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Los hongosson organismoseucarióticos,heterótrofosy carentesde clorofila. Este

amplísimo filum tiene representantesprácticamenteen todos los hábitatsde la Tierra y

muchoshongosson de gran importanciamédicao económicaparael hombre,Dentro de

este inmensogrupo de microorganismos,los hongosfilamentosossecaracterizanpor

presentaren su estadovegetativo una seriede filamentosmicroscópicosmáso menos

alargadosy tabicadoso no. Estos filamentosrecibenindividualmenteel nombrede hiTas

y en conjuntoel de micelio.

El estudio sistemáticode los hongos comenzóhaceapenas250 años, pero este

grupo de organismoses conocidopor el hombredesdehacemilenios, Su ubicuidady el

elevadonúmerode especiesqueabarcanleshacedesempeliarunamisiónprimordial en los

cambios,lentos peroconstantes,que ocurrenen nuestroentorno,

En la Naturaleza,los hongosjueganun papelimportanteen la descomposiciónde

la materiaorgánicay son responsablesjunto a las bacteriasdel reciclaje del nitrógeno,

carbonoy otros elementosvitales, Entre ellos hay multitud de parásitosde plantasy

animales.Por otra parte,numerosasespeciesde hongosposeenun gran valor económico,

debido a la enormevariedadde metabolitosque puedensintetizar:alcoholes,antibióticos,

enzimas,ácidosorgánicos,polisacáridos,etc, Por estarazónse utilizan en gran númerode

fermentacionesindustriales y tienen en la actualidad gran importancia en Biología

experimentalpuestoque muchosde los resultadosobtenidosconellos puedenextrapolarse

a sistemassuperiores.

El principal componenteestructuralde estosmicroorganismoses la pared

celular. Esta es unaenvoltura que rodeaal protoplastoy confiere a la célula su forma
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característica.La membranaplasmática,que es la barreraosmóticadel microorganismo,

es incapazde soportarlas variacionesosmóticasdel medioy se romperíacon facilidadsi

no tuvierala protecciónque representaunaparedcelularrígida. Así pues,podemosdecir

que la pared celular constituyeuna cubiertarígida quedeterminala forma de la célula,

protegeal citoplasmade las variacionesosmóticasdel medio y proporcionaprotección

frente a factoresambientalesadversos(Mahadevany Tatum, 1965; Villanueva, 1966).

Podríamosconsiderar la pared celular fúngica como el producto de evolución del

glicocálix, o capade polisacáridos(solos o asociadosa proteínas)querefuerzay confiere

resistenciaa las membranasplasmáticas,haciaun verdaderoexoesqueleto.

La paredcelularno puedeconsiderarsecomounaestructurainerteya queparticipa

en fenómenos activos de superficie como permeabilidad,resistenciaa antibióticos,

respuestainmunee interacciónentrecélulas.A estecarácterdinámico sesumael hecho

de que en ciertas circunstanciasocurren en ella fenómenosdo síntesise hidrólisis del

material que la constituye.La hifa necesitaque los polímerosque formar suparedsean

modificadosdurantesu crecimientoapical, ramificacióny germinación.

Existenmarcadasdiferenciasquímicasy deestructurafina entrela paredcelularde

una célula procarióticay la de unaeucariótica.Estasúltimasdebenla rigidez de su pared

a las microfibrillas de polisacáridos, de las que carecen los procariotas. Dichas

microfibrillas estánformadaspor la asociaciónde largascadenasde azúcares(actuandoa

modo de varillas rígidas) y se encuentrancementadaspor materialesamorfos (lípidos,

proteínasy distintos tipos de polisacáridos)quea menudopuedensepararsequímicamente

sin alterarla forma dela pared.Por lo tanto, la paredcelulareucarióticasepuedecomparar

1
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al hormigónarmado,queestácompuestode un armazónde varillas de aceroy unamatriz

de cemento.

Entrandoen mayordetalle,la paredfúngicaestácompuestapor glúcidos,proteínas,

lípidos, pigmentosy salesmineralesen ordendecrecientede abundancia.Los azúcares

constituyen,por si solos,másdel 80% del pesosecode la paredy de ellos esla glucosa

la queseencuentraenmayorproporción,acompañadadeglucosamina,galactosaymanosa,

Pueden encontrarsetambién cantidadesvariablesde otros hidratos de carbono menos

abundantesy restringidosa determinadosgrupostaxonómicos,comogalactosamina,ácido

glucurónico,ramnosa,xilosa, arabinosa,ribosay fucosa.

Los monosacáridossehallanasociadosen la pareden forma de polisacáridos,que

puedenser de varios tipos: homopolisacáridos,heteropolisacáridosy glicoproteinas.La

naturalezaquímica de los polisacáridosde la pared o las combinacionesde dichos

polimerosvaría segúnel grupo taxonómicode los diferenteshongos(Bartnicki-Garcia,

1968), Por otra parte, analizandola ultraestructurade la pared(Bracker, 1967; Troy y

Koffler, 1969; Hunsley y Burnett, 1970; Burnett, 1976) se han encontradotambién

analogías,comopor ejemplo la existenciade dos capas,una internaquecontienequitina

o celulosaembebidaen otros polimerosy unacapaexterna.La capaexternaessolubleen

álcali diluido, quedandola capainterna comoun residuo insoluble.Existen técnicasde

fraccionamientoquepermitensepararlos distintospolisacáridosde la pared.

Uno de los métodos de fraccionamiento más empleadoses el descrito por

Mahadevany Tatum(1965) o algunade susvariantes.Basándoseen estatécnica,Sietsma

y Wesselsdescribieronen 1977 los principalespolimerospresentesen la paredcelularde

1
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Schizophyllumcom,’nune.Estos mismosautores(Wesselsy Sietsma,1981)realizaronuna

clasificacióngeneralde los polímeros más importantesqueseencuentranen las paredes

celularesde los hongos:

- R-glucano o B-(L—*3) Glucano. Posiblemente,es el tipo de polímero más

ampliamentedistribuidoen lasparedescelularesfúngicas,y cuandoestápresenterepresenta

entreun 15 y un 30%de los polisacáridosde la pared.Es insolubleen álcali y pareceestar

íntimamenteligadoala quitina.Al hidrolizarlocon 13-(l---*3) glucanasaspurificadasselibera

gentobiosa,un disacáridoB-(1—*6). Estehechoponedemanifiestola presenciade estetipo

de enlacesen el R-glucano. Sonnenbergy col, demostraronen 1985 en las paredes

celularesde Sch¿zophyllumcommunequela fracción conocidacomoR-glucanoconstaen

realidad de dos polimeros diferentes. Tras eliminar enzimáticamente la quitina,

consiguieronsolubilizarel fS-glucano,obteniendounaporciónsolubleen aguaquecontenía

enlaces13-(1--*3) y 13-(1--*6), y unafracción solubleen álcali formadaexclusivamentepor

enlacesJ3-(1-—*3).

- 5-glucanoo a-(1—+3) glucano. Es un polímero que se extrae con álcalis a

temperaturaambientey representaentreel 15 y el 25% de los polisacáridosde la pared,

Este glucano es uno de los componentesmayoritarios de las paredescelulares de

Ascomicetosy Basidiomicetos(Kreger, 1954; Bacony col., 1968; Bulí, 1970; Wesselsy

col., 1972) y en algunasespeciesseha observadoqueforma partede unade suscapasmás

externas(Hunsleyy Burnett, 1970;Wesselsy col., 1972).Los diferentescc-(1—*3)-glucanos

estudiadoscondenenproporcionesvariablesde enlacesct-(1--*4). En las paredescelulares

de variasespeciesde Basidiomicetosse ha descrito que estosglucanosestánasociadosa
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xilomananos(Ralph y Bender, 1965; Bottom y Siehr, 1979; Kamaday Takemaru,1983).

- Quitina. Es un polímerolineal compuestopor moléculasde N-acetilglucosamina

enlazadaen B-(l-—*4) y estámuy ampliamentedistribuidoen las paredescelularesfúngicas.

Ha sidoencontradaen todoslos grupostaxonómicos,exceptoen Oomicetos,quecontienen

celulosa,y en Zigornicetos,que tienenquitosano(Bartnicki-Garciay Reyes,1968).

La proporción de quitina es variable, desdeel 5% detectadoen Schizophyllum

(Wessels,1965) hastael 60% de Sclerotium(Bloomfield y Alexander,1967),

- Polímeros de galactosamina.Se han detectado pequeñascantidadesde

galactosaminaen la paredde variosAscomicetos(Mahadevany Tatum, 1965; Applegarth

y Bozoian,1969; BuIl, 1970;Katz y Rosenberger,1970), Sin embargo,hayque señalarque

con los antiguosmétodos la detecciónde galactosaminasólo era fácil y precisasi la

fracciónanalizadano conteníaglucosamina.En al menosdos hongos,Helmintosporium

sativumy Asperghhlusnidulansseha encontradogalactosaminacomocomponenteprincipal

de la pared(Applegarthy Bozoian, 1969;Bulí, 1970). Mc Cormick y col. (1970) aislaron

de la pared de las esporasy esférulas de Physarumpolycephalumun polisacárido

compuestoaproximadamentedeun 80% de galactosamina;estosautoresconcluyeronque

si éstoes una característicageneralde los Mixomicetoso de algunosgruposde ellos, los

situaría en un grupo taxonómico único, ya que los diferenciarla de los hongos que

contienenpolímerostipo glucosaminacomoel principalcomponentede la pared.También

los diferenciarla de los Mixomicetos que contienen celulosa y glucógeno como

constituyentesde la pared (Ward y Wright, 1965). Las paredesde las esférulasde

Physarumpolycephalumfueronreexaminadaspor Farry col. (1977),quienesencontraron
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un 88% de galactosaminaanhidracomo principal componente.Los estudiosde este

polisacáridoindicaronque se tratabade un a-galactosaminoglicanode cadenalargaunido

exclusivamentepor enlaces(l—*4).

- Otrospolisacéridos.Al hidrolizarparedescelularesde diferentesespeciesse han

encontradootroscuatroazúcaresen cantidadesmenores.Los Ascomicetostienenmanosa

y galactosa,los Basidiomicetosmanosa,fucosay xilosay los Zigomicetosmanosa,fucosa

y galactosa(Bartnicki-García,1968),La informaciónacercadelospolímerosquecontienen

estosmonosacáridoses muy limitada. En Ascomicetossesugirió que galactosay manosa

estánen un heteropolimerocon glucosa(Ruiz-Herrera,1967; Zonneveld,1971). En las

paredesde variasespeciesde Penich!lium,Talarornycesy Eupenichlhium(Leal y col,, 1984;

Gómez-Miranday col., 1984 y 1986; Rupérezy Leal, 1986; Rupérezy col,, 1986) se ha

encontradoun ¡3-glucogalactanosolubleen álcali. Rupérezy Leal (1987) describen,entre

otrospolimerosaisladosde la paredde Penicihhiumerythrornellls,dos glucogalactanoscon

diferentesproporcionesde glucopiranosaunidaen (l—+4) y galactofuranosaenlazadaen

(1—0). En Ghiocladiumviride tambiénsehan descritogalactomanoglucanosextraídosde

la paredconNaOHy posteriormentesolubilizadosconagua(Gómez-Miranday col., 1990).

- Celulosa, En contrastecon su ubicuidad en células vegetales,el f3-(l--*4)-D-

glucano seencuentrasólo en las paredesde hongosOomicetos(Bartnicki-Garcla,1968;

Gorin y Spencer,1968)junto con una gran cantidadde R-glucano.

- Horno- y hetero-glucuronanos.Los polisacáridosácidos son uno de los

constituyentesprincipalesde los Zigomicetos,en los cualestambiénhay con frecuencia

polímerosque contienenun monómerocatiónico: glucosamina.
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- Proteínas.La existenciade proteínasen la paredha sido durantemuchotiempo

objeto de controversia,ya que a menudoes difícil distinguir si éstasson un componente

real de la pared o una contaminacióncitoplasmática.En la actualidad ha quedado

claramenteestablecidoque las glicoproteinasforman parte estructuralde la pared.La

mayoríade ellaspuedenextraersecon álcali diluido, y una partede los aminoácidosresiste

el tratamiento. Este material suele estar asociadoal complejo glucano-quitina y en

Schizophillumcommuneseha demostradoqueestospéptidostienenunaimportantemisión

en el enlaceentre el glucanoy la quitina (Sietsmay Wessels,1979).

No cabedudade que los avancesrealizadosen los últimos afios en la químicade

carbohidratoscomplejossedeben,en granparte,al desarrollode técnicaseinstrumentación

sofisticadas.La elucidaciónde la estructurade un polisacáridoes, en general,una tarea

laboriosay su secuenciaciónesconsiderablementemásdifícil quela de proteínaso ácidos

nucleicos,ya quesedebeestablecerno sólo la identidady secuenciade los monómeros,

sino tambiénla forma del anillo, la posicióndel enlacey la configuraciónanomérica(Lee

y Gray, 1988).Es importantedestacarquela diversidadde especiessacarídicases bastante

mayor que la de otrassustancias.Los monosacáridoscomprendena las aldosas,cetosas,

ácidosurónicos,aminoazúcares,ácidosaldáricos,etc.Cadaclaseestásubdivididaen varias

subclasessegúnel númerode átomosde carbonoy ademásestasmoléculaspresentan

varios isómerosdebido adiferenciasde configuración.

El primer pasoparadeterminarla estructurade un polisacáridopurificado es la

identificación de los monómerosque lo forman. Para ello es necesariohidrolizar el

polisacárido. Se suele determinarexperimentalmentecuál es el tipo de ácido más

1~
1
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apropiado,su concentracióny el tiempo de hidrólisis, ya que cadatipo de polímerotiene

unas condicionesóptimas para la liberación de monómeros.Los aminoazúcaressuelen

determinarsetras hidrólisis con HCl 2 M, 4 M o 6 M bien directamenteen un analizador

automáticode aminoácidoso bienpor cromatografíagas-líquido(COL). En general,los

polímerosquecontienenácidos urónicoso hexosaminasson muy difíciles de hidrolizar,

y rarasveceses posiblela liberacióncompletade susmonómeros.Los azúcaresneutros

se hidrolizan normalmentecon 112504 de distintasconcentraciones,y tambiéncon HCI,

ácido fórmico o ácido trifluoroacético. Los polisacáridosque contienenfuranosasy/o

cetosasse hidrolizan en condicionessuavesya que son sumamentelábiles.

Otra forma de hidrolizar los polisacáridosconsisteen la rotura enzimáticade sus

componentes.Una de las fuentes de estas enzimas es el propio hongo. Estos

microorganismosproducenenzimaslíticas capacesde llevaracabosu propiadegradación,

y puedenprocederde las ya existentesen el micelio o sersintetizadasduranteel proceso

degradativo(Reyesy col., 1981).Pérez-Leblicy col. (1982ay l982b) confirmaronla lisis

de la paredcelularfúngicaconprecipitadosenzimáticosdel propiohongo.Estosproductos

presentanun interésañadidoal propio estudiode los procesosautoliticos de los hongos:

su utilizaciónparaconseguirhidrólisis totaleso parcialesde polimerosde la pared,Al ser

este tipo de hidrólisis muy específicaparaun determinadomonómero,la utilización de

enzimaspuedeser un factor claveparael conocimientode la estructurade un polisacárido.

La identificación y cuantificaciónde los monosacáridosliberadosse lleva a cabo

a continuaciónya seadirectamentepor cromatografíalíquida de alta eficacia (HPLC) o,

trasconvertirlosen derivadosvolátiles, por cromatografíagas-líquido.Los derivadosmás
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comúnmenteutilizados son dos: trimetílsilil derivadosy acetatosde alditol.

Una vez conocidala identidady proporcionesde los monómerosque forman la

cadena,la siguientecuestiónes sabercómo estánenlazadosen el polímero.

La técnica del análisis de metilación se emplea rutinariamente para la

caracterizaciónestructuralde carbohidratoscomplejos,comomediode establecerlos tipos

de enlacede los monosacáridosconstituyentes.Estemétodosuniinistrainformaciónacerca

de las unidadesestructuralespresentesen los polímeros,pero no determinala secuencia

ni la naturalezaanornéricade los enlaces,El análisissuponela conversiónde todos los

grupos hidroxilo libres del material original en grupos metoxilo, seguidade la rotura

hidrolftica de los enlacesglicosidicosy la identificaciónde los monómerosformados.Se

handescritomuchosmétodosde metilacióndesde1903en quePurdiee Irvine propusieron

el primero, pero la mayor partede ellos conducena una metilación incompletade los

polisacáridos.El procedimientode Hakomori (1964),que utiliza hidruro sódicoy dimetil

sulfóxido, representaen este aspectoun notable progreso,al conseguirun reactivo

nucleofílico máspotenteque los previamenteutilizados.

El análisisde los monómerosformadosen la hidrólisisseefectúapor cromatografía

de gasesy espectrometríade masas(OC-MS) de suscorrespondientesacetatosde alditol

parcialmentemetilados(Janssony col., 1976).

En cuantoa la secuenciación,sehan descritovariosmétodosdedegradaciónparcial

queconducena la determinaciónde la estructuraprimaria de unacadenapolisacarídica.

Uno de los primerosmétodosdedegradaciónconsisteen la hidrólisis ácidaparcial de un

carbohidratocomplejoparadar fragmentosde menortamañoque sepurifican por HPLC

a
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o por filtración en gel. Los oligosacáridosse hidrolizan, secaracterizanpor OC-MS y,

solapándolos,se llegaa recomponerel polisacáridooriginal (McNeil y col., 1982).Otros

métodospara producir fragmentosoligosacarídicosson, por ejemplo, la oxidación con

periodato, oxidación con trióxido de cromo, acetolisis o la ruptura enzimática del

polisacáridonativo.

Un métodomuy potenteparala secuenciacióny análisisde carbohidratoscomplejos

es la resonanciamagnéticanuclear (RMN). Sus característicasla hacenidóneapara el

estudiode polisacáridos,yaquees unatécnicano destructivay por tanto, sepuedeanalizar

un polímero sin modificarlo o degradarlo, recuperandoel material intacto. En la

espectroscopiade ‘H-RMN las señalesdelprotónanoméricoseseparanbien de las señales

producidaspor el resto de los protones.Esto simplifica mucho la determinaciónde las

diferentesclases de residuosen el polisacárido, y permite estimar sus proporciones

relativas. Tambiénresultamás fácil obtenera partir de estasseñalesel desplazamiento

químico y los parámetrosde acoplamientonecesariospara asignar configuraciones

anoméricaspor RMN. Otra ventaja es que la cantidadde muestranecesariapararealizar

estasdetenninacionesen un espectrode protónes muchomenorque la que se requiere

para un espectrode carbono. Por otra parte, tal y como Allerhand (1975) apuntó, la

cantidad de información que un espectrode protón puede suministrar decrececon el

tamaño y complejidad de la molécula. En el caso de los polisacáridos,se produceun

marcado ensanchamientode las señales,de modo que sólo se aprecian resonancias

individualesen la región del 11-1. No obstante,estas señalesde la región H-1 se han

utilizado como “huella digital” (fingerprint) para la identificación de algunosmananos

1=
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(Gorin y col., 1968).

La ‘3C-RMN suministraabundanteinformaciónacercade las propiedadesquímicas

y físico-químicasde los polisacáridos,pudiendotambiénemplearsecomocriterio depureza

de preparacionespolisacarídicas.Una de sus aplicacionesmás interesantesestá en la

elucidación del orden estructural en un polisacárido. Es un método excelente para

determinarel grado de regularidadde secuenciasen polisacáridoslinealescon distintos

tipos de enlacesy/o de residuosde azúcares(Gorin, 1980). No obstante,la solubilidadde

los polimerosen los disolventesquese empleanpararealizarlosespectros(aguadeuterada

o NaOH deuterada)puedeser una limitación parael análisisde algunassustancias.

En todos los microorganismosse puedenencontrarproteínas,ácidos nucleicos,

lípidos,polisacáridosy otroscomponentesimprescindiblesparasu desarrollo.Sin embargo,

la estructurafina de estos componentespresentadiferenciasde naturalezaquímica muy

significativas. Estas diferencias suelen ser taxón-especificasy por lo tanto puedenser

utilizadasparala clasificacióne identificaciónde microorganismos(Kroppenstedt,1988).

La sistemáticabasadaen marcadoresquímicosrecibeel nombrede quimiotaxonomíao

quimiosistemática.

Como se ha dicho con anterioridad, el rápido desarrollo de las técnicas

cromatográficasy de la instrumentaciónen generaldurantelas dos últimasdécadashace

posiblela separacióne identificaciónde mezclascomplicadasde moléculaspertenecientes

a las células microbianas. Algunos de estos componentes se han utilizado en

quimiotaxonomia. Entre ellos se encuentranlos polisacáridosde paredescelulares y

concretamenteen hongos su análisis tiene un interés superior al estudio de otros
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componentescelulares,porqueofrececlavessencillasparaelucidarla posición taxonómica

de los diferentes taxones.La significación filogenéticade la distribución de la quitina

puedeponersede manifiesto,por ejemplo,en la distinción entreOomicetosy Zigomicetos

(Bartnicki-Garcia,1970).

Los estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio se centran en el género

Penicihliumy susestadosteleomórficos:Talaromycesy Eupenicilhium.Los datosreferentes

al conceptode especieen Penicillium son abundantes.Los Pen¿cWiumson muy ubicuos

y puedencrecer en una gran variedad de sustratosorgánicos.Varias especiesson

importantesen la producciónde alimentosy en fermentacionesindustriales.El amplio

papel desempeñadopor los Penidllhium en la naturaleza,especialmentesus efectos

toxinogénicoy destructivo,hacenque la exactitudde su diagnósticoseaun factor crítico.

La taxonomíadel géneroesmuycompleja.Generalmentese aceptaquelas características

morfológicasson de importanciaprimaria para la diferenciaciónde especiesde estos

géneros.La Figura 1 muestralos diferentescaracteresmorfológicosde Talaromycesflavus.

Dichosrasgosmorfológicosseencuentran,conpequeñasvariaciones,en todos los hongos

peniciloidesy se utilizan parasu clasificación.En sistemasbiológicosdondeno existeun

mecanismoformal parael intercambio genético(y estoincluye claramentegéneroscomo

Aspergillus,Penicihhíumy susteleomorfoshomotálicos),se puedepreverque las especies

aisladasde la naturalezaformenuna sucesiónde caracteresmorfológicosy fisiológicos.El

taxónomotrata de agruparestoscaracteresen grupos lógicosde génerosy especies.Los

limites de estosagrupamientosson, a menudo,difíciles de definir y en muchoscasoslas

1
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Figura 1.. Thlaromyces flavas var. finvus. a) Diferentes tipos dc estructurasconídiógenas;b)

Conidios;c-d) Desarrollo de ascogoniosy anteridios;e) Fusiónentrelos dos gametangiosy septaclóndel

ascogon¡o;1) Desarrollo de septos; g.h) Producción de ramas de las células ascogoniales,que se

desarrollarána hilas ascógenas;i) Cadenas de ascas; j.l) Ascosporasde diferentes aislamIentos.

Talaromycesflavusvar. macrosporus, m) Cadenasdc ascas;n) Ascosporas.

1
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distincionesentreespecies,einclusogéneros,dependende un pequeñonúmerode criterios

taxonómicosy hastade un solo carácter. Todos los Penicillium producencoloniasde

crecimientorelativamentelento, generalmentecon abundanteesporulación.Los conidios

suelensergris o verde-azulados,aunqueRapery Thom (1949>o Pitt (1979) no consideran

esto como un criterio absoluto. Las estructurasconidiales están muy organizadas,

desarrollándosesegún varios patrones muy bien definidos y las fiálides se producen

sucesivamente.Perola variabilidaddel aspectode una coloniaes muy elevada,inclusoen

unaúnicaespecie.Estasespeciesno puedenser identificadasconprecisiónsin considerar

otraspropiedadesmorfológicasy fisiológicas(Fassatiová,1985),de maneraque el género

es taxonómicamentedifícil incluso para los expertos.Sus limites no estánbien definidos

y es difícil separarde forma efectiva a PenicLlhfwnde varios génerosrelacionados.La

confusiónesaúnmásmarcadasi consideramosquePenidllhium,Paecilomyces,Ceosmishia

y Merimbla producenteleomorfosclasificadosen Taiaromyces.Pitt y Hockingdescribieron

en 1985cuatronuevasespeciesquese sitúan en los límites de estosgéneros.En su trabajo,

incluyen en PeniciIliu,n las especiesP. sabulosumy P, oblatum,aunqueseñalanquepor

suscaracterísticaspodríanrepresentarun nuevo género.

La composiciónde la paredcelular ha sido investigadaen varias especiesdel

géneroPenicilhium (Hamilton y Knight, 1962; Applegarth,1967; Applegarthy Bozoian,

1967; Grisaroy col., 1968; Rizza y Kornfeld, 1969;Troy y Koffler, 1969;Gandery col.,

1974; Ungery Hayes,1975; Gandery Fang,1976; Matsunagay col,, 1981)pero siempre

refiriéndosea especiesaisladas,sin ningún propósito taxonómiconi comparativo.

Un estudiorealizadopor Leal y col, (1984) sobrefraccionesde la paredde ocho

1



16

especiesde Penicihhiumpusode manifiestola existenciade al menosdos tipos de pared.

La principal diferenciase encontróen una fracción soluble en NaOH 1 M a 200C, queen

uno de los gruposestabaconstituidapor un a-glucanoy en el otro por un 8-polisacárido

rico en galactofuranosa.Gómez-Miranday col. (1986) y Rupérezy col, (1986) estudiaron

la misma fracción, pero en los génerosEupenicihliurn y Talaromycesrespectivamente,

observandoque, al igual queen Penicillium, unasespeciesconteníanun cx-glucanoy otras

un glucogalactanoconenlaces13. El análisisde varios aislamientosde las especiestipo, E.

crustaceumy T. flavus,por Gómez-Miranday col. (1988) llevó finalmentea los autores

a la conclusiónde que las propiedadesfísicasy químicasde la fracción solubleen álcali

pueden ser utilizadas como marcadoresquimiotaxonómicosy ser de utilidad en la

reorganizaciónde estosgéneros.Igualmente,proponenel uso de la composiciónde la

pared,y en especialdelos polisacáridosde estafracción,parapredecirla probablerelación

de especiesde Penicihhium(forma imperfecta)con sus estadosperfectos,Talarornyceso

Lupenicihhium.

1
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Las investigacionesllevadasa caboen nuestrolaboratorioen los últimos añosse

han centradoen el estudiode la paredcelular de hongosfilamentosos.El análisisde los

resultadosobtenidosmuestrala posibleutilidad de los polisacáridosde la fracción soluble

en NaOH comomarcadoresquimiotaxonómicos.

En estetrabajoseintentarácaracterizarla fracciónpolisacarídicade la paredcelular

solubleen NaOHa temperaturaambienteen algunasespeciesde los génerosTalarornyces,

Eupenicilhium,PeniciIhumy Aspergihlus.Paraello se aislarán,purificarán y caracterizarán

químicay estructuralmentediferentespolisacáridosconel fin de:

a) Encontrarpolisacáridoscaracterísticosparacadauno de estosgénerosquepuedan

utilizarse como marcadoresquimiotaxonómicos.Esto permitirla una mejor ordenación

sistemáticade estosmicroorganismosy el establecimientode relacionesfilogenéticasentre

ellos.

b) Si se encontraranpolisacáridoscuya composicióny estructurano sehubiese

descritopreviamente,utilizarlos comosustratoparaaislary caracterizarnuevasactividades

enzimáticasa partir de los mediosde cultivo del hongoen fase de autólisis.

1
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1. MICROORGANISMOS.

El presenteestudio se realizó con las especiesque se detallan a continuación:

-Talaromycesstipitatus (Thom) C.R. Benjamin CBS 375.48

-Talaromyccswortmannhi(Klóker) C.R. BenjaminCBS 235.38

-Talaromyceslzehicus(Rapery Fennelí)var. helicusC.R. BenjaminCES 335.48.

-Talaromycesrotundus(Rapery Fennelí)CBS 369.48

-Talaromycesluwus (Zukal) C.R. BenjaminCBS 348.51

-Talaromycesbacilhisporus(Swift) C.R. BenjaminCBS 136.45

-EupenicihhiumcrustaceumLudwig CBS 635.70

-Penicilhium brevi-compactumDierckx CBS 168.44

-Penicillium decumbensThom CBS 258.33

-Penicihliurn oxalicum (Currie & Thom) 1331 C.I.B.

-Aspergillusflavipes(Bain & Sartory)Thom & Church CBS 129.61

-AspergillusochraceusWilhelm CBS 385.67

1
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2. MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.

Los microorganismossemantuvierona 250Cen tubos inclinadoscon el siguiente

medio:

Bacto-patata-dextrosa-agar(Difco)

Extracto de levadura

pH final 6,5.

39g/l

lg/l

3. MEDIO DE CULTIVO.

Se utilizó un medio basesintético descrito por Leal y col, (1984). Como inóculo

se utilizó 1 ml de una suspensiónde esporas(10~ esporas)de cada uno de los

microorganismos,obtenidaapartir del cultivo de 15 díasen mediode mantenimientopara

inocular matracesde 2 1 conteniendo11 de medio,Los cultivos semantuvierona 27±10C

y 120 rpm durantecinco díasen un incubadororbital Gallemkamp.

4. OBTENCION DE PAREDESCELULARES.

1

El métodoparala obtenciónde lasparedescelularesfue el seguidoporPrietoy col.
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(1988).Despuésdel períodode incubación,se separóel micelio del medio de cultivo por

filtración a travésde tela y se lavó varias vecescon aguadestilada,desecándoloa 600C

en estufade aireación.El micelio desecadose trituró en un homogeneizadorSorvalí a la

máxima velocidad y a continuaciónen un molino de bolas Pulverisettehasta dejarlo

reducidoa un polvo fino, confragmentosde 5 a 15 pm. Al micelio pulverizado(30 g) se

añadieron500 ml de dodecil sulfato sódico al 1% en aguacon un 0,02%de azida sódica

paraevitar la contaminaciónde la suspensión.Trasagitar durante16 horasa temperatura

ambientesecentrifugó,desechandoel sobrenadantey seresuspendióel sedimentoen agua

destilada,repitiéndoseeste procesotres veces. Despuésde estos lavadosse volvió a

resuspenderel sedimentoen aguay se sometióa 3 períodosde sonicaciónde 3 minutos

en un sonicadorMSE modelo MK2, 150 W, a la máximapotenciacon el fin de disgregar

conglomeradosde fragmentosde hifas y vaciarlasde restosde citoplasma.Las paredes

debenquedarsueltas,sin formar grumosy en trozosde pequeñotamaño.Se lavaronvarias

vecescon aguadestiladahasta que en los sobrenadantesdejó de aparecerturbidez al

centrifugar.La purezade la preparaciónsecomprobópor observaciónal microscopiode

contrastede fasestiñendo con Azul de Coomasie.Una vez que las paredesestuvieron

vacíasde contenido,sedeshidrataronlavándolassucesivamentecon alcoholdel 50%, del

96% y acetonay se centrifugaron,dejándolassecaren estufade aireacióna 600C hasta

pesoconstante,

Lasparedescelularesse pesarony mantuvieronen un desecadorparasuposterior

utilización.
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5. FRACCIONAMIENTO DE LAS PAREDES CELULARES,

Lasparedescelularessecasy pulverizadasseextrajeroncon NaOH 1 M durante20

horas,agitandoa temperaturaambiente.La suspensiónresultantese centrifugóseparando

el sobrenadante,quesereservé,y volviendo a resuspenderel precipitadoen NaOH 1 M

con el fin de extraertodo el materialsolubleen estascondiciones.Seagitó la suspensión

durante 2 horas a temperaturaambiente y se centrifugó nuevamente,juntando el

sobrenadantecon el de la extracción anterior, El material insoluble se desechóy los

sobrenadantesseprecipitaroncon un volumenigual de etanol al 96%. El precipitadose

recogió por centrifugación,se dializó paraeliminar el NaOH y el alcohol, se concentró,

congelóy liofilizó (FracciónFi).

Figura2.- Obtenciónde la fracción FI y aislamientode polisacáridos.

SOBRENADANTE

PAREDES CELULARES <S g)
SOO mi NaOH lM, 20 h, rA,

PR ECl Ph TADO
Lavar con
100 ml NaOH
1M LA.

SOBRENADANTE PRECIPITADO

Precipitar cori lv. de etanol ~5%
DIalizar, congelar y liofilizar

Fi
Resuapender en agua déslonizada
CentrIfugar

MATERIAL’ INSOLUBLE
Levar con agua

Congelar y liofilizar

Fil

MATERIAL SOLUBLE

Concentrar
Congelar y
liofilizar

FIS
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Dichafracción se resuspendióen aguadestiladay secentrifugó,extrayendoasíuna

parte soluble y una insoluble. El material insoluble se lavó varias vecescon aguapara

extraertodo el materialsoluble.Los sobrenadantesqueconteníanel material soluble se

juntaron y concentraronen rotavapor hasta un volumen adecuado,congelándolo.El

material insoluble también se congeló y posteriormenteambos productos fueron

liofilizados, constituyendolas fraccionesFiS y Fil respectivamente.

6. SEPARACIONDE DISTINTOS POLISACARIDOS DE LAS FiS.

ESTIMACION DE SUS PESOS MOLECULARES.

Se utilizó la filtración en gelesde SepharoseCL paracomprobarsi las fracciones

FiS previamenteobtenidasestabanconstituidaspor un solo polisacáridoo si eran una

mezcla de varios y en su caso, separarlos distintos polimeros que la formaban. La

separación de los componentesde una mezcla mediante este método se basa

exclusivamenteen las diferenciasde tamañoy forma de suscomponentes.

Seutilizaron gelesdeSepharoseCL-2B,CL-4B y CL-6B,queretienenpolisacáridos

con pesosmolecularesmenoresque20.106, 5,106y 106 Darespectivamente.Seemplearon

como eluyentes agua, NaCí 0,9% en agua y NaOH 0,3 M. La homogeneidaddel

empaquetamientoy el calibradode las columnasempleadasse realizó cargandoen ellas

unamezclade azuldextrano(Pmmedio=2.lO6Da),amarillodextrano(Pmmedio=l,105Da)

y vitamina B
12 (Pm= 1355 Da),
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Las mejoresseparacionesseobtuvieronen columnasde SepharoseCL-6B (40 cm

x 2,6 cm) y NaOH 0,3 M.

Unos 100 mg de FiS se resuspendieronen 2 ml de NaOH 0,3 M, centrifugandoen

una centrífuga Microfuge durante 15 minutos a la máxima velocidad para eliminar

precipitados.La disolución obtenidase cargóen la columnaen dos veces.Se utilizó un

flujo de eluyente de 21 ml.h’. Se recogieron fracciones de 2 mí, monitorizando

rutinariamentesu contenidoen carbohidratospor el métododel Fenol-Sulfúrico (Dubois

y col., 1956).Lasfraccionesapropiadassejuntarony concentraron,despuésse dializaron,

congelarony liofilizaron parasu posterioranálisis.

La confirmación de los resultados así obtenidos y la estimación de pesos

molecularesse efectuó por HPLC, en un equipo de la casa Waters dotado de un

controladordebombasmodelo510, de un detectorUV-visible modelo440y otro de indice

de refracciónmodelo 410. Las condicionesde trabajo fueron las siguientes:

-Columna:Bio-RadHPLC Gel Filtration Column Biogel TSK 40 (300 x 7,5 mm).

-Eluyente:TampónPBS 10 mM con NaCí 0,308 M.

-Flujo: 0,75 ml.mirv1

-Detecciónpor índicede refracción: n=64

-DetecciónUV: 230 nm.

Seprepararondisoluciones1-10 pg.mV’ de las muestrasen el tampónde elucicin,

agitandoy filtrando por filtros Millipore de 0,22p paraeliminar cualquierrestoinsoluble.

El volumeninyectadofue de 10 pl.

Los pesosmolecularesaproximadosseobtuvieronpor comparaciónde los tiempos
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de retenciónde los polisacáridosproblemacon los de distintos dextranoscomerciales de

pesomolecularconocido.La rectade calibradoserepresentaen la Figura3.

o
rH

6-

5.

4

a

.1-

6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tiempo de retencion

(mm)

Figura 3.- Rectade calibrado de la columna Bio-Gel TSK 40,obtenida en las condicionesdescritas

en el texto con los siguientesdextranos comerciales: T-40, T.70, T-110, T.506,T-2000 y Dextran sulfato

8000.
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7. ANALISIS QUIMICO.

7.1,- Valoraciónde carbohidratosneutrostotales

.

Serealizó segúnel métodode la antronadescritoporDreywood(1946), utilizando

D-glucosa,D-galactosay D-manosacomopatrones,

7.2.- Identificación de monómeros

.

7.2.1.- Hidrólisis ácidas

.

Muestrasde polisacáridosde entre5 y 10 mg se hidrolizaron con 1 ml de

H2504de diferentesconcentracionesa 100
0C:

-Hidrólisis parcialconH~S040,05M durante5 horas,queliberaselectivamentelas

furanosas.

-Hidrólisis total con H
2S04 2 M durante5 horas,

-Hidrólisis Saeman(Adams, 1965) paramuestrasque se hidrolizan con dificultad,

7.2.2.-Derivatización

.

Los productos de la hidrólisis de los polisacáridosson sustanciasno

volátiles. Por ello fue necesario derivatizarlos para su identificación posterior por

cromatografíagas-líquido.De entre los posiblesderivados,se eligieron los acetatosde

alditol por producirun únicoderivadodecadamonosacárido,dandolugaracromatogramas

mássimples.

Inmediatamentedespuésde la hidrólisis se añadieron 1 mg de inositol como

1
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estándarinternoy 10 ml de aguay seneutralizócon carbonatode bario. Se centrifugó

durante 10 minutos a 5000 rpm y se recogió el sobrenadantesobre una cápsulade

porcelana,quese desecóen estufade aireacióna 600C. A continuaciónseañadióen dos

veces1 ml de aguadestiladapararecuperarel material,quesepasóa un tuboquecontenía

entre 12 y 15 mg de borohidruro sódico,dejándoloduranteunas20 horasa temperatura

ambienteparareducir los monosacáridos.El excesode borohidrurosedestruyóañadiendo

HCI hastapH ácido. El materialseevaporóa sequedaden un rotavapor,lavandodespués

tres vecescon 2 ml de metanol. Los azúcaresfueron convenidosen suscorrespondientes

acetatosde alditol mediantetratamientocon 1 ml de piridina-anhídridoacético(1:1 y/y)

a 1000Cdurante 1 hora (Lamey col., 1972).Estosreactivosseeliminaronen rotavapory

los derivadosacetiladosse disolvieron en 0,5 ml de cloroformo para su análisis por

cromatografíagas-liquido(CGL).

7.2.3.- Cromatoarafíaaas-lipuido

.

Los derivados obtenidos fueron identificados y cuantificados por

cromatografíade gases.Seempleóun equipode la casaPerkinElmer,modeloSigma3 con

detectorde ionizaciónde llama. Se utilizó unacolumnade vidrio de 2 m de longitudy 2

mm de diámetro interno que conteníacomo fase estacionariaun 3% SP-2340sobre

100/120 Supelcoport.El gas portadorfue nitrógenoy su flujo de 30 mí/mm. Inyectory

detectorse programarona una temperaturade 2500C. Los distintoscomponentesde la

muestrasesepararonmedianteun programade temperaturasquecomienzaisotérmicamente

a 2000Cdurante3 minutosparaluego subir arazón de 100Cpor minuto hastalos 2300C,
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temperaturaque se mantienedurante 8 minutos. El tiempo total del análisisfue de 14

minutos.El cromatogramaresultantey el áreadecadapico serecogieronen un Integrador-

RegistradormodeloSigma 10 de PerkinElmer.

El pico de cadaazúcaren el cromatogramase identificó comparandosu tiempo de

retencióncon los de patronesanalizadosen idénticascondiciones.La cuantificaciónse

realizó atendiendoal áreade los picos y a los factoresde respuestade los azúcares.

8. ANALISIS ESTRUCTURAL.

8.1.- Esuectrofotometrlade infrarrojos(IRt

La naturalezade losenlacesglicosidicosexistentesentrelosmonómerosqueforman

un polisacárido,así como la presenciade sustituyentesde tipo acetamido,carboxilo o

sulfato puedeser reconocidaa partir de las bandasde absorcióncaracterísticasde su

espectroinfrarrojo (Barkery col., 1956).

Los espectrosserealizaronmediantela técnicadel KBr (300 mgKBr con 1-2 mg

de muestra finamentepulverizada) en un espectrofotómetroPerkin Elmer 1420 Ratio

RecordingInfraredSpectrophotometer.

8.2.- Oxidacióncon ueriodatosádicoy degradaciónde Smith

.

La oxidación con periodatose llevó a cabosegúnla técnicade Aspinalí y Ferrier

(1957).Unos 50 mg de polisacáridose trataroncon 50 ml de periodatosódico0,015M en
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oscuridad,midiendocada24 h a 223 nm el descensode absorbanciacomoindicacióndel

consumode periodato.Cuandoestevalor se estabilizó, se consideróque los polisacáridos

estabantotalmenteoxidados.Los productosde la oxidaciónsedializaronfrentea.agua,se

redujeroncon borohidrurosódicoy trasdializarparaeliminar el excesode borohidruro,se

liofilizaron y almacenaronparaposteriormentehidrolizarlosconH2504. A continuaciónse

trataroncomo el restode las hidrólisis conviniendolos productosen suscorrespondientes

acetatosde alditol paraanalizarlospor cromatografíade gases.

Puestoque la interpretaciónde los resultadosobtenidospuedeser complicada,se

ha consideradooportuno explicar en este apartadosolamentela parteexperimentaly

exponercon másdetalleel fundamentode la técnicay el origen de los productosde la

degradaciónen la secciónde Resultados.

8.3.- Análisis de metilación

.

Sesiguió unamodificación(Janssony col,, 1976)del métodode Hakomori(1964),

con la excepciónde que el tratamientocon la basefue de 16 horas.Entre 10 y 15 mg del

polisacáridose secaronduranteunanoche en unaestufade vacio a 50
0C. A la mañana

siguientesesustituyóel vacio por atmósferade argány se sacaronde la estufa los tubos

queconteníanlas muestras.Se añadióacadatubo 1 ml de dimetil sulfóxido (DM50)por

cada5 mg de polisacáridoy se colocaronlos tubos en un bañoultrasónicoparadisolver

los polisacáridos.A cadatubo sele añadió1 ml de dimetil sulfinil carbanión(previamente

preparadomediantereacciónde DMSO con NaiH en atmósferade argón;verFigura4) por

cada5 mg de polisacárido,agitandoy dejandoreaccionardurante16 horasen atmósfera

1
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de argón.Estepasosirve paraprepararlos polisacáridosparala reaccióndemetilación,que

se completa en aproximadamentedos horas con ioduro de metilo (1 ml/5 mg de

polisacárido) como agente metilante. El material metilado se extrajo con

cloroformo:metanol(1:1), se filtró a través de filtros GF/C (Millipore), se dializó y se

evaporóa sequedad.

Figura 4.- A) Preparación del dímetíl sulfinil carbanión.

O

CH3-S-CH3 + NaH

DMSO

O- O

—* (CH<&~CI% ~ CHrS&H2ONa

DIMETIL SULFINIL CARBANION

B) Reacción de metilación.

O
II

R-OH + CH3-S-CH2 Na -4

PS NATIVO

O
II

R-O Na + CH3-S-CH3

.1- +ICH3

R-O-CH3 + Nal

1

PS METILADO
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8,3.1.- EspectrosIR

,

El espectro IR de las fracciones una vez metiladas no debe mostrar

absorcióncorrespondientea gruposhidroxilo (3500cm’) y si una fuerte absorcióna 3000

cm’ debidaa los gruposmetilo. Esto indica si la metilaciónha sidocompletao no,

8.3.2.-Hidrólisis de los polisacáridosmetilados

.

Los polisacáridosmetiladossehidrolizarona 1000Ccon ácidofónnicodel

90% (2 horas)y a continuacióncon H
2504 0,25 M (16 horas). La reducción de los

productosse realizó con NaBD4 con el fin de introducir un átomo de deuterio en el

carbono 1 de cada monómero.Esto permitirá analizar con mayor facilidad los iones

presentesen el espectrode masas,ya que todos los fragmentosjónicos quecontengan

dicho carbonopresentaránuna unidad de masamás que los que no lo contengan.Por

último, las muestrasse acetilaron(Ring y Selvendran,1978; Stevensy Seivendran,1980)

y los acetatosde alditol parcialmentemetiladosasíobtenidosseanalizaronporCGL en una

columnacon un 3% OV-225 a 170
0Cparacalcular los tiemposde retenciónrelativos e

identificar los monómeros.

El análisiscombinadoGC-MS serealizóen un espectrómetrodemasasmodelolTD

de la casaPerkin-Elmer(del tipo trampade iones) acopladoa un cromatógrafode gases

con una columnacapilarde sílice fundidode SP-2100o SPB-1(30 ir x 0,22mm; espesor

de la película 0,25 pm), con helio como gas portador. Se utilizó un programa de

temperaturasquecomenzabaen 1600C(1 mm)paraluego subira razónde 20C,mirvl hasta

2200C.La temperaturade la trampade ionesfue de 2200Cy la línea de transferenciase

1
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programóa 2700C. La ionización serealizapor impactoelectrónico.

La cuantificación se llevó a cabo atendiendo al área de los picos en los

cromatogramasobtenidospor GC-MS, sin utilizar factoresde respuesta.

8.4.- Resonanciamagnéticanuclear

.

Las muestrasseprepararondisolviendo30-35 mg de polisacáridoen 0,8 ml de D
20

(fraccionesFIS) o NaOD (fraccionesFil) y centrifugandoa 8000 g durante20 minutos,

El sobrenadantese utilizó pararegistrarlos espectros.

Los espectrosde ‘H-RMN se registraronen un aparatoVarianXL-300 a 300 MHz,

Los desplazamientosquímicos se expresan en ppm (5), con DSS (4,4-di-metil-4-

silapentano-1-sulfonato)comoreferenciaexterna.

La espectroscopiade RMN tiene un conjunto de característicasque la hacen

especialmenteventajosaparael estudiodepolisacáridos(Bovey, 1972;James,.1975;Jones,

1976).A diferenciade otros métodosfísicos,la espectroscopiadeRMN no es destructiva,

Por ello, es posibleexaminar un polímero sin degradarloni modificarlo y recuperarel

material intacto.

En ‘H-RMN, las señalescorrespondientesa los protonesanoméricosestánbien

separadasde las producidaspor la mayorpartede los otrosprotones.El análisisde la zona

anoméricade los espectrosde ‘H-RMN indica el grado de complejidaddel polímero,

pudiéndosedeterminar el número de residuos diferentes en el polisacárido y sus

proporcionesrelativas. Cadaprotón anoméricoda una señal, que la mayor partede las

veces se desdobla debido a la constantede acoplamiento, la cual varía según la
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configuraciónanomérica.

Los espectrosde 13C-RMN se obtuvieron con desacoplamientode banda ancha,

sobre la misma disolución y en el mismo aparato, a 75 MHz. Los desplazamientos

químicosseexpresanen ppm (8), usandodioxano(8=67,4ppm) comoreferenciaexterna,

El uso de la transformadade Fourier es obligatorio paralos análisis de ‘3C-RMN

debidoa la bajaabundancianatural(1,1%) eintrínsecamenteescasasensibilidaddel núcleo

de ‘3C.

Las señales del C- 1 de los polisacáridospresentan un rango diferente de

desplazamientosquímicossegúncontenganenlaces ct o 13. En el casode la manopiranosa

las resonanciasdel C-1 de ambosanómerosestánmuy próximas,pero las señalesde los

respectivosC-2, C-3 y C-5 se distinguencon facilidad (Gorin, 1981).

Los desplazamientosquímicosdel C-1 de las furanosassuelenregistrarsea campo

más bajoqueel correspondientea su homólogoen la seriepiranósica(Gorin, 1981).

9. OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO DE Fenicilliumoxallcum.

PURIHCACION Y CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD

GALACTANASA.

Se utilizó para realizarestos estudiosel microorganismoPen¡cilIium oxalicum

(Currie y Thom) 1331 de la coleccióndel C.I.B. del C.S.I.C.e incluido en la Colección

Americanade Cultivos Tipo, ATCC 64198,cedido por la Dra. Reyespararealizarestos
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estudios.A partir de cultivos de 5 días de crecimientoen agar inclinado, seobtuvo una

suspensiónde esporasen aguaestéril (106 esporas.ml’).

El microorganismose cultivó en el medio líquido de Reyes y Byrde (1973),

suplementadocon extractode levadura.Este medio sedistribuyóen matracesde 11 (200

ml por frasco),añadiendo1 ml de la suspensiónde esporasdel hongoa cadaunode ellos,

Unavez inoculados,los matracesseincubaronestáticamentea250Cy en oscuridaddurante

14 días.

El liquido de cultivo seseparóde los residuosde la degradacióndel hongopor

centrifugación.

9,1,- Valoraciónde actividadesenzimáticas

.

9,1.1.-Sustratosempleados

.

Se utilizaron distintospolisacáridossolublesestudiadosen este trabajo y

otros queseobtuvieronen el laboratoriopor modificación de productoscomerciales:

-FiS de Talaromycesflavus. Es una mezcla de varios polimeros en la que

encontramosB-(l —*5)-galactofuranosa,B-( 1—*4)-galactopiranosa,3-(1—*2)-galactopiranosay

algo de 13-(1--+6)-galactopiranosa.

-Mediantedegradaciónde Smith de gomaarábiga(Ikoturn, 1984) se obtuvoun fi-

(1—*3)-galactopirano.

-También se obtuvo un 13-(1--*4)-galactopiranoreduciendopectinade Citrus con

NaBH
4 100 mM en NaOH 5 M a 90

0C (Tsumurayay col,, 1990).
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-Se obtuvieronoligómerosde I3-(1-—*5)-galactanohidrolizandoel galactanode E.

crustaceumcon HCI 6 M a 250C durante30 minutos,El HCl se elirninó en rotavapory

los oligómerosresultantesfueronseparadosen unacolumnade Bio-Gel P2,calculandosus

masasmolecularescon la curva de calibración correspondientea esta columna. Se

utilizaroncomopatronesrafinosa,gentobiosay oligómerosde N-acetilglucosamina(Reyes

y col., 1989).

Se emplearontambiéncomo controles negativosquitina, almidón, laminarinay

celulosa.La actividadJA-galactosidasaseensayóusandoun sustratocromogénico:el o-

nitrofenil galactopiranósido(Sigma).

Todoslos sustratosse prepararona una concentraciónde 1 mg.ml’.

9.1.2.-Mezcla de reacción

.

Se preparócon 100 pl del sustratoy 100 pl de la disolución de enzima,

incubandoa 370C durantedistintos tiempos.

9.1.3.-Procedimientode valoración

.

La actividad 13-(1---*5)-galactanasa se valoró midiendo

espectrofotométricamente(D.O. 540 nm) los azúcaresreductoresliberados mediantela

hidrólisisenzimáticade loscorrespondientessustratos,segúnel métodode Somogyi(1952)

y Nelson (1944). Este método se basa en la oxidación de los azúcaresy sustancias

reductoraspor sulfato cúprico, que se reducea óxido de cobre. Al reaccionarel icin

cuproso con el arsenomolibdatodel reactivo de Nelson, se forma un complejo de
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coloraciónazulestable,cuyaintensidadpuedemedirseespectrofotométricamentea 540nm,

En todaslas valoracionesrealizadassepreparóademásun blancode sustratoy un

blancodel extractoenzimático,paradescartarcualquierposiblehidrólisisno enzimáticadel

sustratoy los gruposreductoresque pudieranestarpresentesen la disoluciónenzimática.

La identificación de los monómerosliberadosy su cuantificaciónse realizó por

cromatografíade gases.

Unaunidadde actividadenzimáticasedefinecomola cantidadde enzimanecesaria

para liberar 1 pmol de azúcaresreductoressolublespor minuto.

La actividad13-galactosidasasedeterminóen las mismascondiciones,midiendola

cantidadde o-nitrofenol liberadoa partirdelo-nitrofenil galactósido.Parapararla reacción

y detectarla presenciadel nitrofenol liberadoseañadieron2 ml de tampónboratosádico-

potásico0,2 M pH 9,8,

9,2.- Purificaciónde la enzima

.

El líquido de cultivo filtrado de Penidllhiamoxalicwnfue sometidoa unasecuencia

de tratamientosparala purificaciónde la actividadgalactofuranasa.

Unapartedelmismofue concentrada10 vecesen rotavapora250C y congeladaen

fraccionesde 4 ml. Una de estas fraccionesse filtró a través de carbón vegetal para

eliminar los pigmentos.Otra fracción se precipitó con un 1% de ácido tánico (Shibatay

Nisizawa, 1965), dejando sedimentardurante2 horas a 40C y recogiendodespuésel

precipitado,que se lavó variasvecescon acetonatambiéna 40C paraeliminar el ácido

tánico. Estematerialse desecócon una corrientede aire, guardándoloen neverahastasu
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utilización. El fin de estasoperacionesera comprobarcon cual de los tratamientosse

obteníaun mayorincrementoen la actividadgalactanasacon respectoal liquido inicial y

utilizar el material másadecuadoen los pasossiguientes.

9.2.1.-Cromatografíaen columna

.

A) Cromatografíade exclusiónmolecularen SephadexG-200.

El extractoenzimáticoconcentradosecentrifugóy secargóen unacolumna

de 90 x 2,6 cm de SephadexG-200, que retiene proteínas con pesos moleculares

comprendidosentre 1x103 y 2x105 Da, equilibradacon tampónfosfato 10 mM pH 6,5. Se

recogieronfraccionesde 3,5 ml hastacompletarel volumentotal de la columna.Semidió

D.O. a 280 nm y actividadgalactanasaen todaslas fraccioneseluidas,concentrandoel pico

de actividad enzimáticaa un volumen de 2,5 ml.

B) Cromatografíade intercambioiónico.

El picode actividadgalactanasarecogidodela columnade SephadexG-200

sefiltró a travésde unacolumnadePD-10(Pharmacia)paraeliminar lassales.El material

resultantese cargó en inyeccionessucesivasde 200 pl en una columnade intercambio

iónico Mono Q HR 5/5 FPLC (5 mm x 50 mm) equilibradacontampónfosfato sódico10

mM pH 6,5. Se aplicó un gradientelineal de NaCí de O a 0,5 M. Las fraccionesque

presentaronactividadgalactanasasereunierony seconcentraron5 veces.

C) Filtración en Superose6.

El extractoobtenido en el paso anterior se filtró en una columna de

Superose6 HR 10/30 FPLC (1,3 cm x 30,8 cm) equilibradacon tampónfosfato 50 mM
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pH 5,39 con NaCí 150 mM

El pico con actividad galactanasase concentréy recromatografióen las mismas

condiciones.

9.2.2.-Electroforesisen gel de poliacrilamida

.

El material obtenidotras toda la secuenciade purificación se sometióa

electroforesisen gel de poliacrilamida (7% acrilamida) según la técnica descrita por

Laemmli (1970), y en condiciones desnaturalizantes(SDS-PAGE) con un 17% de

acrilamida.La tinción de los gelesse realizópor el métodode Morrisey (1981),

9.3.-Determinacióndel punto isoeléctrico

.

El isoelectroenfoquede la enzima purificada se llevó a cabo en geles de

poliacrilamidade 0,1 mm en un rangode pH desde3,5 hasta10 (anfolito LKB). Seutilizó

un “kit” de calibraciónparaisoelectroenfoquede proteínasde la casaPharmaciade 3,5 a

10 unidadesde pH. Las disolucionesde ánodoy cátodo fueron, respectivamente,ácido

aspártico0,025 M y etilendiamina2 M. Los gelesse tiñeron con Azul Brillante de

CoomasieR-250.

9.4.- Determinaciónde carbohidratosen la proteína

.

La concentracióntotal de carbohidratosen la enzimapurificadase determinópor

el métodode la antrona.La identificaciónde los monómerosque la forman se estudióen

hidrolizadosde la proteínacon 112504 0,5 M durante16 horas a 1000C,obteniendosus
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correspondientesacetatosde alditol y analizándolospor cromatografíagas-liquido como

se describeen los apartados7.2.2 y 7.2.3.



RESULTADOS
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1.- CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS Y OBTENCION DE

PAREDES CELULARES.

El aspectode los cultivos tras el períodode crecimientomuestracaracterísticas

diferentes según las especies.El micelio de T. sdpttatus y T. heticus tiene aspecto

filamentoso.T. wort¡nannhiy T. rotunduscrecenformandopequeñasesferasde filamentos,

mientrasque en T. luteus y T. bacillisporus las hifas forman esferasde mayortamaño,

En las condicionesde cultivo empleadas,lasparedescelularesobtenidasal final del

procesode purificaciónrepresentanentreun 30 y un 45% del pesosecode micelio a partir

del cual fueron extraídas(Figura 5).

Figura 5.- Porcentajeque representala pared celular en varíasespeciesde Talaromyces.
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2.- OBTENCION DE LA FRACCION Fi.

LlamamosfracciónPl al materialpolisacarídicosolublequese obtieneal tratarlas

paredescelularescon NaOH 1 M a temperaturaambiente.La proporciónde estafracción

en la paredy su composiciónpuedeverseen la Tabla 1.

La proporciónde materialextraídoen estascondicionesoscila entreun 10% y un

33%. En cuantoa su composición,observamosclaramentedos grupos: tresde lasespecies

estudiadastienen galactosacomo azúcarmayoritario, mientras que en las otras tres

predominala glucosa.

TABLA 1.- AZUCARES NEUTROS LIBERADOS EN LA

FRACCION Fi DE VARIAS ESPECIES DE Talaromyces.

%parcd ARA flL

HIDROLISIS CON 11I504 2 M DE LA

MAN GAL GLU

7’. seipitatus

7’. worbnannu

7’. hdflcus

it rol undus

T. ¿¿¿leus

7’. bacillisporus

15,0

10,6

20,0

30,2

32,8

19,5

tr, 9,4 4,3 20,9

ti~. 2,0 3,9 47,2

ir. ir. 7,2 37,6

Ir. ir. 2,3 3,9

ir. Ir. 2,5 2,8

Ir. 1,2 0,5 0,5

18,0

9,5

26,6

61,3

60,8

72,7

52,6

2,6

71,4

67,5

664

74,9

Lr.= trazas (cantidadesinferiores al 0,3%).
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3.- FRACCIONAMIENTO DE LA Fi.

De la fracciónFI se obtuvo un materialsolubleen aguadestilada(FiS> y

otro insoluble (Fil). En la Figura6 se representansus proporcionesreferidasa la

cantidadinicial de paredcelular. Es de destacarque en T. stipitatus,T. wortmannhi

y T. helicusla cantidaddeFíS es de 3 a 7 vecessuperiora la de Fil, mientrasque

en T. luteus,T. rotundusy T. bacillisporuspredominala Fil.

FIgura 6.- Porcentajesde las fracciones FIS y FI! respectode la pared celular.
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4. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES SOLUBLES EN

AGUA.

4.1.- Carbohidratosneutros totales

.

La determinaciónde carbohidratosneutrostotales,realizadapor el métodode

la antrona,demostróque estasfraccionesestabanconstituidasmayoritariamentepor

azúcaresneutros,comosemuestraen la Tabla2.

TABLA 2.- CARBOHIDRATOS NEUTROS TOTALES DE LAS FRACCIONES FiS.

7’. sílpllalus 66,5 %

7’. worlniannii 75,4 %

7’. helicus 84,5%

7’. rolundus 72,7 96

7’, ¡¿¿leus 72$ 96

71 bacillisporus 60,7 96

4.2.- Análisis químico

.

Todas las fraccionesFiS se hidrolizaron con H2504 0,05 M, 2 M y por

hidrólisis Saeman,En la Tabla 3 vemoslos resultadosobtenidosen la hidrólisis

Saernan,con la que se consiguieronlas condicionesóptimaspara la liberación de
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cadaazúcar.En todasellasel contenidoen galactosaes muy alto. Los monómeros

en configuración furanósicasehidrolizan con H2504 0,05 M. El hechode que la

galactosaquecontienenlasmuestrasestudiadasselibereen estascondicionesindica

que esteazúcarse encuentraen forma de furanosa.

TABLA 3.- AZUCARES NEUTROS LIBERADOS EN LA HIDROLISIS SAENfAN DE LA

FRACCION FiS DE VARIAS ESPECIES DE Talaromyces.

ARA XL MAN GAL GLU *

7’. shpilalus

7’. worlmanni¿

7’. he/leus

7’. rotundas

7’. tuteas

7’. bacitllsporus

0,5 ir. 13,5

1,4 2,0 13,5

0,4 0,5 9,1

Ir, Ir. 7,0

0,4 1,0 28,3

1,0 2,0 10,0

4.3.- Análisis estructural

,

4,3.1.-Espectroscouiainfrarroja

.

Los espectrosinfrarrojosde las fraccionesFiS de las seis especiesse

61,4

76,6

44,4

59,6

27,8

64,0

14,7

9,5

45,5

21,2

36,8

14,0

90,4

100,0

99,9

81,8

91,0

91,0
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NUMERO DE ONDA (crií1)

Figura 7.-Espectrosinfrarrojos delas fracciones FiS obtenidasa partir de paredescelu!ares
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de: A) 7’. sup/lotus;B) 7’. wortínann¡i; C) 7’. heilcus;D) 2’. rotundus;E) 7’. ¡¡¿reus y F) 2’. badlillsporus.
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representanen la Figura 7. Todos ellos, exceptoel correspondientea T. luteus,

presentaronbandasa 810 y 870 cm’ característicasde 13-galactofuranosa,aunqueen

algunoscasosestasbandasson poco intensas.En el espectrode T, luteus no se ve

la bandaa 870 cm’.

No se detectaron bandas correspondientes a prote<nas ni N-acetil-

aminoazúcares.

4.3.2.- Degradaciónde Smith de los polisacáridos

.

La Tabla 4 presentalos productos obtenidos por la oxidación con

periodatosódico,reducciónehidrólisisde lospolisacáridos,detectadoscomo acetatos

de alditol por cromatografíade gases.

Al compararlos productosde la degradaciónde Smith con la composicióndel

material original podemosdeducir, teniendo en cuenta las limitaciones de este

método, los tipos de enlaceque hay en estasfracciones.

Cuandounamoléculade carbohidratocon dos gruposhidroxilo contiguosse

trata con periodatosódico, tiene lugar la rotura de la cadenacarbonadaentre los

carbonosque soportanlos dosgruposhidroxilo, dandolugar a moléculasde menor

tamañoque las presentesen el material original, como muestrael esquemade la

Figura8.

El GLICEROL (del 11 % al 24 % exceptoen T. luteu«s,con un 57 %) procede

de residuosterminales,furanosasen (1 —*6) o de piranosasenlazadasen (l—*6), en

(1-42) o en (1—*2,6) y en estosdos últimos casosse producendos moléculasde
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glicerol a partirde la moléculanativa.El ERITRITOL (pequeñascantidades,excepto

el 28% ele T. helicus y el 11% de T. bacillisporus)se origina a partir de manosao

glucosa cuando las uniones son de tipo (1—*4) ó (1—*4,6), Las moléculas de

galactopiranosaenlazadasen posición (l—*4) ó (1—+4,6) y las de galactofuranosa

unidasen (1—*5) dan lugar a TREITOL (entreun 17% y un 27% exceptolos valores

extremosde T. wortmannhiy T. bacillisporus). El ARABINITOL puedeformarsea

partir de galactofuranosacon enlaces (1—*3) ó (1—*2). En las FIS encontramos

resultadostan disparescomoel 4,1 % de T. luteus y el 67 % de T. wortmanniio el

47 % de T. rotundus,presentandolas fraccionesde las tresespeciesrestantesvalores

similares (11-15 %).

TABLA 4,- PORCENTAJESMOLARESDE LOS PRODUCTOSDE LA DEGRADACION DE

SMITH DE LA FRACCIONFis DE VARIAS ESPECIES DE Ta¡aron¡yces.

caLI Em TRE RIB ARA XIL MAN GAL GLU

‘JI sílpitalus 24,3 3,2 27,0 1,5 12,7 3,4 3,4 14,7 9,7

7’. wort~nannii 11,1 3,7 4,9 2,6 66,9 0,8 1,6 5,4 3,0

7’. he//cus 14,6 28,2 20,1 1,4 15,0 0,7 2,1 10,4 1,5

7’. rotundas 15,2 2,6 17,8 2,0 46,8 0,8 1,7 7,7 5,4

7’. tuteas 57,6 2,2 17,4 0,0 4,1 0,0 2,6 11,1 4,9

7’. bacillisporus 11,4 10,8 44,8 1,2 11,5 0,9 3,3 7,9 8,2
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Las unidadesde MANOSA (1-3,5 %), GALACTOSA (5-15 Wc) Y GLUCOSA

(3-10 Wc) enlazadasen (1—3) o formandoparte de otras ramificacionesno son

atacadaspor el periodato,detectándosecomo talestrasel proceso.

La variedaddelos productosobtenidosporestetratamientoponede manifiesto

la complejidad estructuralde estasfracciones.Aunqueorientativo,estemétodo es

insuficienteparadeducirla estructurade nuestrasmuestraspor lo que recurrimosa

técnicasquesuministrenmayorinformación.

4.3.3.- Análisis de metilaciónde las fracciones

.

En las Figuras9, 10 y 11 semuestranlos cromatogramascorrespondientesa

todas las fraccionesFiS metiladas.Es precisoseñalarque aún con este método

resultaimposibledistinguir entre(1—*4)-galactopiranosay (l—*5)-galactofuranosaya

que producenel mismoderivado(1,4,5-triacetil-2,3,6-trimetilgalactitol), aunquesi

consideramoslos resultadosde las hidrólisisdel material nativo (máximaliberación

de galactosacon H2504 0,05 M) y los datosde los espectrosde IR es más lógico

pensarque se tratade (1—*5)-galactofuranosa.

Por otra parte, se puedever que la medIaciónno ha sido total, ya que el

número de puntos de ramificación (derivadosdimetilados) superaal número de

residuosterminalesdetectados(derivadostetrametilados).Estopuededebersea que

el accesode los gruposmetilo a determinadasposicionesde los azúcaresen el

polímeroseamásdifícil.

A pesar de los inconvenientesapuntados,el análisis de metilación nos
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proporcionauna informaciónvaliosaacercade la estructurade estasfracciones.

A la vista de los cromatogramasse aprecia la similitud existenteentre las

fraccionesFIS de T. stipita¿us,T. helicusy T. bacillisporus. En los tres casoslos

componentesmayoritariossonunidadesde galactofuranosaenlazadasen (I—*5) y

(l—*2), con puntosde ramificación en la posición 6 de algunasde estasunidades

((1—*2,6)-galactofuranosa)y en los residuosde manosa((l—*2,6)-manopiranosa).

Igualmente,se detectaen los tres casos una cierta proporción de una furanosa

(diferentea la galactofuranosa)unida en las posiciones2 y 6. Algunasdiferencias

entreestastres FIS serían,por ejemplo,la presenciade unacantidadapreciablede

(1—*4)-glucopiranosaen T. helicusy la mayorproporciónde (1—*6)-galactofuranosa

en T. bacillisporus.

También es manifiesto el parecido entre el material procedentede 7’.

wortmannii y T. rotundus.Los componentesmás abundantesson monómerosde

(l—*2) y (l—*3) galactofuranosaen unaproporciónaproximadade (1:1), Algunas de

las unidadesde (l—*2) galactofuranosaestán ramificadasen su posición 6 y los

residuosterminalesson de glucopiranosay galactofuranosa.

La FíS de T. luteus es diferente a todas las anteriores.Pareceestarmuy

ramificada, ya que los componentesmayoritarios son residuos terminales de

glucopiranosay derivadosdimetilados(3,4-Me2-Man;2,3-Me2-Many 3,5-Me2-Gal),

También presenta una considerablecantidad de manopiranosaenlazadaen la

posición 6,
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TABLA 5.. RELACIONDE COMPUESTOSDETECTADOSPOROC-MSEN EL ANALISIS DE

METILACION DE LAS FRACCIONESFiS Y TIPOS DE ENLACE DEDUC~OSDE LOS

MISMOS.

1.-

2.-

3.-

4,.

5-.

6.-

7,.

8.-

9.-

10.-

11.-

12.-

13.-

14.-

1,5-diacetil-2,3,4,6-tetrametil-g¡ucopiranosa

1,4-diacetit-2,3,5,6-tetrarneti¡-gatactofuranosa

1,2,4-triacetit-3,5,6-trfrnetli-hexofuranosa

1,3,4-triacetil-2,S,6-trirnetu-galactofuranosa

I,3,5-triaceal-2,4,6-trbnet¡I-glucopiranosa

I,4,S-tr¡aeetil-2,3,6-¡rimetll-ga¡ac¡osa

1,4,5-triaceti¡-2,3,6-trbnettt-glucoptra~wsa

1.2,4-triacetll-3,S,6-tdmettl-galactofuranosa

I,5,6-tr¡acelil-2,3,4-trbnetll-manopiranosa

¡,4,6-triacetll-2,3,S-trtmetU-galactofuranosa

1,4,-5,6-tetraacefll-2,3-dimetU.manop¡ranosa

1,2,4,6-tetraacetfl-3,5-4¡metll-hexofuranoso

1,2,5,6-telraacelll-3,4-dtmetll-manopiranosa

1,2,4,6-tetraacetu-3,5-dimetll-gakwtofuranosa

15.- ¡nos/Id hexoacetoto(patrón interno>

953 ser

965 seg

1123 seg

1145 seg

1155 seg

1160 seg

1179 seg

1181 seg

1234 seg

1285 seg

1441 seg

1478 seg

1490 seg

1558 seg

Glcp-(1-3

GalP(1—*

-*3)-Galf-(1--*

—*5)-Galf-(1-->

-*4)”Glcp.(1-*

—*6)-Manp-(1—*

->6)-Galf-(1--*

—*4,6)-Manp-(1-->

-*2,6)-Hexf<1--*

1843 seg

‘Tiempo de retención en segundos,
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Figura 9.-Cromatogramas correspondientesa los acetatosde alditol parcialmente ¡netilados

obtenidos a partir de fraccionesFIS de A) 7’. sulpllatus; II) 7’, he/taus; C) 7’, badilllsporus,analizadas

por GC.MS.
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Figura 10.- Cromatograniascorrespondientesa los acetatosde alditol parcialmente metilados

obtenidos a partir de fracciones FiS de A) 7’. wortrnannli; 13) 7’. rotundus, analizados por GC-MS.
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Figura 11.- Croinatograma correspondientea los acetatosde alditol parcialmente meCHados

obtenidos a partir de la fracción Fis de 7’, luteus,analizada por GC-MS.

4.3.4.-Resonanciamagnéticanuclear

.

Todas las fraccionesFiS se analizaronpor ‘H-RMN y ‘3C-RMN en las

condicionesdescritasen Materialesy Métodos.

En las Figuras 12, 13 y 14 sepresentanlos registroscorrespondientesa las

resonanciasde ‘H de la zonaanoméricade las FIS, Paracomparacionesposteriores,

hemosincluido el espectrode la especietipo del género,T. flavus. Se apreciaen

ellos el mismo hechoquehemoscomentadoa la vistadel análisisde metilación,es
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decir, el enormeparecidode estafracciónen las especiesT. stipitatus,T. helicusy

T. bacillisporus (todos tienen las señalesa &~ 5,33, 5,30, 5,0 y 4,97 ppm), la

similitud entreT. wortmnannii y T, rotundus (ambosconseñalesa 5,24y 5,18 ppm)

y la diferencia de T. luteus con respectoa las demás FíS. El espectrodel

polisacáridode 7’. lureus es complicadoy difícil de interpretar. En él se recogen

senalesde al menos nueve monómerosdiferentes y no han podido realizarse

asignacionesde las mismas.La Tabla 6 muestralas asignacionesde las señales

registradasen los restantesespectrosde ‘H-RMN.

TABLA 6.- ASIGNACIONES DE LAS SEÑALESMAYORITARIAS DE LOS ESPECTROSDE

‘If-RMN.

H-1 (ppm) J12 (1-1,)

A)

5,33 4,3 a-piranosa
a1aranosa

5,30 2,0 B-furanosa

5,00 <1,0 8-furanosa

4,97 3,8 «-piranosa

¡3)

5,24 <1,0 B-furanosa

5,18 <1,0 13-furanosa

A> En 7’. flavas,7’. he//cus,7’. sIlpitatasy 7’. bael//isporus; 8) 7’. wortmannii y 7’. rotundas.
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Los espectros de ‘3C (Figuras 15, 16 y 17) reafirmanlos resultadosanteriores

en lo referentea la existenciade tres tipos de estructuradiferentesen las fracciones

estudiadas,Las asignacionesde las sefiales recogidas mediante estos espectros

(exceptoel correspondientea T. luteus) figuranen la Tabla 7. La asignaciónde los

carbonos en el espectro se realizó por heterocorrelacióno utilizando modelos

sintetizadospor los Dres.E. Parray M. Bernabé.

TABLA 7.- ASIGNACIONESDELAS SEÑALES MAYORITARIAS DE LOS ESPECTROS DE

‘3C-RMN.

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
A>

—>2-a-Galf-1—-* 100,0 81,3 73,6 82,2 73,2 63,3

—*2,6.B-Oalf-1--4 106,2 88,0 76,0 83,3 70,3 70,2

—*5-13-Galf-1---* 108,8 81,9 77,5 82,9 76,8 62,2

ct-Glcp-1---+ 98,4 72,2 73,9 70,6 73,1 61,6

13>

—>2-j3-Galf-1--4 106,7 88,7 76,3 80,Sb 71,3’ 63,7

—+3-13.Oalf-1--4 108,7
807b 83,4’ 83,1c 71,5’ 63,7

.b.¶Estos valores podrían estar cambiados, pero estono afectaa la asignaciónde la estructura,ya

que la variación es del ordcn de décimas.

A) En 7’. flavas,7’. he//cus,7’. sulpltalasy 7’. bael//isporus;U> En 7’. worímannll y Trolandus,
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C

Figura 12.- Espectros de ‘H-RMN de la región anomérica de las fracciones FiS de: A) T,

A

E

IJ

5.4 5.2 5.0 P914

bacillisporus; 13) 7’. suipúatus;C) 7’, he/leusy D) 7’. flavus.
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E

1 ‘•I si ~‘1
5.6 5.4 5.2 5.0 PPM

FIgura 13.- Espectros de ‘H-RMN de la región anomérica de las fraccionas FiS de: A) 7’,

wonmannll; II) 7’. rotundas.

5.6 5.4 5.2 5.0 PPI4 4.6

Figura 14.- Espectro de ‘H-RMN de la reglón anomérica de la FIS de 2’. luteus.
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Figura15.- Espectros‘3C.RMN dc las fraccionesFiS de: A) 7’. bael//isporus;13) 2’. sí/pitatus;

1

C) 7’. he//cusy D) 2’. flavas.
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‘y

FIgura 16.- Espectrosde ‘3C.RMN delas fraccionesFISde: A) T.worttnanhi; II) 7’. rotundas.

1’ ~¡‘~‘ ¡

jitII!JIJI ¡¡¡II’

Figura17,- Espectrode ‘3C-RMN de la FiS de 7’. ¡¡¿leus.
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5. SEPARACION DE DISTINTOS POLISACARIDOS DE LAS

FRACCIONES FIS. ESTIMACION DE SUS PESOS MOLECULARES,

La gran complejidadde los resultadosencontradoshastaestemomento nos

hizo considerar la posibilidad de que estas fracciones no fueran un material

homogéneo,sino que estuvierancompuestaspor una mezclade polímeros.Por ello,

decidimossometerlasa un procesode filtración en gel a escalapreparativa.Después

de realizarpmebascon diferentesgelesy eluyentes,se llegó a la conclusiónde que

las mejoresseparacionesy recuperacionesseobteníanen unacolumnade 40 x 2,6

cm empaquetadacon SepharosaCL-613 utilizandoNaOI-I 0,3 M como eluyente.Por

estarazónsólo se mostraránlos perfiles de elución correspondientesa la separación

obtenidaen estascondiciones(Figuras18 y 19).

La FIS de T. luteus, quecomoya hemosvisto en los anterioresresultadosera

muy diferente al resto de las especiesestudiadasen su composicióny estructura,

presentaun único pico tras el proceso de filtración en gel. En el resto de las

fraccionesFiS encontramosun polímerode alto pesomolecularcuyaproporciónes

variable,y doso tres picos de diferentepesomolecularque quedanretenidosen el

gel y que no llegana separarsecompletamente,cosaque no es de extraflar dadala

naturalezapolidispersade los polisacáridos.La segundafracción es en todos los

casosla másabundante.

La denominaciónde los polisacáridosen los resultadosque siguense hará

mediantedos letras (correspondientesa las iniciales de la especie)y un número
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romano(queindica el númerode pico en el gráficode filtración en gel).

Cada una de las fraccionesaisladasse recromatografiópara comprobarsu

pureza. Al recromatografiarla fracción T.s.III se obtuvierondos picos, no bien

resueltos,que serecogieronpor separado(T.s.JII-1 y T.s.HI-2).

Los monómeros presentesen las diferentes fracciones se determinaron

mediantehidrólisis con H2504 2 M durante5 horasa 100
0C(Tabla 8).

Para una determinaciónmás aproximadade los pesosmolecularesde estos

polimerosy comocomprobaciónde la separaciónobtenidapor filtración en gel a

bajapresiónse analizarontodaslas fraccionesFIS porcromatografíalíquidade alta

resolución(HPLC), técnicaque proporcionamayoreficaciaen la separación.

Los resultados obtenidosen 1{PLC analíticaconcuerdantotalmentecon los

perfilesdeeluciónpreviamenteobtenidos.Los polisacáridospurificadosporfiltración

en gel a escalapreparativa fueron también analizadospor HPLC en iguales

condicionesque las fraccionesFIS enterascon el fin de confirmar su pureza.Los

pesosmolecularesaproximadosde los polisacáridos,calculadosen el puntomedio

del pico, estándetalladosen las correspondientesfiguras.
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N~ DE FRACCION

T. stipitatus

T. wortmanníi

T. helicus

Figura 18,- FIltración a travésde SepharoseCL-6B de la FiS de las ~peclesque seindican

en cada caso.En el máximode cada pico figura el pesomolecular aproximado, calculado por IIPLC.
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en cada caso. En el máximo de cada pico figura el peso molecular aproximado, calculado por HPLC.

0.8

0.6 1

0.4 1

0.2 1

> 600 kL

E

0:2

¡0 20 20 60 50 60 70 SO 90

¡-1

u
z

m

o
(ji
m

¡0 20 40 40 60 60 70 00 90



67

TABLA 8.- AZUCARES NEUTROS LIBERADOS EN LA HIOROLISIS DE LAS DIFERENTES

FRACCIONESPURIFICADAS.

MAN GAL OLU RECUPERACION (%)

T.s.I (3,5 9*,)

T.s.11 (54,0%)

T.s.11I (42,5 %)

2,5

10,8

6,4

6,0

53,7

41,4

40,0
11,4

9,4

48,5

76,9

57,2

T.w.I (5,0 %)

T.w.11 (70,0%)

T.w,ll1 (25,0 9*,)

T.h.1 (33,6 %)

T.h.11 (46,8%)

T.hJII (19,6%)

T.r.I (10,5 %)

TrIl (64,2 %)

T.r,ll1 (25,3 %)

1,7 6,3

9,5 64,5

7,2 59,6

2,9

10,4

3,9

5,7

41,9

40,8

2,4 3,5

6,9 64,8

3,6 42,5

33,4 28,3 32,9

T,b.1 (2,4 %)

T.b.1I (33,4%)

T.b.II1 (37,0%)
T.b.IV (27,2 %)

9,0 55,7

9,1 64,2

3,6 47,6

24,7

6,3

5,0

70,6

13,5

10,1

23,6
5,1

3,3

32,7

80,3

71,8

79,2

71,7

54,8

29,5

76,8

49,4

TI. (100 %) 94,6

9,5
10,0

7,7

74,3

83,3

58,9
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6. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS FRACCIONES PURIFICADAS.

El análisisestructuralde los polisacáridosmayoritariosserealizó obteniendo

sus acetatosde alditol parcialmentemetiladosy analizándolospor cromatografíade

gases-espectrometríade masas.En las tablassólo sepresentarála cuantificaciónde

las fraccionesmayoritarias.

6.1.- Talaromvcesstivitatus

.

El polisacáridoT.sJ(Figura 20A) suponeunaproporciónmuy pequeñade la

FiS (3,5 %) y estácompuestoprincipalmentepor unidadesde glucosaenlazadasen

(1—44), aunquetambiénse ven pequeñascantidadesde enlaces(l—*3).

T,s.II (Figura 20B) es un ¡3-galactofuranocon enlaces (1—*5) y (1—42) y

numerosos puntos de ramificación en la posición 6 de unidades de (l—*2)

galactofuranosay de unidadesde glucosa.Sedetectantambiénpequeñascantidades

degalactofuranosaen(1—*6), galactopiranosaen(1—>6) y otrafuranosa(posiblemente

manosa) en (1—*2). Los residuos terminales son de glucopiranosa y de

galactofuranosa(Tabla 9),

La estructurade T.s.III-1 (Figura 20C) esmuy similar a la del polisacárido

anterior,con unaproporciónligeramentesuperiorde residuosde galactofuranosaen

(1—*2). Otra diferenciaentreambasradicaen su pesomolecular,

La fracciónT.s.III-2 (Figura20D) estambiénsimilara las dosanteriores,pero

se detectanademásresiduosdeuna hexofuranosaenlazadaen las posiciones2 y 6,
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Figura 20.-Cromatogramas correspondientesa los acetatosde alditol parcialmente metilados

de lascuatro fraccionespurificadas a partir de laFiS de 7’. silpflatuspor filtración en SepharoseCL.

68. A) T.s.I; 8) T,s.II; C) T.s.III-1 y O) T.s.III-2.

¡13 ¡4

8

‘3

¡4

¡5

C

D



70

TABLA 9.- ACETATOSDE ALDITOL PARCIALMENTEMETILADOSDETECTADOSEN LA

FRACCION T.s.II DE Ta¡aromycessilpitalus PORGC-MS.

ALDITOL RU’ PROPORCIONES
RELATIVAS

PRINCIPALES FRAGMENTOS
EN EL ESPECTRODE MASAS (m/z>

TIPO DE ENLACE

2,3,4,6.Me4.Oíub 1,00 0.3 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205Olup-(1—~

2,3,5,6-Me4-Gal 1,09 0,1 45,89,102,118,145,162,205

3,5,6-Me,-Gal 1,90 0,4 45,59.89,130,145,190,205,306 —>2).Oaif-(1 —3

2,3,6-Me,-Gal 2,13 1 45,102,113,118,162,173,233 —>5)-Galf-0—-

2,3,5-Mc,-OaI 2,64 tr, 102,117,118,130,162,173,233 —>6)-Oalf-(1—-*

3,5-Me,-Oal 4,90 0,6 88,101,117.130,173,190,233 —*2,6)-Oalf.(l —~

2,3,4-Me,-Man 2,22 Ir. 102,118,129,130,162,173,189,206,233—*6)-Ma¡p-(l-4

3,4-Me,-Man 4,20 0,7 87,88,129,130,189,190

3,5,6-Me,-Hex 1,66 tr. 45,88,89,130,190,205,306 —42)-liex/-<l—4

‘Tiempo de retenciónrelativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-ielra-O-meíilgluci¡olen OV-225 a 170
0C.

b2346..Me
4..01u 1,5-di-O-acctil-2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol,etc. ‘Oalf= galactofuranosa.



71

cuya identidad no pudo serdeterminadadebido a que ni mano- ni glucofuranosa

aparecendescritosen la bibliografía,La metilaciónde estepolímeroes deficiente,

comodemuestrala desproporciónentreresiduosterminales(tetrametilados)y puntos

de ramificación (derivadosdimetilados).

6.2.- Talaromvceswortmannu

.

El polisacáridoT.w.I (Figura21A) esmuy escaso(5%) y se metilaconmucha

dificultad. Posiblementeseaun polímero lineal deglucosacon enlaces(1—*4) y una

pequeñacantidadde enlaces(l—*3).

El análisis de T.w.II (Figura 21B) nos indica que es un ¡3-galactofurano

enlazadoen (l—*2) y (l—+3). Encontramosunidadesde(l—*2,6) galactofuranosacomo

úííicos puntos de ramificación,siendo los residuosterminalesde glucopiranosay

galactofuranosa,Otrosresiduosqueaparecenen baja proporción son una piranosa

unidaen (l—*2) y galactosaunidaen (1—*6) (Tabla 10),

El polisacáridoT.w.llI (Figura 21C) tiene menor peso molecular que la

fracciónanterior,pero su estructuraes prácticamenteidéntica,

6.3.- Talaromvceshelicus

.

A diferenciade los casos anteriores,el pico no retenidoen la columnade

SepharoseCL-6B esbastanteabundante(33,6%).El análisisdeT.h.I (Figura 22A)

nos indicaqueesun glucanoramificado((1-44,6)-glucopiranosa)con enlaces(1—*4)

y (1 —*3). Los residuosterminalessonde glucopiranosay se encuentrantambién
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TABLA 10.-ACETATOS DE ALDITOL PARCIALMENTE METILADOS DETECTADOS EN LA

FRACCIONT.w.U DETa¡aromyceswortmannli POROC-MS.

AIflITOL RU’ PROPORCIONES
RELATIVAS

PRINCIPALES FRAGMENTOS
EN EL ESPECTRO DE MASAS (mlz)

TIPO DE ENLACE

2,3,4,6.M04Olub 1,00 0,2 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205Olup-(1—-*

2,3,5,6-Mc4-0a1 1,09 tr. 45,89,102,118,145,162,205 Galf.<1—’

2,5,6-Me,-OaI 1,90 1 45,59,59,130,145,190,205,306 —43).OaJf-<í —4

3,5,6-Me,-Gal 1,90 1 45,59,89,130,145,190,205,306 .-*2)-Oaif-(I--3

2,3,6-Me,-Gal 2,13 tr. 45,102,113,118,162,173,233 —~5)-Oaif-(1 —

2,3,5-Mc,-Oal 2,64 tT, 102,117,118,130,162,173,233 —*6)-Gaif.<1 —3

3,5-Me,-0a1 4,90 0,2 88,10l,117.130,173,190.233 —32,6)-OOif<1’4

2,3,4-Me,-Man 2,22 0,1 87,102,118,129,130,162.173.189,206,233—*6)-MaIwd1’4

‘Tiempo de retención relativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tctra-0-mCtilglUcitolen OV-225 a 170
0C.

b2346.Me
4..01u 1,5-~i-O-aceti1-2,3,4,6-tetra-O.nICtiIglUCitol, etc. CGalp galactofuranosa.
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Figura 21,- Cromatogramascorrespondientesa los acetatosdealditol parcialmente motilados

de las tres fracciones purificadas a partir de la FiS de 7’. worllnannll por filtración en SepharoseCL-

613. A) T,w.I; E) T.-w.II y C) T.w,III.
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Figura 22.- Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados

de las tres fracciones purificadas a partir de la FiS de7’. he//cuspor filtración en SepharoseCL,-GB.

A) T,h.I; 13) T.h.II y C) T,h,III.
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pequeñascantidadesde residuosde galactofuranosaunida en (l—>2> y (1-45). El

segundopolisacáridoobtenido a partir de la FíS de este hongo (T.h.II) es un

galactofurano muy parecido al T,s.ll. Mayoritariamente está formado por

galactofuranosacon enlaces(1—*5) y (1—~2), coíi numerosospuntosde ramificación

en la posición 6 de estasúltimas unidades(Figura 2213 y Tabla 11), El polisacárido

T.h,III (Figura 22C) tiene igual estructura,pero diferentepesomolecular.

6.4.- Talaromvcesrotundus

.

T.r.I (Figura 23A) es un (1—*4) glucano con puntosde ramificaciónen las

posiciones6. Se detectantambiénresiduosde galactofuranosay glucopiranosacon

enlaces(l—>3). Todoslos residuosterminalesson de glucosa.

En T.r.II (Figura 23B) encontramoslos derivadoscorrespondientesa un

galactofuranocon uniones (1-42), (1—*3) y (1—*5), La presenciade 3,5-di-O-

metilgalactitol indica que los puntosde ramificación están en las posiciones6 de

residuosde (1—*2)-galactofuranosa.Los terminalessonmonómerosde glucopiranosa

y de galactofuranosa.Este polímero tiene además algunas unidades de una

hexopiranosa(manosaó glucosa)y degalactofuranosaenlazadasen (l—*6) (Tabla12).

T.r.III (Figura 23C) esparecidoal polisacáridoanterior.Los tipos de enlace

son los mismos, pero sus proporcionesrelativas varían ligeramente.Está menos

ramificado,aunquelos puntosde ramificaciónestánen las mismasposiciones.Casi

todos los residuosterminalesson de glucosa.
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TABLA 11.- ACETATOSDEALDITOL PARCIALMENTEMETILADOSDETECTADOSENLA

FRACCIONT.h.II DE Talaron¡yceshelicusPORGC.MS.

ALDrroL RRT’ PROPORCIONES
RELATIVAS

PRINCIPALES FRAGMENTOS
EN EL ESPECTRO 1)11 MASAS (mP>

TIPO DE ENLACE

2,3,4,6.Me4OIub 1,00 0,5 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205Olup-(1--->

2,3,5,6-Me4-Gal 1,09 0,3 45,89,102,118,145,162,205 Gaif.(1~~*O

3,5,6-Me,-GaI 1,90 1 45,59,89,130,145,190,205,306 —2)-Oalf-(1—*

2,3,6-Me-,-Gal 2,13 1 45,102,113,118,162.173,233 —35>.Oalf-fl—4

2,3,5-Me,-Oal 2,64 tr. 102,117,118,130.162,173,233

3,5-Me,-Oal 4,90 0,5 88,101,117,130,173,190,233 —2,6)-Oalf-(1-4

2,3,4-Mc,-Man 2,22 tr. 102,11S,129,130.162,173,189,206,233—46)-Mav-(1—-*

3,4-Me3-Man 4,20 0,3 87,88,129,130,189,190 -42,6>Maiw-O-—*

‘Tiempo de retenciónrelativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-Letra-0-metilglucitolen OV-225 a 17000.

b2346..Me4..01u 1,5-di.O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol,etc. cOaIf= galactofuranosa.



-77

A

8

4

5 20 25 30

TIEMPO DE RETENCION<min>

Figura 23.-Cromatogramascorrespondientesa los acetatosde alditol parcialmentenietilados

de las tres fracciones purificadas a partir de la FiS de 7’. rotundaspor filtración bu Sepharose CL.

613. A) T,r,I; 13) T.r.fl y C) T.r.flI.
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TABLA 12.- ACETATOSDEALDr1’OL PARCIALMENTEMETILADOSDETECTADOSENLA

FRACCIONT.r.II DE TalaroniytesrotundasPORGC-MS.

ALDITOL RRV PROPORCIONES
RELATIVAS

PRINCIPALES I’RÁGMENTOS
EN EL ESPECTRO DE MASAS «nl,>

TIPO tSEENLACE

2,3,4,6MC<Glub 1,00 0,2 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205OIup-0—-*

2,3,5,6-Me4-Oal 1,09 0,1 45,89,102,118,145,162,205 Oalf-<1--*

2,5,6-Me,-OaI 1,90 0,8 45,59,89,130,145,190,205,306 —3)-OaJf-(1—

3,5,6-Me,-Oal 1,90 1 45,59,89,130,145,190,205,306 —2)-Oa]f-(1—4

2,3,6-Me,-Gal 2,13 0,4 45,102,113,118,162,173,233 -45)-OaIf-(1—-*

2,3,5-Mc,-Oal 2,64 0,1 102,117,118,130,162,173,233

3,5-Me,-Gal 4,90 0,2 88,101,117,130,173,190,233 .—2,6)-GsIf.(1—4

2,3,4-Me,-Man 2,22 0,1 102,118,129,130,162,173,189,206,233-46>-MaIV$1 -4

3,4-M%-Man 4,20 0,1 87,88,129,130,189,190 —2,6>.Nfazp-(1--*

‘Tiempo de retenciónrelativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-te¡ra-O-metilglueitol en OV-225 a 170’C.

b2346Me4,.01u 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metilglncitol,etc. GaIfr galactofurauiosa.
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6.5.- Talaromycesluteus

.

La fracciónT.l. (Figura24) esigual a la FiS de estaespecieya queseobtiene

un único pico por cromatografíade exclusiónmolecular. Su estructuraes compleja

y diferenteal restode las estudiadasen estetrabajo.Pareceestarmuy ramificadoy

los derivados metilados más abundantescorrespondenprecisamentea residuos

terminalesde glucopiranosay puntosde ramificación(1 —~2,6-manopiranosa).Hay

tambiénabundante(l—*6) manopiranosay presentaal menosotrosseiscomponentes

en menorcantidad(Tabla13).

e

15 20 25 30

TIEMPO DE RETENCION (mm)

Figura 24.- Cromatograma correspondientea los acetatos de alditol parcialmente ¡netilados

de la fracción T.l. purificada a partir de la FiS de 7’. ¡¡¿leus por filtración en SepharoseCL-613.
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TABLA 13,- ACETATOSDE ALDITOL PARCIALMENTEMETILADOSDETECTADOSENLA

FRACCIONT.l. DE TaL-zromyces¡uteus PORGC-MS.

ALDITOL RR~ PROPORCIONES
RELATIVAS

PRINCIPALES FRAGMENTOS
EN EL ESPECTRO DE MASAS <mP>

TIPO DEENLACE

2,3,4,6Me4~Glub 1,00 0,9 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205Olup-(1-4

3,5,6-Mc,-Gal 1,90 0,2 - 45,59,89,130,145,190,205,306 —*2>-Ga1f-(1--~

2,3,6-Me,-C,al 2,13 0,5 45,102,113,118,162,173,233 —>5)-OaIf.(l-4

2,3,5-Me,-Gal 2,64 0,1 102,117,118,130,162,173,233 —*6)-GaIf-(1 —*

3,5-Me,-Oal 4,90 0,5 88,101,117,130,193,190,233 —>2,6)-Galf-(1-4

2,3,4-Me,-Man 2,22 1 102,118,129,120,162,173,189,206,233—~6)-Manp-(1—>

3,4-Me,-Man 4,20 0,9 87,88,129,130,189,196

4,6-Me2-Man 2,92 0,5 45,101.161,201,261 —4Z3>-MOIW-(1--4

‘Tiempo dc retenciónrelativoal 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tctra-O-metilglucitolen OV-225 a 170
0C.

b2346..Me
401u 1 ,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tctra-O-metilglucitol,etc. ‘OaIf= galactofuranosa.
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6.6.-Talaromvcesbacillisvorus

.

La primera fracción obtenida por filtración en SepharoseCL-6B (T.b.I)

representa un 2,4% de la FiS y no se pudo analizarpor su insolubilidaden DMSO.

T.b.II (Figura 25A) está formada mayoritariamentepor unidades de

galactofuranosaunidasen (1—*5) y (1—*2), conabundantespuntosderamificación(se

detectaronmonómerosde una hexopiranosay de galactofuranosaenlazadosen las

posiciones2 y 6). Los residuosterminalesson mayoritariamentede glucopiranosa,

aunquetambién se encontróalgo de galactofuranosaterminal (Tabla14),

T.b.ILI (Figura 25B) estáformadapor los mismosmonómerosque la anterior,

aunquesus proporcionesvarían ligerameíite.Posiblementela principal diferencia

entreambasestribaen supesomolecular.

T.b.IV (Figura 25C) es también similar en su estructuraa las dos anteriores,

peroal igual queocurreen T,s.llI-2, encontramosresiduosde mano-o glucofuranosa

en puntos de ramificación (con enlacesen las posiciones2 y 6).

1
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Figura 23.- Cromatogramas correspondientes a los acetatosde alditol parcialmentemetilados

cte las tres fraccionespurificadas a partir de la FiS de 7’, hadilllsporuspor filtración en Sepliarose

CL-6B, A) T.b.I1; 13) T.b,III y C) T.Ú,IV.
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TABLA 14.-ACETATOS DEALDITOL PARCIALMENTE METILADOS DETECTADOS EN LA

FRACCIONT.b.II DE TalarornycesbaciuisporusPORGC-MS.

ALDITOI. RRT’ PROPORCIONES
RELATIVAS

PRINCIPALES FRAGMENTOS
EN EL ESPECTRO DII MASAS (uit!>

TIPO DEENLkCE

2,3,4,6~Me<.GIub 1,00 0,4 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205Olup-(1--4

2,3,5,6-Me<-Qal 1,09 0,1 45,89,102,118,145,162,205 Galf-(1—4’

3,5,6-Me,-Gal 1,90 0,5 45,59,89,130,145,190,205,306 —~2)-CaIf-(1 —.

2,3,6-Me,-Gal 2,13 1 45,102,113,118,162,173,233 -45)-OaIf-(1--4

2,3,5-M%-Oa1 2,64 0,1 102,117,118,130.162,173,233 —*6).Golf-0 —>

3,5-Me,-Oal 4,90 0,5 88,101,117,130,173,190,233 —*2,6)-Oalf-(1 —

2,3,4-Me,-Man 2,22 Ir. 102,118,129,130,162,173,189,206,233 —6)-Manp-(1—3

3,4-Me~-Man 4,20 0,5 87,88.129,130,189,190 .-42,6)-Maow-<1--*

3,5,6-Mc,-Hex 1,66 tr. 45,88.59,130.190,205,306 —*2)-Hexf-(1--3

‘Tiempo de retenciónrelativoal 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metilglucitolen OV-225 a 1700C.

b2346Me
4..G1u 1,5.di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol,etc. ‘Galf= galaclofuranosa.
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7. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES INSOLUBLES EN

AGUA (Fil).

7.1.- Carbohidratosneutrostotales

.

Se determinóel porcentajede carbohidratosen estasfraccionesmedianteel

método de la antrona.Los resultadosfiguran en la Tabla 15. Los valoresobtenidos

pai-a T, stipiratus, T. worrmannii y T, helicus, inferiores al 54%, se deben a la

resistenciade estospolisacáridosal tratamientocon ácido.

TABLA 15.- CARBOHIDRATOS NEUTROS TOTALES DE LAS FRACCIONES Fil,

7’, sllpitatus 41,6 96

7’. wor¡mannii 42,6 %

7’, he//cus 54,8 %

‘1’. rolundus 74,8 96

7’, luteus 75,4 96

7’. bacWisporus 82,4 96
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7,2.- Análisis químico

.

Todas las fraccionesFíI se hidrolizaron con H2504 2 M y por hidrólisis

Saeman.En la Tabla 16 vemoslos resultadosobtenidosen la hidrólisis Saeman,que

fue la quedio mejoresrendimientos.

7.3.- Análisis estructural

.

7.3.1.-Espectroscopiainfrarroja

,

En la Figura26 serecogenlos espectrosinfrarrojosde las fraccionesFil

decadauna de las especies.T. sfipitatus,T. wortnzannlly T. helicustienenla banda

a 890 cm
1 característicade anómerosen configuración13. T. lureus,T. rotundusy T.

bacillisporus presentan bandas a 820 y 850 caÍ1 típicas de anómeros en

configuración cz.

7.3.2.-Degradaciónde Smith de los polisacáridos

.

Las fraccionesFil fueron oxidadascon periodatosódico0,015 M como

se describeen el apartado8,2 de Materialesy Métodos.Tras las correspondientes

etapasde reducción,hidrólisis áciday transformaciónen los acetatosde alditol, se

detectaronlos productosquese detallanen la Tabla 17.

Las FíI obtenidasapartirde T. stipitwusy T, bacillisporusson prácticamente

iguales,con un 85-87 % de (1—*3) glucopiranosa.Se detectatambién
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TABLA 16.- AZUCARESNEUTROSLIBERADOS EN LA HifiROLISIS SAEMANDE LA

FRACCIONFil DE VARIAS ESPECIES DE Talaromyces.

ARA XIL MAN GAL GLU 96

7’. silpitatus 2,6 14,7 8,3 18,0 26,1 69,7

7’, wortmanngi 1,9 8,3 4,7 23,6 21,1 59,6

7’. helicus 0,7 0,5 3,9 8,1 64,7 77,9

rotundus 1,8 2,0 3,2 7,1 86,0 99,8

7’. ¡uleus Ir. Ir. 2,8 1,1 95,1 99,0

7’? bacillisporus 1,8 4,6 4,8 3,4 85,1 99,7

aproximadamenteun 4 % de glicerol, que puedeprocederde distintosmonómeros

en la estructuraoriginal.

Las Fil de T, rotundusy T. bacillisporusson (1-43) glucanoslineales,

La de 1. wortmannhi parecetener una estructurabastantemás complicada,

puestoque se detectanmuchosproductosde degradación,siendolos mayoritarios

glucosa(23% procedentede enlaces<1—*3) o de puntosderamificación) y un 23%

de eritritol (de enlaces(1—+4) de glucosao manosa).

Los principalestipos de enlaceen la Fil de T, bel/cusson (1-43) y (1—+4)-

glucosa.
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TABLA 17,- PORCENTAJESMOLARESDE LOS PRODUCTOSDE LA DEGRADACIONDE

SMITH DE LA FRACCION Fil DE VARIAS ESPECIES DE Tahzromyces.

OLI BR! TRE RIB ARA ~tL MAN GAL OLU

7’. sUp/tatas 4,3 3,3 1,4 0,0 1,8 0,0 0,0 1,3 87,2

7’. wortntannii 16,2 23,0 0,0 0,0 7,9 16,8 2,8 1,1 32,2

7’. he//cus 7,4 17,1 2,7 0,0 3,0 1,6 2,6 1,8 63,8

7’. rotundas 0,8 0,0 1,6 0,0 0,9 0,0 1,2 0,0 95,6

7’. luteus 0,9 3,6 0,0 0,0 0,9 0,0 2,2 0,0 92,4

7’. bacil/isporus 3,9 1,9 0,0 0,0 1,9 5,6 1,6 0,0 85,1

7.3.3.- Resonanciamagnéticanuclear

,

Seobtuvieronlos espectrosde protónde las fraccionesEh (asignaciones

de las sefiales en la Tabla 18) y de 13C (Figuras 27 y 28) como análisis

complementario a la oxidación con periodato sódico, ya que la extremada

insolubilidad de estospolimerosen DM50 hizo infructuosostodos los intentos de

metilación,Los espectrosde la Fil de T. bel/cusno pudieronconseguirse,ya que se

encontraronproblemasal disolverloen NaOD,

Lasasignacionesde las sefialesregistradaspor ‘3C-RMN estánen la Tabla 19,

Las sefialesobtenidaspara la 13-(1—--*3)-glucopiranosano secorresponedenbien con

las descritasen labibliografíaparaestetipo deenlaceen ningunade las dosespecies
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TABLA 18.- ASIGNACION DE LAS SEÑALES MAYORITARIAS REGISTRADASEN LOS

ESPECTROSDE 0H-RMNDE LAS FRACCIONESFi!.

FI-1 (ppm) J¡.
2 (~%)

A)

a-piranosa <44,95

¡3)

B-piranosa 4,1&~4,18a

A) En 7’. rotundas, 7’. ¡ateusy 7’. bac//¡isporas;fi) ‘En 7’. st/pitatus; bfi~ 7’, wortrnannhi.

TABLA 1.9.- ASIGNACIONESDE LAS SEÑALESMAYORITARIAS REGISTRADASEN LOS

ESPECTROSDE ‘
3C-RMN DE LAS FRACCIONESFil.

0-1 0-2 0-3 0-4 0-5 0-6

A)

—3-a-Olcp-1-4 101,6 12,2 84,9 71,7 74,1 62,4

fi)

—3-13-OIcp-1 --4 101,1 73,1 82,4 12,1 74,9 62,3

101,5 75,2 74,2 72,5 70,5 62,5

C)

No asignado

A) En 7’. rotundas, 7’. tuteasy 7’. badil/isporus; fi) En 7’. st/p/tatus; C) En 7’. wortman.¿i.
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que la contienen,especialmenteen la fracción Fil de T. wor¡mannii. Estopuedeser

debidoa que estosresiduosesténunidosa xilosa (ambasfraccionescontienendicha

pentosa),variandolos desplazamientosquímicoscon respectoa los datospublicados

paralos 13-glucanos.

A

B

Figura 27.- Espectros de 13C-RMNde las fracciones Fil de: A) 7’, wortmnannll y B) 7’. sUp/lotus,
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Figura 2&- Espectrosde ‘3C.RMN de las fraccionesFil de: A) 7’. ¡uteus; E) T. rotundus y

A

E

C

¡ u í ¡ ¡ ¡ i 1 E 1 ¡ ¡ 1 ¡ ¡ u ¡ ¡
101 1 ‘‘1 ¡ ¡ ¡ 90 60 70 PP><

C) 7’. bac¡/Usporus.
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8. COMPOSICION DE LA Fi DE HONGOS DE GENEROS

RELACIONADOS CON Talaromyces.

En nuestrolaboratoriosehabladescrito que la composiciónde la paredde

varias especiesde Penicillium mostrabadiferenciasy lo mismo ocurríaal estudiar

especiesde los génerosTalaromycesy Eupenicillium. Estasdiferenciasdeberían

reflejarseen los polisacáridosque forman la pared. Para demostrarloy ver qué

variacioneshabíaseextrajeronlas fraccionesFiS y Fil de varias especiesde los

génerosEupen/cillium,Penicillium y Aspergillus.La fracción FiS representóentre

el 2,5 y el 6,2%, y la Fil entreun 16,2 y un 32,5%.

En la Tabla20 sepresentala composiciónquímicade ambasfraccionespara

cadaespecie.

En la FiS el azúcarmásabundanteesla galactosa,con menorescantidadesde

glucosay manosa.Hay queselialarque1’. brev/compactumtieneun 22% de glucosa,

peroéstano sedetectaen el espectrode RMN. Esto indicaquela glucosadetectada

en la hidrólisisdeestafracciónprocededeuna contaminaciónde algúnotro polímero

de la pared,y que seelimina en la centrifugaciónprevia al análisispor RMN,

Todala galactosade las fraccionesFiS seliberó al hidrolizarcon H2504 0,05

M, lo que indica que estemonómeroestáen configuraciónfuranósica.

LasfraccionesFiS seanalizaronesti-ucturalmentepor
13C-RMN,encontrándose

en los espectrosde todas ellas(Figura29) únicamentelas señalescaracterísticasde

un polímero de galactofuranosaenlazadaen 13-(1—>5).
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TABLA 20.- AZUCARESNEUTROSLIBERADOSEN LA HIDROLISIS DELAS FRACCIONES

FIS Y Fil DE VARIAS ESPECIES.

FIS

XL MAN GAL OLU RECUPERACION(a/o)

Eupenici//iurn crastaceun¡

Penic/1/iu,n brevicompactum

Pen/ci///arn decarnbens

Aspergi/¡us flavipes

Aspergil/us ochraceas

0,0 5,8 76,0

Ir. 7,0 26,0

Ir. 4,5 85,6

1,6 7,7 41,7

0,6 5,7 52,5

4,9

22,0

8,5

6,4

6,4

86,7

55,0

98,6

57,4

65,2

Fil

XL MAN GAL GLU RECUPERACION(96)

JSupen/c/l¡/un¡ crustaceam

Penici/liurn brevicompactum

Penic/¡/¿um decumbens

Aspergillas Jiavipes

Asperg//lus ocbraceus

0,0 0,4 0,0 52,1

1,9 0,0 2,3 90,2

0,0 0,6 1,8 88,2

1,0 0,6 0,0 42,2

1,0 0,1 5,0 63,5

52,5

94,4

90,6

43,8

70,2
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~ A

B

Cj II

decumbens; D) A. ochraceus y ~ ~ j iscFigura 29.- Espectros de ‘3C-RMN de las fracciones FiS de: A) E. crustaceum; B) P.C) P. brev/-cornpactum; E) A. flavipes.
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Viendo que las FIS obtenidasa partirde todasestasespecieseraniguales,se

escogióunade ellas,la de E. crustaceum,parapurificarlapor filtración en Sepharose

CL-6B (Figura 30), Se obtuvierondospicos, uno de los cualesrepresentabael 90%

de la FíS (E.c.II> y teníaun Pm aproximadode 17 kDa. El otro (E,c.I), que supuso

un 10% de la FiS, quedabatotalmenteexcluido del gel.

La fracciónE.c.II semetiló, resultandoserel (l—*5)-galactano.

E
¡1~)

ce

0,8

0,6

0,4

0,2

o

¡7 ¡<Da

1~

lO 20 30 40 50 60 70 80 90

N~ DE FRACCION

Figura 30.- FiltracIón a travésde SepliaroseCL-611 de la FIS de E, erustaceum,
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9. OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO DE Penicillium

oxalicum. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD

GALACTANASA.

9.1.- Purificaciónde la actividadgalactanasa

.

Una vez obtenidoel líquido de cultivo de PenicilUum oxalicum,seconcentró

10 vecesy se distribuyóen alícuotasde 4 ml quefueroncongeladas.Variasde estas

fraccionesseemplearonpara someterlasa distintos tratamientosiniciales,

Utilizando comosustratoel 13-(1—->5)-galactofuranode E. cru-staceum,semidió la

actividadenzimáticade:

a) El extractoconcentrado,

b) El liquido resultantede filtrar el extractoa travésde carbónvegetal.

c) El extractoprecipitadoconun 1% de ácido tánico.

La mayor actividadse encontróen el extractoconcentradoy poreste motivo

el resto de la purificaciónserealizócon este material.

Unafracciónde 4 ml secargóen unacolumnade SephadexG-200equilibrada

contampónfosfato 14 mM apI-I 6,5 paraeliminarun pigmentofenólicoamarilloque

apareceen distintascepasde P, oxalicum(Reyesy col,, 1981) y quepresentauna

fuerteabsorcióna280 nm. Serecogieronfraccionesde3,5 ml midiendoen cadauna

de ellas la D,O. a 280 nm (Figura 31). Se obtuvieron tres fraccionescon actividad

B-(1—-*5)-galactofuranasa,a las que denominamosA, B y C, y que representaron
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TABLA 21..- PTJRII?ICACION DE LA ENZIMA fl-(1->5)-GALACTOFIJRANASA.

ETAPA DE ACT. TOTAL PROTEíNA ACT. ESPEC]F. PURIFICACION RENDIMIENTO
PURIFICACION (Unidades) (mg) (unidadcs.mg’) (n~ veces) (%)

Concentrado¡nie. 0,211 6,00 0,035 1 100

Sephadex0-200 0,148 0,60 0,247 7 70

PD-10 0,133 0,60 0,222 6 63

Mono Q ER 5/5 0,062 0,13 0,477 14 29

Superosa6 HR 10/30 0,192 0,06 3,200 91 91

respectivamenteun 5,4%, 73,5% y 20,6% de la actividad total. El pigmento eluyó

junto con la fracción C.

La fracción E se filtré a través de unacolumnade PD-10paraeliminar las

salesy a continuaciónse prosiguió con la purificaciónpor FPLC de intercambio

iónico en una columnaMono Q HR 5/5 equilibradacon tampón fosfato sódico 10

mM a pH 7,2. Un 76% de la actividad no quedaretenidaen la columnaen estas

condiciones,eluyendoantesde la aplicacióndel gradientede NaCí (Figura32). Esta

fracción no retenida se cargó en una columnade filtración en gel para FPLC

Superosa6 HR 10/30 (Figura 33).

En la Tabla21 se resumeel procesototal de purificaciónde la enzima¡3-

(1 —+5)-galactofuranasa.

La enzimaJ3-(1-—*5)-galactanasase purificó 91 vecescon un rendimientodel

91%. Esteelevadorendimientosedebea que en la últimaetapade purificaciónse
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Figura3k Purificaciónde la actividadi3-(1--*S)-galactanasaa travésdeSephadex0-200con

tampónfosfato 14 mM a pH 6,5.
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Figura32.- Purificaciónde laactividadgalactanasaa travésde Mono Q MR 5/5, equilibrada

1

IT 21 26

con tampónfosfato sódico 10 mM PH 7,2..
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Figura33- Filtraciónen gel a travésdeSuperose6 1-fR 10/30equilibradacon tampónfosfato

sódico50 mM pH 5,2/NaCí150 mM. Las barras6) indican la fracciónquese recogiócomo enzima

purificada.O es la galactofuranasa;1 es un inhibidor.

eliminé un inhibidor,caracterizadocomoun polisacárido,Dichopolisacárido(30 pg)

inhibíael 70% de la actividadde la galactanasapurificada(60 pg). La comprobación

de la purezade la enzimase hizo medianteelectroforesisen gelesde poliacrilamida

con y sin SDS, migrandoen amboscasoscomo unaúnicabanda(Figura 34).
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9.2.2.-Puntoisoeléctrico

.

Al realizarel isoelectroenfoqueen gel de poliacrilamidacon anfolitosen

un rangode pH entre 3,5 y 10, la enzimapurificadase resolvióen unasolaBanda

quecorrespondióa un pH aproximadode 7,9.

9.2.3.-Pesomolecular

.

El pesomolecularde la enzimapurificadase determinópor electroforesis

en gel de poliacrilamidacon SDS, encontrándoseun valor aproximadode 77000D

(Figura 34). Al determinarel peso molecular aparentepor filtración en gel de

Superosa6 sc encontróun valor menorque el determinadopor electroforesis.Este

hechopuededebersea una interacciónhidrofóbicade la proteínacon el gel en las

condicionesde ensayocon NaCí 150 mM, Esteefecto seobservóen valores de pH

comprendidosentre5,5 y 7,2.

9.2.4.-Análisis deazúcaresen la enzima

,

La B-(1-—*5)-galactanasaes una glicoproteina con un contenido en

carbohidratosqueoscila entreel 18% y el 22%, y de los cualesla galactosaes el

monómero más abundante.

9.2.5.-Determinaciónde la constantede Michaelis-Menten

.

La afinidad de la enzimapor el ¡3-(1---~5)-galactanode E. crustaceum se

estimódeterminandola constantede Michaelis-Mentena partir de la representación
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gráfica de Lineweaver-Burk,obteniéndoseun valor de 1,2 mg.mF1. La velocidad

máxima fue de 0,55 pmol.W1.

1/mg . ml

1,5

Figura 35.- Representación gráfica de Lineweaver-Burk para el cálculo de la Km y la

velocidad máxima.

9.2.6.-Efecto de distintos iones

.

Al estudiarel efectode diferentesiones (a una concentración50 mM>

sobrela actividadenzimática,se observóuna fuerteinhibición por la mayoríade los

iones ensayados,como acetato,borato y citrato. La inhibición fue total con Fe3~.

1 5
1/v

4

a

-1,6 -1 -0,6 0 0,5 1



103

TABLA 22.- ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DE LA ENZIMA B-(1--45)-

CYALACTOFURANASA.

COMPOSICIONQUIMICA % DEHflJROLISIS

FIS de:

E. crus¡acdurn

T.flavus

T. silpitatus

7’. he//cus

7’. bacillisporus

7’. worln¡annii

7’. rotunáus

7’. luteus

Gomaarábiga

Degrad.Smith dc Gomaarábiga

Pectinade Citrus

Pectinade Citrus reducida

o-Nitrofcnil galactopiranósido

13-(l—-*5)-galactofuranobiosa

Quitina

Quitosan

Celulosade algodón

Carboximetilcelulosa

Xilano

Liquenan

13-(l—*5)-Oalactofuranosa

(1—*5)(l--*2)-Galactofuranosa

<1—45)(1—*2)-Oalactofuranosa

(1—*S)(1-—*2)-Oalactofuranosa

(1—*5)( 1 —>2)-Galactofuranosa

(1—*3)(1--->2)-Galactofuranosa

(1—*3X1---*2)-Galactofuranosa

Galactoglucomanano

13-<1 —*3)-galactopiranosaconramificaciones

B-(1--*3)-galactano

13-(1---*4)-áeidogalacturdnico

13-(1--*4)-galactano

Poli[13-(1—-*4)-N-acetil-glucosaminal

Poli[B-(1--*4)-glucosamina]

PoliU3-( ¡—*4)-glucosa]

Poli[B-( 1—*4)-carboximetilghicosa]

PoIUB.(1—*4)-xilopiranosa]

B-(1-—*3)- y 13-(1—*4)-Olucano

SUSTRATO

a
100

33

30

25

30

o

5

0

o
o
o

o
o
o
o

o
o

o

o

o

AEI % dehidrólisis se caleulócon respectoal obtenidopara la FiS de E, crustaceum.
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9.2.7.-Especificidadde sustrato

.

La enzimahidroliza fraccionesFIS que condenen¡3-(1.--+5>-galactofurano

y no tiene actividadsobreo-nitrofenil-galactopiranósido,13-(1—*5)-galactofuranobiosa

ni otros polisacáridos(Tabla22).

9.2.8.-Linealidadde la velocidadde reaccióncon el tiempode incubación

y con la concentraciónde enzima

.

La velocidadde reacciónde la enzimaresultóser proporcional:a) al tiempo

de incubación durantelas etapasiniciales de la reacción, esto es, durantelos 30

primerosminutos;b) al incrementoen la concentraciónde enzimaen un rangoentre

O y 250 pl.

9.29.- Modo de acciónde la enzima

.

Los productosde la degradaciónenzimáticadel 13-(1--*5)-ga]actofuranode

E, cru.staceum obtenidosentre0,5 y 24 horasseanalizaronpor cromatografíaen capa

fina y porcromatografíagas-líquido.A pesarde que el total de sustanciasreductoras

aumentócon el tiempo de incubación, la concentraciónde monómero liberado

permanecióconstantetras4 h de tratamiento.La cromatografíaen capafina pusode

manifiestola producciónde monómero,dímeroy trfmerode galactosa.Transcurridas

24 h de incubaciónel único productodetectadofue galactosa(Figura 36).

1

1
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Figura 36.- Análisis por cromatografía en capa fina de los productos de la hidrólisis

enzimática del 8-(1---5)-galactofurano de E, crustaceum por la enzima purificada.
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A pesarde quela composicióny estructuradela paredcelularfúngicaviene siendo

estudiadadesdeel siglo pasado,aúnesescasala informaciónqueexistesobreella, En los

primeros trabajosdesarrolladosen estecamposeemplearontratamientosquímicospara

obtenerlas paredescelularesa partir del micelio. Puestoquedichosmétodosse basaban

en la utilizaciónde ácidoso álcalisen condicionesenérgicas,tan sólo los polfmerosque

resistíanel tratamiento(como quitina o celulosa)podíanseranalizados,dandouna idea

distorsionadade la composiciónde la pared.Cuandolas paredescelularesse empezaron

aobtenermediantetécnicasqueno alterabansu composiciónquímica, como los métodos

de rupturacelular (Aronson y Machlis, 1959; Crook y Johnston,1962; Aronson, 1965;

Rosenberger,1976) fue posible identificar otros polímeros.

La mayoríade los trabajospublicadosen el pasadose han realizadocon paredes

enteras(Hamilton y Knight, 1962; App]egarth, 1967; Grisaroy col., 1968; Applegarthy

Bozoian, 1969) o bien con fraccionespolisacarídicasextraídasde la misma(generalmente

mediantetratamientosconálcali) perono sometidasa posterioresprocesosde purificación

(Leal y col., 1984; Gómez-Miranday col,, 1984 y 1986; Rupérezy Lea], 1986; Rupérez

y col., 1986). La tendenciamás reciente se dirige hacia la obtención de polímeros

purificados(Rupérezy Leal, 1987; Prietoy col., 1988;Gómez-Miranday col., 1990). Este

aspectoesespecialmenteinteresante,ya quepolímeros que se encuentranen la pareden

proporcionespequeñaspuedentenergran importanciaen taxonomía.

Si nos ceñimosal grupo de los Ascomicetos,el polímeromayoritario presenteen

las paredescelulares de sus numerosasespecieses un complejo J3-glucano-quitina

(Bartnicki-García,1968 y 1970),cuyacomposicióny estructurano varíademasiadoentre

1
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los diferentes génerosque componen este grupo. Las mayores diferencias se han

encontradoen la fracción que se extraede la pared celular con álcali a temperatura

ambiente,que a lo largo de este trabajo hemosdenominadoFi, y que es otra de las

fraccionesmayoritariasde la paredcelularde Ascomicetos(entreun 10 y un 33% en las

especiesanalizadaspor nosotros).En la mayoríade los hongosestudiadosestafracción es

un ct-(l —*3)-glucano con proporcionesvariablesde enlaces(1—4) (Wesselsy Sietsma,

1981),aunqueen otrasespeciesse ha encontradoun B-glucano.

En la fracción Fi de tres de las especiesestudiadasaquí(T. rotundas,T, luteus y

T. bacillisporus) se encontróglucosacomo componentemayoritario(60-72%)y pequeñas

cantidadesde galactosay manosa.Sin embargo,en las otras tres (T. stipitatus, T.

wortmannhiy T. helicus) el contenidoen galactosaes superioral de glucosa.Este hecho

ya ha sido descritoen la mismafracción de la pareden algunasespeciesde PenicWium

(Leal y col., 1984), Eupenicillium (Gómez-Miranday col,, 1986) y en otras especiesde

Talaromyces(Rupérezy col., 1986).

Leal y col. (1984) estudiaronla composiciónde la paredcelular de ocho especies

de PenicilIium, encontrandoque en cuatrode ellas la fracción 8 (soluble en NaOH) tenía

unaproporciónelevadade glucosay escasade galactosa(grupo A) mientrasque en las

otrascuatro seencontraroncantidadesmuy superioresde galactosa(grupo B). El espectro

IR de las fracciones8 ricas en galactosamostré bandasde absorcióncaracterísticasde

residuosde galactofuranosaa 810 y 870 cnt1 quedesaparecenal eliminar la galactosacon

H
2S04 0,2 N, manifestándoseunabandaa 890 cnt’ propia de anómeros¡3. Estosmismos

autoresdentificaronestematerialcomoun 13-glucogalactano.La fracción 8 del grupo A se

1
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identificócomoun a-glucano,similaral descritoen otrasespecies(Johnston,1965;Bacon

y col., 1968; Zonneveid,1971; Wesselsy col., 1972).

Un primer fraccionamientodel material soluble en NaOH 1 M a temperatura

ambienteconsistióenresuspenderloen aguadestilada,separandoen cadacasounaporción

soluble (PUS) y otra insoluble(Fil).

La fracción soluble (FíS) de las especiesde Talaromycesestudiadasrepresenta

entreel 2,5 y el 17% de la paredcelular segúnlas especiesy la hidrólisis ácidademostró

quesu componentemásabundanteesla galactosa(45-76%),aunquetienetambiénmanosa

(7-28%) y glucosa(9-45%).Hay que consideraraparteel casode T. luteus,que tiene en

estafracción cantidadesmuy similaresde los tres monómeros.Tambiénconvienehacer

notar que en T. helicus la cantidadde glucosaes muy alta (45,5%), hecho que será

explicadoen experimentosposteriores.

La liberaciónde residuosdegalactosaporhidrólisisparcial conH2S040,05M (sólo

hidroliza las furanosasde un polímero)nos indica que la mayor partede la galactosaque

contieneestetipo dematerialseencuentraen configuraciónfuranósica,Además,las bandas

a810 y 870 cm
1 del espectrode IR son característicasde ¡3-galactofuranosay aparecenen

los espectrosde todaslas fraccionesFis, exceptoen T. luteus.

Se han descrito residuos de 13-galactófuranosaen varias especiesdel género

Penicillium, tanto formando parte de la pared (Leal y col,, i984) como de algunos

exopolisacéridos.Matsunagay col. (1981) detectaronresiduosde B-D-galactofuranosaen

la paredde 1>. ochro-chloron utilizando 13C-RMN y cromatografíade gases.A partir de

paredescelularespurificadasextrajeronuna fracción solubleen H
2S04 0,1 N (Ps B> que
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fue posteriormenteanalizada,encontrándoseque estabacompuestapor dos ga]actanos,

PSBl y PSB2.Los resultadosde la ‘>C-RMN indicaronque PSBl eraun polímerode ¡3-

(l—+2)-galactofuranosa.Gander y Fang (1976) describieron un polímero compuesto

principalmentede residuosgalactofuranosiloy glucosiloen la paredcelularde Penicillium

charlesil (actualmentedenominadoP. d¿erck.xii). En el polisacáridoextracelularde esta

mismaespeciese han descritoresiduosde B-(1—-*5)-galactofuranosa(Gandery col,, 1974;

Rick y col., 1974; Gandery Fang, 1976; Gorin y Mazurek, 1976). Gómez-Miranday col,

(1984) encontrarongalactofuranosaen las paredesde P. allahabadense.TambiénAzuma

y col, (1971) detectaronun pépúdo-galactomananoen Aspergí/tusfumigatus,en el quelos

residuosde ¡3-galactofuranosaestánunidosa unacadenaprincipal de a-(l--*2) manosa.En

1980 l3arreto-Bergtery col, estudiaronun D-galacto-D-mananoobtenidopor extracción

alcalina a partir de las hifas de Aspergillus níger. La estructurade dicho polisacárido

constabade un núcleoconunacadenaprincipal dea-D-(l—*6)-manopiranosasustituidaen

la posición 2 por cadenaslateralesde ct-(1--0)-manopiranosay de otrascadenaslaterales

formadaspor unoscuatroresiduosde B-(1—.*5)-galactofuranosaunidasal núcleode manano

por el -OH del carbono6. Prepararonestamismafracción en A. fumigatus,A. terreus,A,

flavus y A. nidulans,analizándolaspor 15C-RMN y comprobandoque los galactoniananos

de todasestasespeciespresentabanunaestructurasimilar. Un polímeroparecidoa estefue

descrito en Neurosporacrassa (Nakajimay col., 1984), con la diferencia de que los

residuosde B-(l---*5)-galactofuranosaestánunidosal núcleode mananoporlas unidadesde

ct-(l---*2)-manopiranosa.Todos los autorescoincidenen la posibleimportanciaantigénica

de los residuosde galactofuranosa.
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El análisisde los tipos de enlaceexistentesen las fraccionesFiS se realizó por

varias técnicas. La oxidación con periodato sódico y degradaciónde Smith de estas

fraccionesda una informaciónquedebeserutilizadacon cautela,pero que es interesante

comoanálisis preliminar. La permetilaciónde las fraccionesseguidade la separaciónde

los derivadospor cromatografíade gasese identificaciónpor espectrometríade masasha

demostradoser de sumautilidad en el análisisde carbohidratos(Janssony col., 1976)pero

no da ningún datoacercade la naturalezaanoméricade los monómerosni de su secuencia

en el polímero al quepertenecen.La RMN síque nos indicade quétipo de anómerosse

trata.Estatécnica,en manosde un especialista,tienelas característicasidóneasparallevar

a cabola secuenciaciónde un carbohidrato,Los espectrosde ‘H-RMN y de 13C-RMN que

presentamosen este trabajo tienencomofinalidad apoyarlos resultadosobtenidosen la

metilación, indicar la configuraciónanoméricade los monosacáridosmás abundantese

ilustrar las similitudes y diferencias encontadasentre las especiesestudiadas.Estas

similitudes se basanen la comparaciónde los componentesmayoritariosde cadafracción.

En los análisisde metilaciónsedetectane identifican tambiénotros monómerosque se

encuentranen pequeñasproporciones,

Las fraccionesFiS de T. rotundus y T. wortmanniison las queproducenmayor

cantidadde arabinosatras la degradaciónde Smith (Tabla4), siendoen los dos casosel

productomayoritario(67% y 47%,respectivamente).Tantolas unidadesdegalactofuranosa

enlazadasen (1—*2) comolas unidasen (i—.3) originan esteproductoy ambostipos de

enlacese detectanen el análisisde metilación (Figura 10; picos 4 y 8) en la proporción

(1,5:2). Los residuosterminalesde glucopiranosay galactofuranosa(picos 1 y 2) darían
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lugar a la mayor partedel glicerol detectadoen la degradaciónde Smith (15% y 11%

respectivamente).Los puntos de ramificación estánprincipalmenteen monómerosde

galactofuranosacon enlaces(1 —*2,6), que no resultandegradadospor el periodatoy se

detectancomogalactosatras la degradaciónde Smith (5 y 7%).

En el espectrode ‘H-RMN de estasdos fraccionesFíS, las principales sefialesen

la regiónde los protonesanoméricosse observarona 8 5,18 (J12<l) y 5,24 (1<2<1). Estas

constantesde acoplamientosoncaracterísticasde ¡3-furanósidos(Bebaulty col,, 1972), En

los espectrosde ‘
3C-RMN se observantambiéndos señalesintensasen la región de los

carbonosanoméricosa 106,7y 108,7ppm,siendoestosvalorescaracterísticosdeB-(l--*2)-

y I3-(l-—>3)-galactofuranosa(Altman y coL, 1988; Richardsy Leitch, 1989).

A pesarde estascaracterísticascomunesde la FiS de T. rowndusy T. wortmannii,

existen diferenciasentreellas. La más importantees que en el análisisde metilación de

T.rotundussedetectaunacantidadapreciablede (1—*5)-galactofuranosa(queoriginael 18%

de treitol encontradoen la degradaciónde Smith),mientrasqueen la otra especiesólohay

trazas.

Por otra parte, las FiS de T. stipitarns, T. helicusy T. bacillisporusarrojanunos

resultadosmuy similaresen el análisis de metilación (Figura 9), siendosusdiferencias

básicamentede ordencuantitativo.Las tresespeciestienen(1—+2) y (1 —*5) galactofuranosa

mayoritariamente(picos 8 y 6), con un elevadonúmero de puntosde ramificación en

unidadesde (1—*2,6)-galactofuranosay (i—>2,6)-manopiranosa(picos 13 y 14>. Losenlaces

(l—*2) danlugaral arabinitol (11-15%)queseregistraen la degradaciónde Smith, El treitol

procedede la galactofuranosaenlazadaen (1—*5) o (1—*6>, En T. bacillisporusseencontró
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un pico notablede (1—*6)-galactofuranosa(pico 10), mientrasque en T. stipitatusestepico

es mucho menor y en T. helicus no aparece.Esta diferencia explica los diferentes

porcentajesde treitol obtenidosen la oxidaciónconperiodatodeestastres fracciones(20-

45%). Algo similar ocurre con la proporción de glicerol, que en T. stipitatus es

aproximadamenteel doblequeen las otrasdos,debidoaunamayorproporciónde (l—*2,6)-

manopiranosa.La diferenciamásmarcadaestáen la FIS de T. helicus, con un 28% de

eritritol, productoderivadodelasunidadesde manoo glucopiranosaen (1—*4). Al analizar

el cromatogramacorrespondientea la FiS permetiladade estaespecie,sepudocomprobar

que el derivadode la glucopiranosaenlazadade esemodo coeluyeconel correspondiente

a la (1—*5)-galactofuranosa,detectándoseestaincidenciaa la vistadel espectrode masas

del pico, que resultóserunamezclade los espectrosde amboscomponentes.

La similitud entreestastresespeciesserefleja tambiénen los espectrosde RMN.

En las Figuras 12 y 15 seha incluido el espectrode la FiS de la especietipo del género,

T. flavas (cortesíade los Dres.E. Parray M. Bernabé>,conel fin dedemostrarel parecido

con los otros espectrosde la figura. Todos ellos presentanen la región anoméricadel

espectrode ‘H-RMN cuatroseñalesmayoritarias.Estassimilitudes se reflejan tambiénen

los espectrosde ‘3C. En las Tablas 6 y 7 están las asignacionesde las señalesmás

importantes.La señalque en el espectrode protónaparecea 5,33 ppm con J<
2—4,3 y que

podíacorrespondera una cc-piranosao a unac¿-furanosaseasignadefinitivamentea esta

última con el espectrode ‘
3C. Este tipo de residuosesmuy pococomúnen la Naturaleza,

Los desplazamientosquímicosde la cz-glucopiranosaterminal coincidencon los descritos

por Janssony col, (1988). El restode las asignacionesserealizó,como en los restantes
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casos, por heterocorrelacióno utilizando modelos (Dr. M. Bernabé, comunicación

personal).

La FiS de T. luteus tienecomo componentesmayoritariosglucopiranosaterminal

y (1—*2,6)-manopiranosaen la proporción(1:1). Estedatonos indicaque hay abundantes

ramificacionesen estafracción.En los espectrosde ‘H- y ‘3C-RMN sevenal menosnueve

tipos de monómerosdiferentes.Por OC-MS de sus alditolespermetiladosse encuentran,

ademásde los ya mencionadosy de otros minoritarios, (i—*6)-manopiranosa,(l—*2,6)-

galactofuranosay (1—*5)-galactofuranosay no se detectagalactofuranosaterminal.

Al filtrar las fraccionesFiS por gelesde SepharoseCL-6B se observéque todas

estabanformadaspor vadospolisacáridos,exceptola de T. luteus,que dio un único pico

de Pm 31 kDa y que seráconsideradaen último lugar,

La fracción polisacarídica de mayor peso molecular es, como veremos,

prácticamenteigual en todaslas especiesen las que se estudió,

Los restantes polisacáridospurificados son heteropolímerosramificados de

galactosa,manosay glucosa(Tabla 8). Toda la glucosaquecontienenseencuentracomo

residuosterminales(aparecenúnicamentederivadostetrametiladosde glucosa)y la manosa

en puntosderamificación(sólo sedetectanderivadosdimetiladosdemanosa).La galactosa

es el azúcarmásabundantey estáenlazadade distintasmaneras,siendocomunesa todos

ellos la galactofuranosaterminal, (1—*2)- y (1 —*2,6)-galactofuranosa.

Analizaremosen tres apanados,elaboradosen funciónde similitudesestructurales,

los resultadosque siguen.
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a) Polímeroscon (1—*4)-glucosacomocomponentemayoritario.

En general, el primerpico queeluye (Pm > 600 kDa) representauna proporción

muy pequeñade la FiS (2-10%), con la excepcióndel polisacáridoT.h.I, que constituye

un 33%. La composiciónde estaprimera fracción pareceser muy similar en todas las

especiesestudiadasy segúnel análisisde metilación,es un (1—>4)-glucanocon algunos

enlaces(l—*3) y puntosde ramificaciónen la posición 6 de algunasde las unidadesde

glucosa.Polímerosde característicassemejanteshan sidodescritosen la fracciónFiS de

Aphanoascusfulvescens(Leal y col,, 1992) y en la dePenicillium erythromellis(Rupérez

y Leal, 1987)- La elevadaproporción de esta fracción en T. heilcuses la responsablede

la alta cantidadde eritritol detectadaen la degradaciónde Smith de la FiS y del 2,3,6-

tnmetil-glucitol que se velaal metilarla,

b) Polímeros con (1—+2)- y (1—*3)-galactofuranosacomo componentes

mayoritarios.

Estaclasede polimeros apareceen las fraccionesobtenidasa partir de la FiS de

T. rotundasy T. wortmannhi.En general,se metilan mejor y estánmenosramificadosque

los del grupo siguiente,

Los polisacáridosT.r.II (Pm 94 kDa) y T.r.III (Pm 20 kDa) son prácticamente

idénticos en cuanto a sus componentespero las proporcionesde los mismos varían

ligeramente.Los monómerosmásabundantesson(1—*2), (l—3) y (1—*5) galactofuranosa,

en la relación(1:0,8:0,4)para‘Itril y (1:1:0,5) paraT.r.Ill. En esteúltimo la cantidadde

residuos terminales de galactofuranosaes menor y además se encuentramano- o

glucofuranosaunida en las posiciones2 y 6. Otrosresiduosminoritarios que estánen
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ambospolimeros son una hexopiranosay unagalactofuranosaen (1 —*6).

Las fraccionesT.w.II (Pm 64 kDa) y T.w.Ill (Pm 18 kDa) son casi iguales.La no

apariciónde residuosterminalesen T.w,III posiblementeseadebida a un defecto en la

metilación.Encontramos(1—42) y (1—*3)-galactofuranosaen la proporción(1:1). Nuestros

resultadosparecenindicar que estospolímerostienen un esqueletoformado por enlaces

(l—*2) y (1—*3) alternados,conramificacionesen la posición6 de algunasunidades(1—*2).

Estaclasede polisacáridosno ha sido descritahastala fecha.

e) Polímeros con (1—4)- y (1—*5)-galactofuranosacomo componentes

mayoritarios.

Los polimeros obtenidos a partir de la FiS de T. stipitaius, T. helicus y T.

bacillisporusson muy semejantesentresí, aunqueen las fraccionesde estaúltima especie

los componentesminoritariosson más abundantes.

T.s.II (Pm 70 kDa) y T,s.III-i (Pm 17 kDa) tienen (1—*5)-, (1—*2)-, (l—*2,6)-

galactofuranosay (i —*2,6)-manopiranosaen lasproporciones(1:0,4:0,6:0,7)y (1:0,5:0,6:0,7)

respectivamente.A raíz de estosdatos se deduceque estos polímeros presentanuna

estructuramuy ramificada,AunqueT,s.llI-2 pareceigual a las anteriores,el espectrode

masasdel pico 12 (Figura20) escaracterísticode una hexofuranosa(1—*2,6) queno puede

ser galactosa, puesto que ésta eluye más tarde. Los residuos terminales son de

glucopiranosay galactofuranosa.

T.h.ll (Pm70 kDa) y T.h,III (Pm 17 kDa)son idénticos,comodemuestrala Figura

22 (B y C). Suscomponentesson los mismosque se encuentranen las fraccionesde T.

stipitatus,pero las proporcionesson (1:1:0,5:0,3).La metilaciónen estasdosfraccionesha

1
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sido muy completa,ya que seobservaunarelacióncorrectaentreel númerode unidades

terminalesy el de puntosde ramificación,

T.b.II (Pm 64 kDa) y T.b,IIJ (Pm 22 kDa) son muy parecidos,con los mismos

componentesde las fraccionesanteriormentedescritasen esteapartadoen las proporciones

(1:0,5:0,5:0,5)y (1:0,6:0,4:0,3).En T.b.IV (Pm 16 kDa) se repite la situaciónencontrada

en T.s.iII-2, y en lugarde la (1--*2,6)-manopiranosaencontramos(1—*2,6)-hexofuranosa.

Si comparamoslos cromatogramasde las Figuras 20, 22 y 25 observaremosun

esquemaidénticode picos.

En 1980Janssony Lindbergdescribieronun polisacáridoextracelularproducidopor

Penicillium varians, al quedenominaronvarianosa.Estepolímeropresentacomo unidad

repetitivaun tetrasacáridocon la siguienteestructura:

-*6)-13-D-Galf-(1-*5)-B-D-Galf-(1—*
2
1’
1

a-D-Glcp-(1 —*2)-a-D-Galf

destacandoque la presenciade residuosde a y 13 galactofuranosaes algo poco común,

siendoésteel primer polisacáridonaturaldescritocon estascaracterísticas.Estos autores

encuentran como componentesminoritarios en el análisis de metilación (l—*2)-

manopiranosa,(1—+6)-galactofuranosay(i—*2,6)-manosa,no detectándolosporRMN. Algo

similar ocurreen los polisacáridosdescritosen estegrupo y puestoque los monómerosy

tipos de enlacecoinciden con los descritospara la varianosa,pareceprobable que este
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mismo tetrasacáridosea la unidadrepetitiva quefonnadichos polímeros.

Este hecho avalaría la relación que algunos autores han sugerido entre la

composiciónde polfineros que se localizanen las capasmásexternasde la paredcelular

y los polisacáridosextracelularesque algunasespeciesliberan al mediode cultivo (Buck

y col., 1968). Incluso se ha postulado que ambos son sintetizadospor un sistema

enzimáticocomún (Bulí, 1972).

d) FracciónFiS purificadade T. luteus.

Puestoque la purificaciónde la FiS de T. luteus dio un solopico en SepharoseCL-

6B, la composiciónde este material es igual a la descritapara la fracción entera, Sus

característicashacen que la incluyamosen un grupo aparte, ya que presentamanosa,

galactosay glucosaen proporcionessimilares.Los espectrosde RMN reflejanla existencia

de al menosnuevemonómerosdiferentes,los mismosque se detectanpor CG-MS. En

común con los polímerosdescritos en los apartadosanteriorestiene las unidades de

galactofuranosaunidasen (1—*2,6), (1—->6) y (1—~2) y la manosa(1—.2,6),pero los residuos

mayoritariossonde glucopiranosaterminal y de (i—*6)-manosa.No tienegalactofuranosa

terminal. Su estructuraes muy difícil de predecircon los ensayosrealizadosy continúa

siendoinvestigadapor RMN.

Estosresultadosno son más queotra muestrade que el género7’alaromyceses

extremadamentecomplejo. Como se comentó en la introducción a este trabajo, la

separacióntaxonómicaentrePenicillium y varios génerosrelacionadoses en muchas

ocasionesdifícil, ya que los criterios generalmenteestablecidosson morfológicos.Como

Pitt y Samson(1990) sefialan, sedamuy deseableconseguiruna clasificación de las
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especiesde Penicilllum y Aspergillus simple, precisay reproducible,puestoque estos

génerosincluyen algunosde los hongosmásimportanteseconómicamente.

Raper y Thom (1949) fueron los pionerosen la elaboraciónde una clasificación

taxonómicaseria,que ha constituidola basede los estudiosrealizadosdurantetreintaaños.

Pero, como todos los estudiosde taxonomíade hongosque se basanúnicamenteen la

morfología, tiene muchosinconvenientes.El rango de caracteresque se utilizaba para

distinguir las especieseramuy reducidoy algunasvecesconducíana equívocos.Uno de

los másempleados,especialmenteparadelimitar divisionesinfragenéricas,fue la textura

de la colonia. Varios aislamientoscon textura flocosao funiculosa, queeraconsecuencia

de una deterioracióndebidaa largos períodosde mantenimiento,fuerondescritoscorno

especiesnuevas y clasificadasen diferentesseccionesdel género. Como resultadode

hechosde estetipo, inclusolos expertostienendificultadesparadistinguirmuchasde las

especiesaceptadaspor Rapery Thom.

Estoserroresse han ido arrastrandoa lo largo del tiempoy durantelas décadasde

los 60 y 70 la taxonomíade Penicillium sehizo incierta, casicaótica,con identificaciones

inexactasdescritasen la literatura,muchasde las cualespersistenen la actualidadtanto en

la bibliografía comoen algunascoleccionesde cultivos. Algunos de estoserroresfueron

corregidospor Samsony col. (i976) y por Pitt (1979), pero a expensasde producir una

notableconfusión.

En los últimos años se está abordandoun nuevo enfoqueen taxonomíacon el

análisis de caracteresfisiológicos, como la producción de micotoxinas y metabolitos

secundarios.Tumer (1971) demostróque Penicillium y Aspergillusproducíanuna gran

1
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variedadde metabolitossecundarios,perosu uso en taxonomíafue propuestopor Ciegler

y col. (1973). Con estos nuevos criterios se han realizado recientementeotras

clasificacionesde especiesde Penicillium subgéneroPenicillium (Frisvad y Filtenborg,

1989), de teleomorfos de Aspergillus (Frisvad, 1985; Samson y col., 1990) y de

Talaromyces (Frisvad y col., 1990). Estos esquemasde producción de ¡netabolitos

secundarioshan demostradoser un poderosatécnicaparadiferenciaraislamientosa nivel

de especiey subespecie.Una aplicación particularmenteimportantees la identificación

precisade aislamientosen grandescoleccionesde cultivos, dondelas equivocacionesson

de sumaimportancia.Basándoseen las técnicasque acabamosde mencionar,Frisvad

(1989) reidentificómásde 150 aislamientosdePenicillium incorrectamenteclasificadosen

la bibliografía.A nuestroentender,la taxonomíabasadaen la producciónde micotoxinas

y metabolitossecundariosesmásapropiadaparacaracterizaruna especieconcreta,quepara

separarde forma efectiva los agrupamientosnaturalesde estas especieso establecer

relacionesfilogenéticasentreellas.

Talaromycesdifiere del otroestadoperfecto,Eupenicilllum,por su ascomasuave

y se distingue de génerosrelacionadosen las Burotiáceaspor sus ascasencadenadas,

Basándoseen susestadosconidialesStolk y Samson(1972) dividieronel géneroen cuatro

secciones:Talaromyces,Emersonil,Thermophilay Purpurea.Sin embargoel génerotiene

un carácterheterogéneoy, según los mismos autores,puedeparecerjustificado dividir

Talaromycesen variosgéneros.

Frisvad y col. (1990) llegarona la conclusiónde que los perfiles de metabolitos

secundariosde Talaromycesconfirman la actual clasificacióntaxonómicade estegénero

1
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basadaen la morfología.Estaafirmaciónno concuerdaconnuestrosresultados,queponen

de manifiesto la existenciade al menostres tipos de pared celular en función de la

estructurade polisacáridosaisladosde la FiS. La pared celular es una superestructura

establecuyacomposiciónquímicay estructuraprácticamenteno varía. Si llegamosa tener

un conocimientoprofundode esta cubierta, responsablepor otra partede los caracteres

externosdel hongoutilizadosen taxonomíay dela mayoríade los fenómenosde superficie

de la célula fúngica, sus característicaspodrían ser utilizadas en conjunción con los

criterios morfológicosparamejorarla clasificaciónexistenteen la actualidad.

En el apartado 8 de la sección de Resultados se hace un estudio de las

característicasde la fracciónFiS de varias especiesde génerospróximos a Talaromyces.

Dichas especiespertenecena tres géneros distintos, Eupenicilliu¡n, Penicillium y

Aspergilluspero en todas ellas la fracción FiS representaunapequeñaproporciónde la

paredcelulary esun polímeroque contieneexclusivamenteB-(1—-*5)-galactofuranosa.De

estosdatosse puedededucirqueexisteunarelaciónmáspróximaentreestasespeciesque

con otrasde suspropiosgénerosque calecende 13-(1—*5)-galactofurano.

La FíS deCliodadium viride, otro hongopeniciloide, fue estudiadapor Gómez-

Miranda y col. (1990),purificandotres fraccionesde composiciónquímica similar. Los

análisisde metilaciónde lasdosfraccionesmayoritariasdemostraronque setratabade dos

galactomanoglucanosmuy ramificados, y que su estructuraconsistíaen un esqueletode

(l—6)-glucosasustituidaen la posición 2 o en la 3 por manosa.Estostipos de enlace

muestranclarasdiferenciascon los encontradosen otros hongospeniciloides

Basándonosen los polisacáridosencontradosen estetrabajo,enresultadosrecogidos
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en la bibliografíay en resultadosno publicadosobtenidosen nuestro laboratorio,se ha

confeccionadoun esquema(Figura37) en el queserelacionanquimiotaxonómicamentelos

génerosPenicillium, Eupenicilllumy Talaromyces.

En todas las especiesde Eupenicilliuminvestigadasse ha encontradoúnicamente

galactofuranosaunidaen B-(1---*5) en la fracciónFíS, por lo cual estepolímeroesun buen

marcadorparael género.Sin embargo,Talaromyceses un géneromásheterogéneo,ya que

se hanencontradoespeciesque contienenen la fracción FiS heteropolisacáridoscuyos

componentesmayoritariosson13-( 1 —*2)(l —*5)-galactofuranosa,B-(l —*2)(1-—3)-galactofuranosa

o un galactoglucomanano.Estos heteropolisacáridosdefinenal géneroTalaromycesy lo

diferencian de Eupenicillium. En el género Penicillium se han encontradotodos los

polímeros descritos en los estadosperfectosexcepto el galactoglucomanano,lo que

demuestrala relación de PenicilUumcon susteleomorfosy permitiráen su día(cuandose

hayananalizadotodaslas especies)dividir estegéneroen dos grupos.

El aislamiento,la purificacióny el análisisestructuralde los polimerosdela pared

esimprescindibleparallegar aconclusionesválidasen quimiotaxonomía.Postulamosque

algunosde estospolisacáridospuedenserutilizadoscomomarcadoresquimiotaxonómicos,

para contribuir a un mejor reordenamientode estos géneros,y predecir relaciones

filogenéticasentre los mismos.

El estudiode la fracción insolubleen agua(Fil) fue másdifícil de abordarya que

presentaunaimportantelimitación: su insolubilidaden DM30, que eliminala posibilidad

del análisisde metilación,y la bajasolubilidad en NaOH deuteradade algunasde ellas.
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Figura 37.- Representación esquemática de las relaciones entre PenicU1~um y sus estados

teleomórficos, EupenicflIiuni y Tafarornycesbasada en los polisacáridos de la fracción FiS.
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Las dificultadesencontradasse ponende manifiestodesdeel momentode la determinación

de los carbohidratosneutrostotalespor el métodode la antrona, ya que en T. stipitatus,

T. worrmannii y T. helicusseobtienenporcentajesmuy bajos,posiblementeporqueresisten

el tratamiento con ácido. Lo mismo ocurre con la hidrólisis Saeman,aunque los

rendimientosson algomejores.LosespectrosIR y de RMN de estasfraccionesnos indican

que no hay componentesno polisacarídicos.

Las fraccionesFil estáncompuestasmayoritariamentepor glucosa,aunqueen T.

stipitatusy T. worunanniihay tambiéngalactosa(18 y 24%) y xilosa (14,7 y 8,3%). Las

Fil de T. rotundus,T. luteusy 7’. bacilllsporusson cz—(1—*3)-glucanoscomose demuestra

poroxidaciónconperiodatoy ‘3C—RMN. El c&(1—*3)-glucanoesunode los polímerosmás

abundantesde las paredescelularesde Ascomicetosy Basidiomicetosy ha sido descrito

en numerosasespecies(Johnston,1965; Wesselsy col,, 1972; Colson y col,, 1974; Leal

y col., 1984;Gómez—Miranday col., 1986;Rupérezy Leal, 1986).Losdiferentescc—(1—*3)—

glucanosestudiadoscontienencantidadesvariablesdeenlacesa-(1—-*4). En los tresa—(1—*3)-

glucanosencontradospor nosotrosestaproporcióndeenlaces(1—*4) esmuy bajao nula (T.

rotundas).

En las tresespeciesrestantes,los enlacesson predominantementede tipo f3-(1--+3>

(bandaa 890 caE’ en el espectroIR, glucosacomoprincipal productode la degradación

de Smith y señalen el espectrode<3C-RMN a 101 ppm conunaconstantede acoplamiento

alta). Sin embargo,estos polimeros 13 no son igualesentre si. Los procedentesde T.

stipitatusy T. helicusson bastanteparecidos,pero en esteúltimo se detectóun 17% de

eritritol procedentede enlaces(1—+4). LosB-(1—*3)(1—*4)—glucanosno son frecuentesen las
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paredescelularesde Ascomicetos.En la fracción FlI de T. wortmanniiencontramos,

ademásde un 23% de enlaces(i—*4), un 17% de xilosa. Al no resultardegradadapor el

periodato,estaxilosa debeserxilofuranosasustituidaen 2 o en 3 o bien xilopiranosa2,4

o 3,6 disustituida.En la degradaciónde Smith de estafracciónapareceademásun 16%de

glicerol y un 8% de arabinosa,quepodríanderivarde la galactosade la fracción nativa,

Estopuededeberseaqueel materialestécontaminadoconrestosdela FiS,rica en (1—*2)-

galactofuranosa.Las tres fraccionesinsolublescon anómeros13 seanalizanmal por RMN.

La FIL de 7’. helicus no seconsiguiódisolverconvenientementeen NaOD y por lo tanto

no se pudo registrarsu espectro.Los desplazamientosquímicosde la Fil de 7’. stipitatus

sedesvíanligeramentede los descritosen la bibliografíaparaJ3-(l---->3)-glucanos.En 7’.

wortmanniisólosepuedeafirmarque estepolímeroestáformadopor anómeros13, pero no

se puedenextraer más conclusionesa partir de los espectrosde RMN ya que los

desplazamientosquímicosno separecena los valorespublicadosparaningún B-glucano,

La xilosa quecontieneestafracción puedeser la responsablede estasvariaciones,ya que

los desplazamientosquímicos de un determinadomonómeroestán afectadospor la

identidaddel monómeroal cual seencuentraasociadoen la cadena.

La mayoría de los 13-(1—-*3)—glucanos descritos en paredescelulares fúngicas

presentanmayor o menornúmerode sustitucionesen el C-6 (Barreto-Bergtery 0cm,

1983).Si observamoslas proporcionesde glucosay glicerol encontradasen la oxidación

con periodatode T. stipitatusy T. helicuspodríamossuponerqueestosdosglucanosson

bastantelinealesy por lo tanto, poco solubles,Se han descrito algunos¡3-glucanospoco

ramificados como componentesestructuralesde las paredescelulares de Pullularia

1
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pullulans (Brown y Lindberg, 1967) y de Piricularia oryzae(Nakajimay col., 1972).

El último apartadoa considerares la purificacióny caracterizaciónde la enzima

B-( 1 —45)-galactofuranasa.

Sehandescritovarias galactanasasy galactosidasasproducidasporhongos,capaces

de despolimerizarla fracción hemicelulósicade la paredcelularde plantas. Vertidfllum

albo-atrum y Fusariuin oxysporum sintetizan varias enzimas que actúan sobre los

principalespolisacáridosde las paredescelularesde las plantasa las queinfectan,Deentre

ellas, destacaremosel sistemaenzimáticode V. albo -atrurn, activo frente a galactanos¡3-

(i—*3) y/o¡3—(l—>6) y frenteaB-(1-—*4), habiendocaracterizadovariasenzimasconactividad

exo-B-galactosidasa(Coopery Wood, 1975).Del líquido de cultivo de P. charlesii se aisló

una exo-13-D-galactofuranosidasaque hidroliza los residuosde 13-D-galactofuranosadel

péptidofosfogalactomananoextracelularproducidopor estehongo(Rietschel-Bersty col.,

1977).P. citrinum producedosendo-(1-—*4)—13-D-galactanasasqueactúansobresustratosde

bajo pesomolecular(Nakanoy col,, 1985). TambiénSclerosiniasclerotiumproduceuna

endo-13-(1-—*4)-galactanasaque parece hidrolizar el sustratode una forma aleatoria,

produciendouna mezclade mono-di- y trisacáridosde galactosa(Bauery col,, 1977). A

partir de una preparación enzimática comercial obtenida del liquido de cultivo del

basidiomicetoIrpex lacteus, la Driselasa,Tsumurayay col, (1990) purificaron unaexo-

(1--.3)—l¶3—D-galactanasa.Ikotum (1984) describióla deteccióny purificación de enzimas

producidasin vitro e in vivo por P. oxalicum.Una de las hemicelulasasencontradasfue

una endo-13-(l-—>4)-galactanasaque demostróteneruna gran actividad tanto cuando la
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enzimase obtienea partir de líquidosde cultivo comocuandose aislade tejidosde batata

infectadospor el hongo.

Durante la fase de autólisis, P. oxalicum produceenzimas líticas capacesde

degradarsus propiasparedescelulares(Pérez-Leblicy col., 1982a;Pérez-Leblicy col,,

1985; Copa-Patiñoy col., 1989; Copa-Patiñoy col., 1990) y polisacáridosde diversas

fuentes. En algunos casos estas enzimas se sintetizan de novo durante el proceso

degradativo (Reyes y col., 1981). Se cree que los monómerosu oligómerosque se

producendurante la lisis de la paredpuedenactuar como inductoresde estasíntesis,

manteniéndoseen el medio de cultivo en los bajos nivelesnecesariosparala inducción

(Reese,1977;St. Legery col., 1986)y seha sugeridoquecadahongoescapazdeproducir

y excretaral mediode cultivo lasenzimaslíticas necesariasparadegradarsu paredcelular

duranteel procesode autólisis (Pérez-Leblicy col., 1982a y 1982b; Reyesy col,, 1984;

Martínezy col., 1986).La presenciade la actividadB-(1---*5)-galactanasapodríaentonces

explicarse por el hecho de que tanto P. oxallcum como otras especiesdel género

Penicillium tienen galactofuranosaen su paredcelular (Leal y col., 1984).

Enlas diferentesetapasquecondujerona la purificacióndela enzima,encontamos

queésta interaccionacon los gelesutilizados,Despuésde filtrar por Sephadex0-200 se

obtuvierontres fraccionescon actividadenzimática(A, B y C) querepresentaronel 5,4%,

73,5% y 20,6%. Si tomamosla última fracción (C) y la volvernosa cargaren la columna

en idénticascondiciones,serepite el mismo perfil cromatográfico.Esto significaque la

galactanasainteraccionaconotrasproteínaspresentesen la mezcla,quedandoretenidaparte

de la misma. Un efectosimilar seproduceal filtrar por Superose6 en presenciade NaCí
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150 mM, La enzima se retiene en el gel más de lo que debería, posiblementepor

interaccioneshidrofóbicasproteína-gel,y el pesomolecularcalculadoporestemétodono

coincidecon el obtenidopor electroforesis.

Al final del procesola enzimase purificó 91 veces,eliminandoen la última etapa

un inhibidor de naturalezapolisacarídica,y el rendimientofue de un 91% (Tabla 21>. La

B-(i---*5)—galactanasapurificadatieneun Pm aparentede 77000,considerablementemenor

queel descritoparaotrasgalactanasas(Nakanoy col., 1985) y es unaglicoproteina(20%

de carbohidratos,sobretodo galactosa).Su pI es 7,9. Su modo de accióncorrespondeal

de unaendoenzima,hidrolizandoenlacesinternosy con la formaciónde di- y trisacáridos

de galactosay algo de monómero.Despuésde 24 horas de incubaciónno se detectaron

dimeros ni trímerosy la cantidadde monómerono aumentócomocabríaesperarsi se

hubieraproducidola degradaciónde estosoligosacáridospor laenzima.Porotra parte,uno

de los sustratosutilizadosparacomprobarla especificidadde la enzimafue el dímerode

¡3-(l—*5)—galactofuranosa,no siendodegradadopor la enzima,Estosdatosnos llevarona

pensaren la existenciade un posiblefenómenodetransgalactosilación,conproducciónde

oligómerosde mayor tamaño, pero este hecho no ha sido comprobado.La galactanasa

producidapor P. cirrinum parececatalizarunareaccióndeestetipo (Nakanoy col., 1986).

Tambiénse han descritotransgalactosilacionescatalizadaspor ¡3—galactosidasas,quedan

lugara productoscon diferentestipos de enlacesglicosidicos,como13-(l---3), ¡3-(1-—*4) y

13-(l—*6). La especificidadde la enzimaesmuy elevada,ya queno hidroliza sustratosde

la ¡3-galactosidasa,de exo-enzimasni enlacesdiferentesa los de ¡3—(1—*5)-galactofuranosa.

En la bibliografía tan solo se ha descrito una enzima que hidroliza B—(1—*5)-
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galactanos, pero ni el modo de acción ni las características de la B—(1—*5)—

galactofuranosidasade P. charlesil se parecena la obtenidapor nosotros(Rietschel-Berst

y col., 1977).

Basándonosen las propiedadesde estaenzimase podríaplanificar un mecanismo

más sencillo de purificaciónconsiderandosu alto pi y propiedadeshidrofóbicas,

Estaenzimaseemplearáen trabajosposterioresparaconseguirunahidrólisisparcial

controladadepolimerosquecontengan¡3-(1—-*5)-galactofuranosa.La secuenciaciónde los

oligosacáridosobtenidos puede ser de gran ayuda para determinar la estructuradel

polímerocompleto.
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1.— La fracción soluble en NaOH a temperaturaambiente(FracciónFI) representa

entreun 10 y un 33% de la paredcelularen las distintasespeciesy estáformadapor un

a ó ¡3-glucanoy heteropolisacáridosricos en galactofuranosa.

2.- De la fracciónFí se obtuvo un material solubleen agua(FracciónFiS) que

representaentreel 2,5 y el 17% de la paredcelular.El análisisde estematerial revelóque

dichafracciónestácompuestade galactofuranosa(45-76%),glucosa(9-45%) y manosa(7—

28%), exceptoen 7’. lateas quetiene cantidadesmuy similaresde los tres monómeros.

3.- La fracciónFíS de las especiesde Talaromycesestáformadapor diferentes

polisacáridos:

a) Un a-(l---*4)-glucanoquerepresentaentreel 2 y el 10%de laFis. En T. helicus

estepolímero es más abundantey constituyeel 33% de la fracciónFis.

b) Heteropolimerosricos en galactofuranosaque se diferencianpor sus tipos de

enlace ó por sus pesos moleculares.En todas las especiesse encontró un polímero

mayoritario.

c) En T. lateas seencontróun galactoglucomananocomo único componentede la

fracción FiS.

4,- En función de la estructuradel componentemayoritariose handelimitadotres

gruposen el géneroTalaromyces:

a) Especiesquecontienenun heteropolimerorico en J3-(1—-2)(1----*5)-galactofuranosa

similar a la varianosa:T. stipitatus,T. helicasy T. bacillisporus. En estegrupo seincluye

tambiénla especietipo del género,7’. flavas.
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b) Especiesquecontienenun heteropolímerorico enB-(1—+2)(l —+3)-galactofuranosa:

7’. wortmannii y 7’. rotundas.

e) Especiesquecontienenun glucogalactomanano:T. lateas.

5.- La fracción FiS de las especiesde Eupenicillium, J’enicilliam y Aspergillas

estudiadasen estetrabajoes un polímerode ¡3-galactofuranosaenlazadaen (1—*5).

6.- Los polisacáridosmayoritariosde la fracciónFiS puedenconstituirun criterio

quimiotaxonómicoválido para llevar a cabo una reorganizaciónde estos génerosen

conjuncióncon los caracteresmorfológicos y ser de utilidad parael establecimientode

relacionesfilogenéticasentreellos.

7.- La fracción insolubleen agua(Fil) de estasespeciesestáformadapor un a—

(1——+3)-glucano ó por un ¡3-glucano. En las especiesestudiadasno se ha encontrado

correlaciónalgunaentrela estructurade los polisacáridosde la FiS y de la Fil,

8.- Seha purificadounanuevaenzima(13-(l——*5)-galactanasa)del liquidode cultivo

obtenido durante la autólisis de P. oxalicam. La enzimaes unaglicoproteinade peso

molecular77 kD y cuyo punto isoeléctricoes de 7,9. Es estable en un rango de pH

comprendidoentre4,0 y 7,5. Su Km es de 1,2 mg/ml y su Vmax 0,55 iimol/h.

9.— Sumodode accióncorrespondeal de unaendoenzimay su especificidadesmuy

elevada, ya que no hidroliza ni el dímero de B-(1—*5)-galactofuranosa,ni el o-

nitrofenilgalactopiranósidoni polisacáridosqueno contengan13-(1 —*5)-galactofuranosa.

10.- La enzima es inhibida por iones Fe3~, acetato,citrato y borato y por un

polisacáridopresenteen el líquido de cultivo,
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