferenciasgeneralesya han sido discutidasy como

hemosexpuesto,el estudiode la estructurasecentraráen lasfraccionesneutras.

En la fracciónFiSnSPla abundanciade galactofuranosahizo~necesariorealizar

unahidrólisisparcialqueliberaraestosresiduosdela cadenacentralo core para

estudiarla estructura.Éstasserepresentanen la Figuras47y 48.
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1
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a-Manp

D6~ ct-ManP-(ljf—*6)-ct-ManP-(1jJjj>6)-a-N’anP-(1-~
2

t
1

(a-Manp)
2
1
1

(a-Manp)p

2
1
1

(a-Manp)

L. pustulata:n+q21,p=O-2,m9

L. hispanica:n+q26,pO,m11

Figura47. Estructuradel core de los polisacáridosde la
especiesdelgéneroLasallia.

fracciónFlSnSPdelas

1
11

ct-Manp (a-Manp)
2
1
1

(a-Manp)

U. polyphylla:n21, q=1O, m=28

U. crustulosa:n25, q10, m=20

Figura48. Estructuradel core de los polisacáridosde la fracciónFlSnSPdelas
especiesdelgéneroUmbilicaria.

Se puedeapreciarque existenafinidadesen la estructuradel core de las

especiesdelgéneroLasalliapor unladoy por otro lasde Umbilicada.

Estas estructuras no han sido descritas anteriormente en hongos

liquenizadospero son similaresa los core quepresentanotros hongosde vida

libre. Más exactamente,el espectrodel core de U. polyphyllá es semejanteal

descritoen 1. leycettanuspor Domenechet al. (1999)y el deL. pustulataal deE.
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crustaceum.Por acetolisisy análisisde MALDI-TOF sepudo comprobaren L.

pustulata la gran variabilidad en longitud de todas cadenaslaterales.Esta

técnicanos sirvió de ayuday fue complementariaa los análisisde ‘H-RMN,

paraconocerla longitudy proporcióndeestascadenaslaterales.

La metilacióny la hidrólisis del polisacáridoFllSn SP puédeno ser total

(como sedesprendede la mala relaciónterminales/puntosde ramificacióndel

polisacáridoentero),por lo que serequierenmásanálisispara determinarla

estructuracompleta.De todasformas se puedeapreciarque las cadenasde

galactofuranosalateraleso de galactofuranosaterminalunidasa esteesqueleto

porvariospuntosdanunagranla variabilidadespecífica(verTablas16 y 17).

Respectoal polisacáridode la fracciónFllSn PP.seha podido esquematizar

partedela estructura.Éstaserepresentaen la Figura49.

6)-a-Manp-(l-3 E6YaManP~íd I6)-ck.Manp~(1A~->6)-a-Manp-(1—*E 2 u nt2tv’
1 -t
1 1

(I3-Galflr (a-Manp)s
5

1
1

(f3-GalJ)
L. pustulata:n= ,m=,p ,r= ,s U. polyphylla:n ,m , p ,r ,s

L. hispanica: n ,m , p ,r ,s U. crustulosa:n ,m , p ,r ,s

Figura49. Estructuraidealizadapropuestaparael polisacáridode la fracción
FiSnPPdelascuatroespeciesestudiadas.

Los espectrosde IH4IMN fueronsimilaresenlos cuatrocasos,permitiendo

3 constatarla presenciade cadenasde galactofuranosacon uniones (1—*5) y

probablemente(l—>6), sobretodo en los polisacáridosdeLasallia, quedebidoa

U la hidrólisisempleadaen la metilación,sedesfrutany no erandetectadosen los

¡ análisis.Peroademásde estascadenas,el polisacáridocontieneotros tipos de

enlaceque no se representanen la Figura NM y han sido detectadospor

metilación. Los tipos de residuosen las dos Lasallias parecensimilaresy son

másnumerososque en las Umbilicarias. Ademáshay que teneren cuentalas



Discusiónl49

diferentesproporcionesde las fracciones,y en Umbilicaria FlSn PP es un

porcentajemáspequeñoqueenLasallia (Tabla15). ¡

En los trabajosrealizadospor Kj0lbergy Kvernheim(1989) en dos especies

L. pustulatay U. spodochroa,aíslan de manerasimilar a la empleadaen este

estudio, galactomananoscon tipos de residuosdeterminadospor mediación

similares a los obtenidos en la fracción FiSn PP. También constatan

variabilidaddelos residuosde lascadenaslateralesentrelasdosespecies.

Parece difícil comprender por qué presentanestos polisacáridos tan

relacionadosunagran variabilidaden las cadenaslateralespero posiblemente

podríanrepresentarun marcadortaxonómico,quizáanivel de especie,aunque

un estudiomásprofundode lasestructurashalladasy conmayorn0 deespecies

seríanecesario.

FamiliaCladoniaceae:C. rangiformis,C.foliaceay C. iberica ¡

El materialaisladoenla fracciónFISnPPparecíaestarcompuesto,segúnlos

análisisde IHÁRMN por unglucogalactomananomayoritariocuyaestructurase

esquematizaenla Figura50.

(a-Glcp)
1

2

t
1

(f3-GaIp)

Figura50. Estructurabásicapropuestaparalos glucogalactomananosde lastres

especiesdeCladonia

La presenciade glucopiranosaterminal seconfirmó por el métodode Gray

(1978) Otrostipos deenlacesminoritarioscomo13-Galf-(l—> y a-Manp-<1—>2)se

detectaronpero probablementeprovinierande otro polisacáridocuyacadena

centraltambiénseademanosaen(1—>6). Estosepuedededucirsicomparamos
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los resultadosdel análisisde metilaciónde los precipitadosy sobrenadantes.

Tampoco se puededescartarla presenciade un tercer tipo o variedad de

polisacáridoen el quela glucopiranosaterminalde la estructuradela Figura50

tengaconfiguraciónji. A pesarde todo esto,algunasconclusionesgeneralesse

puedenapuntar.

Comoen los casosde las familias anteriores,los análisisde metilaciónnos

indicaron que los polisacáridoseranparecidospero poseíandiferenciasen la

proporcióndesuscadenaslaterales.Por‘H-RMN el polisacáridomáscomplejo

parecióserel deC. foliaceay los polisacáridosmásparecidosy algomássimples

fueronlos deC. iberica y C. rangiforis.

En los trabajosde Iacomini et al., <1985) y Woranovicz et al., (1997) con

especiesdel géneroCladonia se determinaronfragmentosde estructurasde

estos polisacáridos(ver Introducción) pero en ningún caso los fragmentos

propuestoscoinciden con el descrito en la Figura 50. Dicho fragmentode

estructuradifiere en el monosacáridode glucosa,queellos determinancomo

manosa.En el protocolo seguido para el aislamientode los polisacáridosu
Iacomini et al. y Woranoviczet al. emplearonla precipitacióncon soluciónde¡ Fehling y una posteriorcon Cetavlonen la que separan¡ los polisacáridos

neutrosqueutilizaronparael análisis.Probablementeestasdos purificaciones

¡ no seansuficientesparaaislar un solo tipo de polisacáridoy por ello, comoen

nuestrocaso, no se pueda proponeruna estructuraenteradel mismo. Del

¡ mismo modo, se han podido aislar mayoritariamentedos polisacáridos

diferentesy por ello no coincidensusestructuras,por lo que estudiosmás

completos son necesarios.

3. ESTACIONAUDAD EN LAS FRACCIONESDEP. PUREURACEAY L. PUSTULATA

Como premisas se consideraque, por una parte, cada fracción se ha

purificado de maneraqueposeeun tipo determinadode pblisacáridoy, por

otra, quecon el protocolode fraccionamientoempleadolos polisacáridoshan

sidoextraídosdeformasucesiva,segúnsudisposicióno accesibilidadenel talo.
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Dado quecadapolisacáridopresentaunaspropiedadesquímicasy tieneuna

función en el talo, un cambio porcentualde estas fracciones podría estar

influyendo,por ejemplo, en la capacidadde reteneragua,en la relaciónalga-

hongoo enel crecimientode éste.Por todoello, la discusiónde los resultados

obtenidosdebe representaruna interpretaciónde los cambios observados,

considerandoque no puedeexcluirsela posibilidadde queéstospodríanser

modificados(o corroborados)al realizaranálisisdecomposicióncompletosoal

incrementarel númerodeespeciesy observaciones.

En estetrabajosehancomparadodostipos detalosdiferentesparaintentar

verificar la existenciade un patrón general de variación estacional,dadoque

cambiosmásespecíficosrequeriríananálisismásexhaustivos.Seeligió, por un

lado, la especieP. furfuracea, por presentar gran plasticidad fenotípicay su

variabilidad estructural entre poblaciones ha sido constataday está

directamenterelacionadaconcambiosambientales(Rikkinen,1977).Por otro, la

especieL. pustulata. que tambiénpresentacierta variabilidad estructural,así

comonotablesdiferenciasencuantoasupatróndeseleccióndehábitatrespecto

a P. furfuracea. La comparación entre especies de diferentes hábitats

(perennifolio de Pseudeverniavs. marcescentede Lasallia) permite además

realizarinferenciasacercadelpapeldela radiaciónlundnica(cuyavariabilidad

esmayor antónimosal hábitat de Lasallia) en la producciónpolisacarídica.

3.1. Relacionesentrelasdistintasfraccionesy lasvariablesambientales

Comparandolos resultadosobtenidosal realizarlas correlacionessimplesy

el PCA conlas fraccionesparalas dos especies(P. furfuraceay L. pustulata),se

puedenapreciarqueéstosson semejantes.Medianteel PCA, no obstante,se

pudieron observaralgunasrelaciones no detectadasmediantecorrelaciones

simples. Por ello, éste segundo método multivariante ofreció mayor

informaciónacercade la covariaciónde los pesosde estasfraccionesa lo largo

de los dosañosdeestudio.

Los resultadosde los PCAs realizadoscon las fraccionesextraídasde L.

pustulata y P. furfuracea, respectivamente,fueronbastantesimilares.En los dos
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casosseobtuvo un primerfactorqueagrupó,principalmente,lasfraccionesAl

y FO, ambossobrenadantes,conunacomposiciónbastantediferentedelrestode

las fracciones.Esta es la razónmás probable que explicarla estacovariación

temporalentrelas dos fracciones.El segundofactor establecióun gradiente

entrela fracciónFiS y dos fraccionesmásinternas,diferentesencadaespecie

(Fil en Pseudeverniay F2 en Lasallia). El tercerfactoragrupó,en los dos casos,

las fraccionesextraídascon aguacaliente (A2 para Lasallia y A2S, MI en

Pseudevernia),de nuevo con fracciones internas pero, al contrario que en el

Factor2, estasfueronel residuoF2, enP. furfuraceay Fil enL. pustulata.Estas

correlacionespodríanestarindicandoque las variacionesen el pesode las

fraccionesson, por unaparte,debidasa diferenciasen su composicióny por

otra, que a pesarde que las fraccionespresentanporcentajesde pesorespectoal

talo diferentes(véaseFiguras 9 y 21), sus funcionesen el ¡ talo podríanser

similares. A pesar de que estepatrón de cambio también podría ser debido a

erroresen la extracción,ello no pareceprobabledebido a que, en tal caso,

tendríanqueocurrirdeformasimilarenlos dos años.

Parecemucho más probable que la variabilidad observadarespondaa

diferenciasen lascondicionesambientales.Paraverificar ésto,dos importantes

variablesambientalessecorrelacionaron,por unladocon lasfracciones(Tablas

25 y 33) y, porotro, conlos valoresdelos Factoresobtenidosenel PCA (Tablas

27 y 35). Los resultadosobtenidosnos proporcionaroninformacióndiferente,

aunqueno contradictoria.En un caso,el gradientedevariaciónobtenidoen el

PCA no estuvocorrelacionadocon ningunadelasvariablesambientales.Estose

observóencasodelFactor2deL. pustulata(enel queserelacionalasfracciones

FiS y F2). Más adelantese incidirá de nuevoen esteresultádo.El casode la

correlacióndelFactor1 del PCA realizadoparaPseudevernia,(que agrupó por

unlado, lasfraccionesA28, A21 frentealasfraccionesAl y FO) conlasvariables

ambientales resultó más difícil de interpretar,ya que se observóuna débil

correlacióncon la precipitación.Enestosdoscasos,la variaciónobservaday las

relacionesentrefracciones,podríanser causadaspor otros factorescomo el
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en esta localidad), los glucanos A2S, A21 en P. furfuracea se relacionan

directamentecon la precipitación.Del mismomodoqueen el casoanterior, la

fracciónmásinterna, Fil fue menosabundanteen los mesescon temperaturas

elevadasy más producida en el talo en los mesesmás fríos. El peso de los

sobrenadantes(Al y FO) se relacionópositivamentecon la precipitación.Esto

muestra una variación estacionalde los pesosde estas fracciones (cuyos

componentesmayoritariosson glicoproteinas y lípidos),quehasido estudiada

por otros autores (Hagemanty Fahselt 1986;Dembitsky etal. 1993).

3.2. Análisis de la variación estacionalmedianteanálisis de la varianza

El porcentajede correlaciónde una fraccióno Factorde un PCA con una

variableambientalno fue muy elevado. Por tanto se podtlan aducir otras

interpretaciones que explicaran (también parcialmente) los resultados

obtenidos.Por ello, fue precisoun análisis detalladode la variaciónestacional

de los pesosde lasfracciones.

3.2.1. Variacionesestadonalesy poblacionalesde P. furfuracea

En estecasoseestudiaron dos localidades,y al comparar las proporciones

de las fraccionesrespectoa este factor poblacional, se observóque, en la

mayoríade los casos,existíandiferenciassignificativasqueocurríande forma

constantea lo largo de las 8 estacionesde los dos añosestudiados.Respectoa

las fraccionesA21, FiS y F¿ su pesoseco resultó mayor en la población de la

PresadelPradilloqueenValsain.Enel casode la fracciónFil seobservómayor

proporciónen Valsain que en la otra localidad,y para la fracción A2S las

proporcionesfueronsimilares.Estosresultadospodríanestarrelacionadoscon

un cambio estructural del talo, adaptadoa las diferentes condiciones

microclimáticasdecadalocalidad,y nos darlaunaideadela consistenciade la

variaciónestacionalobservada.

FraccionesextraídasconaRua

Aunque la fracción A2S y la precipitación estén correlacionadas,las

proporcionesde la fracciónA2S sólosevenmodificadassiexistegranvariación
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en las condicionesambientales.Es muy probablecondicionesmenosextremas

no llevaran consigo un cambio en la producciónde esta fracción. Esto se

desprendedel análisis de las variaciones estacionalesde esta fracción.

Únicamente se observaron diferencias estacionales en el primer año en la

localidadde Valsain. Ello podría explicarseatendiendoa quela precipitación

fue másabundanteenel primerañosobretodo enestalocalidady no enla otra

(Presadel Predillo). De todasformas,como la composiciónde estafracciónes

algo heterogénea, (aunque esté compuesta principalmente isoliquenano), con

los datosde que se disponeno es posibleconfirmar si el incrementoen los

mesesde Primaveraesdebidoal aumentoen la producciónde esteglucanoo

aldeotroscomponentes.Porotra parte,A25 fuela únicafracciónparala queno

seobservarondiferenciaspoblacionalesal analizar los dosañosconjuntamente.

No obstante,estotambiénsejustificarla enbasea quesu proporciónenel talo

es pequena y. por tanto, sólo cambiarlacuandolas condicionesambientales

fueranextremas.

Las variacionesestacionalesy poblacionalesobservadasen el caso de la

fracciónA21 fueronmásconstantesy, además,representaronunaproporción

mayoren el talo quela fracciónA25. Perola interpretaciónde los resultados

obtenidosparaestafraccióndebetenerencuentala relaciónexistenteentreesta

fracción y el residuo F2, ya que las variaciones de las fracciones,ademásde

dependerde las condicionesatmosféricas,dependendel nuevoincrementoen

biomasadel talo. Sin embargo,dadoqueno seposeendatosde la composición

exactadecadafracciónen los distintos mesesdeestudio,lasexplicacionesmás

plausibles pueden ser dos.

Primero, considerandoque la composiciónde la fracción A211 sería más

homogéneaquela deA2S, suvariaciónsi podríaser atribuidaaun cambioen

la produccióndeglucanopor partedel hongo,promovido,al menosen parte,

por la variación en la precipitación. Estimando que A21 puedeser material en

parte extracelular(al ser un glucano extraído con agua caliente) y F2 una

medidadel incrementodela biomasa(al contenerel complejoglucano-quitina»

las variaciones observadas podrían explicarse en base a un cambio lento, en el
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quela bajaprecipitaciónen Veranoprovocaríael comienzode la movilización

de estosglucanos,que llegaríana un mínimo en Otoño. En estaestaciónlas

condiciones ambientales son favorables (precipitación y temperatura

moderadas), para que exista crecimiento. De este modo, observamos cómo se

alcanzaun máximo en la proporciónde F2 en estemomento.En Primavera,

dondelas condicionesson tambiénfavorables,y teniendoen cuentael nuevo

incrementoen biomasa,seacumularíanprecursoressuficientesparaaumentar

la cantidaddeestematerial(A21).

La segundaexplicaciónseríaquela disposiciónde los materialesvaríea lo

largode las estaciones.En OtoñotantoMS comoA21 seríanmásdifícilmente

extraídoscon agua calientey su proporciónsería menor que en las otras

estaciones.Al quedarseretenidosestospolisacáridosenel talo incrementarían

la proporciónde Fi Tambiénpareceríalógico que estuvierarelacionadode

alguna maneracon Fil, al ser una fracción polisacarídicade composición

similar y que se extraea continuaciónen el protocolo, pero esto no se ha

observadoy, por ello, la explicación de la disposicióndiferencial de los

materialessedebeconsiderar,apriori, menosprobable.

La fracción sobrenadante,Al, podía contener gran cantidad de

glicoproteinascon unaaltapropociónde parteglucidicaya quesepresentóen

el talo en gran proporción y, por ello, seestudiósu variaciónestacional.Los

análisispusierondemanifiestoque,aunqueexistíacorrelacióninversaconMS

y A21, el patrónde variaciónestacionalno fue exactamenteel contrarioal de

estas fracciones. Ello sugiere que cada fracción se comportaríade forma

independiente,siemprecondicionados,enparte,porlasvariacionesclimáticas.

Fraccionesextraídascon álcali

El conjunto de fraccionesFiS y Fil pareceteneruna variaciónparticular

muy relacionadacon los cambiosambientalesen precipitacióny temperatura.

Lacomposición(galactomananosy ¡3-(1-->3) (1—*4) glucano,respectivamente)y

disposiciónmásinternade lasmismasnos indicaque,probablemente,seanlos

constituyentesestructuralesde la pareddel hongo y, por ello, cambiosen sus

proporcionesestaríanligadosacrecimientocelular.
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La fracciónFiS presentóunadisminuciónen pesoen Invierno respectoa

otrasestacionesen relaciónconun aumentodela precipitacióny un descenso

enlastemperaturas.Lasvariacionesestacionalessólomostraronla existenciade

diferenciassignificativas el primer año, y la precipitaciónen éste fue más

abundantequeenel segundo.Estasvariacionesno sevieron anuladaspor las

de otrasfraccionesextraídascon álcali, por lo queparecentenerconsistencia,

aunque siempre teniendo en cuenta el estado del talo. Al no conocer

exactamentela composiciónde estafracción,no tienesentidoespecularsobre

cual de sus componentees el responsablede las variacionesobservadas,

aunquese ha demostradoque hongosque contienenmás de un tipo de

mananos,comoes el caso,la proporcióndeéstospuedevariar segúnel medio

de cultivo (Gorin et al. 1969). Análisis preliminares de la composición en

polisacáridosenVeranode estafracciónhanmostradoquela complejidaddel

galactomananoquela constituyeesmayoren la poblacióndeValsainqueen la

dePresadel Pradilio. El componenteácidodeestafracción,por el contrario,es

mayor en Presa del Pradillo que en la fracción aisladade la población de

Valsain. Estos resultadosnos indican que la heterogeneidadde la fracción

podríaserdeterminadapor la variaciónde las condicionesambientales,pero

sin dudaesnecesariounestudiomáscompleto.

La variación estacional del peso de la fracción Fil está directamente

relacionadoconla variaciónde la fracciónFiS.Noobstante,no sevenanulados

por ella (al realizar un ANCOVA de Fil con FiS como covariante las

variacionesson significativas) y tienenbase en las variacionesambientales

(Tabla31). Por su composiciónheterogéneaen galactomananosy glucanos.el

cambio en su proporción es difícilmente justificable si no conocemosque

polisacárido!s varía!n.

A la vista de la estrecharelación entre FiS y Fil, también se puede

argumentarque a lo largo de los mesesse haya producido una diferente

solubilidad en agua de los compuestosextraídoscon álcali y que ésta ha

coincididocon los cambiosclimáticos.Ésto sepodríajustificar si a lo largo de

las estacionesexistiera una producción de galactomananoscon diferente
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solubilidado si éstosse dispusierande forma diferenteen la paredde modo

queunasvecessonmásaccesiblesqueotrosy seextraenmejor.

FracciónresidualF2

Las diferenciassignificativasobservadasen las variacionesestudiadasde

estafracción nos indican la existenciade un incrementoen hongoy algaen

Otoño(lo quepuedevenircorroboradoporel ligero incrementoparalelode Fil

comocomponentedela paredfúngicacon F2). A ello le sigueunincrementode

las fracciones ricas en glucano (MS, A21), como se compruebacon las

relaciones establecidas en el factor 3 del PCA.

3.2.2. Variaciones estacionales de L. vustulata

Conlos análisisdecorrelacionessimpley múltiple seconstatóla existencia

deescasasrelacionesentrefracciones(Figura52), e inclusola relaciónentreFIS

y M no estaba a su vez correlacionadacon la temperaturáo precipitación.

Mediante los distintos modelosempleadosparael análisis de la varianzase

intentó constatar cómo era la variaciónde los pesosde las fracciones que se

relacionabancon las variablesambientalescitadasy, en los casosrestantes,si

existíancambiosconstantesen lasproporcionesen los dosañosde estudioo st

por el contrario,estavariacióneraal azar.

Fracción extraída con agua

El patróngeneralde variaciónobservadoparaestafracción (M) estámuy

relacionadoconla temperatura.Al no estarcorrelacionadodirectamenteconla

fracciónFil, seconfirmala importanciadedichofactorcomoposiblepromotor

de procesosde cambio (véaseel factor 3 del PCA, Tabla 35) que en último

términovendríandadosporel crecimiento.Lamentablementeno conocemoslas

proporcionesdeglucanos¡3-(1—>3) y 13-(1--+6)de lasfraccionesaquírelacionadas

y las interpretacionesde los resultadospuedenservarias.

Comparandoestepatróncon el descritoparaPseudevernia,las similitudes

son claras y la diferenciaestribaen la estacióncon menor proporción de

glucanosextracelulares(Otoñoen Pseudeverniae Invierno en Lasallia). Por ello,

unaexplicaciónposibleseríaal considerarlas fraccionesM y Fil (dela misma
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forma queenel casode P. furfuracea)comomaterialde reservay constituyente

de la paredfúngica,respectivamente.Los glucanosdereservao materialcapaz

de retener agua serían sintetizadosen las condicionesmás favorables de

Primavera(se observaun máximo en la proporciónde M y por tanto, una

disminuciónrelativade Fil). En las condicionesdesfavorablesde Invierno, Al

se metabolizarla,aumentandode este modo la proporción relativa de Fil.

Otoño se podría considerar como la estación en la que se producirla un

incrementoen pesode las fraccionesdedisposiciónmásinterna,F2 y Fil, lo

que puede indicar un incremento en biomasa (tanto para Lasallia como

Pseudevernia)y porello no essorprendenteunincrementotambiéndeel pesode

Al. En Veranola cantidadrelativadeAl en el talo fue muy variable.Segúnla

Figura 37, el primer año dicha proporción fue escasa,mientras que en el

segundo fue bastante mayor. Esto también nos indicarla una tendencia,

semejanteala de la fracciónAl dePseudevernia,a mantenero ir disminuyendo

suproporciónenfuncióndelascondicionesambientales.

Porotraparte,otraexplicaciónquejustificarlaestecambioesqueal serdos

fraccionesque hansido extraídasde forma consecutivapor el protocolo, el

cambiopuededebersea unadisposicióndiferenciala lo largode lasestaciones

del ji-(l—>6) glucano(pustulano).Así, en Otoño, el material sintetizadosería

másfacilmenteaccesible,incrementandosu proporciónenla fracciónextraída

conagua,disminuyendoenla fracciónmásinterna(Fil) (aunquenototalmente,

ya que como hemosvisto antes, tambiénse observaun incremetode esta

fracción). En Invierno, estecomportamientoseríael contrario encontrándose

mayorproporciónen la fracciónAl queen Fil. En la Primavera,debidouna

nuevadisposiciónde material,(similar a la situaciónobservadaenVerano)se

produciríaunincrementode la fracciónAl.

Fracciónextraídaconálcali y residuofinal

Las fraccionesFiS y F2 estánrelacionadasinversamente,pero no ha sido

observadoquedicho cambioestéfundamentadoen la variacióndetemperatura

o precipitación.El análisisdela varianzamostróqueúnicamentela fracciónF2

presentabavariaciónestacionalconsistentedurantelos dos añosestudiados,y
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que esta variación no era anuladaal incluir covariantesen los modelos

empleados.La fracciónFiS, por suparte,no presentódiferenciassignificativas

entre estacionesy la variación no fue constantedurante los dos años. No

obstante, para a unainterpretacióncorrectadel significadode la variación de

F2, incluyendo su relación con FiS, de nuevose planteael problemade no

conocerla composiciónexactade cadaunade las fracciones.Sin embargoes

posibleplantearcomo explicaciónque al ser dos fracciones(FiS y F2) de

composicióny proporciónen el talo diferente,tambiénpuedeninfluir en su

variación estacionaldiversos factoresambientales,como la temperaturao la

precipitacióno comola radiaciónlumllnica.

Todo ello plantea que esta línea de investigación puede dar nuevos,

interesantes y esclarecedores resultados en el futuro que nos ayuden a

comprendermejor las relacionesentreestos organismosy su medio a nivel

fisiológico.

3.3. Variacióncualitativadela fracción FiS deL. pustulata

Mediante la ifitración en gel de intercambio iónico se observóque los

polisacáridosde esta fracción teníanel mismo comportamientoal eluir en

columna.La composiciónen monómerosneutrosde estasfraccionesrealmente

no sufrió unavariaciónconsiderableenlos dosañosdeestudioy parafinalizar,

los espectrosde 1H..RMN de las fraccionesprecipitadas(FiSnPPy FlSg PP)

con propanol(Figura 44) mostraronlos mismospicoscaracterísticos,descritos

en el apartado2.9 de Resultados.Aunque los espectrosde ‘H-RMN de las

fraccionessobrenadantes(FiSn SPy FiSg SP) no se recogieron,con estos

resultados se prueba en esta especie que, por un lado, el galactomanano aislado

tiene una estructuraconstanteen el tiempo y por otra, que el método de

aislamientoempleadoesrepetitivoy fiable.
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1. Se purificaron y caracterizarondiversos tipos de glucanosen todas las

especiesestudiadas.

a) En la familiaParmeliaceaeseaislarontrestipos:un glucanolineal solublea-

(1—>3)-(1—>4) con proporcionesde los enlaces2:1 (tipo isoliquenano),en P.

furfuracea y P. glauca. Un glucano lineal insoluble ct-(1—>3)-(l--*4) con

proporcionesde los enlaces1:2, enP. glauca. Y por último, un glucanolineal

insoluble(tipo liquenano),¡3-(1—>3)-(1—*4) con proporcionesde los enlaces

2:1 enP.furfuracea.

b) En la familia Umbilicariaceae,se aisló de todaslas especiesun

glucanolinealparcialmenteacedado(pustulano).

c) En la familia Cladoniaceaese aisló un a-(1—>3)-(1—>4) glucanoramificado

insoluble(tipo nigerano).

2. Sepurificaron galactomananosaisladosde la paredcelulardel ntcobionte,

comprobándosequeen todos los casosexistíamásde un polisacáridode este

tipo encadaespecie.

a) En la familia Parmeliaceaesepurificó un polisacáridode P. glauca, con la

estructuradescritaen la Figura46. En otros polisacáridosaisladosde lasdos

especies(P. glauca y P. furfuracea) dicha estructurase hacemáscompleja,

mostrandootras cadenas de galactofuranosa,a-(1--->3)-glucosay ácido

glucurónico.

b) En la familia Umbilicariaceaese purificaron al menos dos tipos de

galactomananospara cada especie estudiada.La estructura del core,

detalladaen las Figuras47 y 48, mostrósimilitudes entrelos géneros.La

estructuradel polisacáridoFlSn PP se muestraen la Figura49. De los

análisis se desprendela variedad en las cadenas laterales de estos

polisacáridosquecomplicanla interpretaciónde los resultados,pero que a

su vez muestran la posibilidad de emplearlos como marcadores

taxonómicos.
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c) En la familia Cladoniaceaese caracterizó parcialmenteuna estructura

reseñadaen Figura 50, no descrita previamenteen otras especiesde la

familia.

3. Los polisacáridosdel talo, aislados y caracterizadosen este trabajo,

muestran diferencias en composición y estructuras entre sí y con los

polisacáridosdescritosen otros grupos.Dentro de su diversidadpresentan

característicascomunes que demuestranel parentesco de los géneros

estudiados.Sonexcelentesmarcadoresquepuedenayudara la delimitaciónde

grupostaxonómicosy podríantenervalor filogenético.

4. Para investigar si existía variación estacional de los porcentajes que

representabanlas distintasfraccionesextraídasde la pared, se eligieron dos

especies,L.pustulatay 1’. furfuracea. Se observó que existía dicha variación

estacionaly que los resultadosobtenidosel primer año se repetíanen el

segundo.Estatendenciasevio relacionadaconlasvariacionesde temperaturayE
precipitación, lo que indica que las condiciones ambientalesafectan a la¡ produccióndepolisacáridos.

5. Seencontrarondiferenciassignificativasentrelos pesosde lasfraccionesde

U P. ft¿rjúracea de la localidad de Valsain y los de la Presadel Pradillo. Estas
diferenciasinterpoblacionalesfueron constantesa lo largo del año y pueden

U producirsepordiferenciasambientalesexistentesentreambaslocalidades.

6. Los glucanossolublesen agua calienteproducidospor las dos especies

U parecen ser más abundantesen condiciones de alta temperaturay baja

precipitación(Verano), proponiéndoseun papel de proteccióno reservadeu
estospolisacáridosfrenteal estrés.La fracciónresidualquecontieneel complejo
glucano—quitina del micobionte y paredes del fotobionte, incrementa su

proporciónen la estaciónfavorable(Otoño),lo queindicaríaqueel crecimiento

del talo seproducepreferentementeenestaépoca y podríahacerseutilizando

parcialmentelos glucanos.

7. El pesode la fracción que contenia polisacáridosdel tipo galactomanano

varió de forma diferente en las dos especies,probablementepor su distinta

proporciónenel talo. EnP. furfuracea, la variaciónparecemuy relacionadacon
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las condicionesambientales.En L. pustulatala composicióny porcentajedeésta

parecebastanteestableconel tiempo(Figura44).

8. En este trabajo se sugiereque la sintesisde algunospolisacáridosestá

influenciada por las condiciones ambientalesy podría considerarseun

¡ mecanismodeadaptaciónal medio.

U
u
u
u

u
U
u
u
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