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R E S U ME N

¢ ¢

En el presente trabajo se investigan posi-
bles relaciones entre factores genéticos, componentes quimi-
cos de la pared celular y la morfologia del hongo Neurospora

crassi.

Para sllo se utilizan cepas silvaestres y my
tantes morfolégicas 'simples y dobles, realizando estudlos com
parativos de la composicién y estructura de polimeros gue
constituyen la fraccién I de la pared celular de N. crassa.

Mediante cromatografim de gases de derivados
en forma de alditoles acetilados de los azlcares constltuyen
tes de tales polimeros, se demuestra que dicha fraccidn esté
constituida esencialmente por: Glucosa, manosa y galactosa.

£1 andlisis de los derivados de alditoles
acetilados q?rcialmente metilados indica gque el hetercpolime
ro que constituye la fraceitn I de la pared celular de  N.
crassa ©5 un glucano con enlaces 1-3 y gue intercela ‘manosa
en su estructura lineal. Ademés, posee ramificacioné; S;iqi
nadas en manosa y que poseen galactosa como azicar terﬁinal

en ceda rama.
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Las cepas mutantes analizadas muestran un in
cremento de 2-5 manosa, 4-glucoss y T-galactosa en desmedro
de 3-glucosa, variscifn que, a2l pearecer, estd correlacionada

con la morfologia del hongo.

El andlisis de dos cspas dobles mutantas su
giers la existencia de interscciones génicas, ya sea del tipo
de complementacidn y/o intensificaecién de los efectos de dife
rentes genss para determiper alteraciones en la composi -~

cién guimica de la pared celular y el fenotipo del hongo.
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A B S TAHATCT

This research work concerns the study of

possible caorrelations between genes, chemical composition of

the cell wall and the morphology of the fungus Neurospaora
crassa.

The material studied has been wild type, sin
gle and double morphological mutant strains of N. crassa. A
comparative analytical study of the composition and structurs
of polymers as constituents of fraction I of the cell wall

has been made.

Gas liquid chomatography of derivatives .of
the sugars that constitute such polymers indicates |, that
fraction T of the cell wall is essentially formed by: glucose,

mannose and galactose.

The anelysis of derivetives of acetate aldl
tols partially methyleted indicates +that the heteropolymer
in fraction T 1s a 1-3 glucan, that incorporates mannose in
its lineal structure. Besides, it has branches originated

in mannose with galactose as a terminal sugar.
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The mutant strains analyzed exhibit an in
crease of 2-5 mannose, 4-glucose and T-galactose and, at‘ the
same time, a decrease of 3-glucose. This type of wvariaticn
seems to be correlated with &lterations of the morphology of

the fungus.

The analysis of fraction I components in the
double mutants, suggests the existence of genetic interac-
tions, such as complementation or additive effect of the muy

tations of different genes affecting the chemical compesition

of the cell wall and the morphﬁlogy of N. crassa.




.- INTRODUCCION

lL.a pared caluiar es un Ffactor importante en

1a morfogénesis de Neurospora crassa (1,2), pues camblos en

1a compasicifn de sus constituyentes gquimicos pueden condu-

cir a slteraciones de la morfologia del hongo.

Esta idea es sustentada ademés, por el he
cho -qua la pared celular de wmutantes morfoldgicas de

Neurpospora crassga presenta alteraciones, tanto cualitativas

como cuantitativas, en sus componentes guimicos, al ser com
parada con similar cardcter de algunas cepas silvestres.
£n algunas cepes, las alteraciocnes morfolfSgicas pueden apa
recer correlacionadas con variacionss en la modalidad de
crscimianfo del hongo, como ser su velocidad de extensidn,
ramificacidn, grado de conidiacién, dicotomia de  hifas,
ete. Todo ello sugiers, de slgdn modo, la importancia de

la pared celular como factor morfogenético en Neurospara.

Ademés de los efectos de elteraciones geng

ticas, se conoce también la obtencliétn de fenocopiaes de mu

tantes morfolfgicas de Neurospora crassa, inducidas quimi

camente (3). Tales feqocopias, también exhiben cambios en

1os gomponentes quimicos de la pared celular.




Se puede agregar, ademés, que la obtencién
de protoplastos de Neurospora, mediante la digestién de su
pared celular con enzimas 1fticas como helicasa (conjunto de
carbohidrasas), glucanasas (enzimas que hidrolizan gluca-
nos), laminarinasa (enzima que hidroliza los enlaces glicosi
dicos J3 1 ——3, propios del laminarin), etc, alteran drésti
camente la morfologia del hongo. Concomitantemente, se pue-
de indicar que algunas mutantes morfoldégicas del mismo orga
nismo tienen una pared celular con diferente grado de resis
tencia a la accibén de dichas enzimas, lo que, es reflejo de

variaciones en su composicién quimica.

Estas observaciones, sugieren que la morfolo
gia de Neurospora, depende de algﬁn modo, de la composicidén

gquimica de su pared celular.

Al respecto, se conoce que uno de los princi
pales constituyentes de la pared celular de organismos proca
riontes es un péptido-glucano, el cual, segin sea su composi
ciébn quimica, le confiere mayor 6 menor resistencia osméti-
ca a la célula (4). En las bacterias Gram (+), éste pépti
do-glucano, constituye un 40-90 % del peso seco de la pared
celular y su composicién guimica puede variar en diferentes

cepas de una misma especie.

. Se puede sugerir que el rol morfoldgico del

péptido—glucano de la pared celular de proceriontes es de




importancia similar en organismos eucariontes inferiores.
Al respecto, hay buena evidencia de homologias morfolégica
y morfogendtica entre procariontes y eucariontes (5). Asf,
se pueden mencionar similitudés de aigunos aspectos regulato
rios del crecimiento celular, lugares de sintesis y/o degra-
dacifn de la pared celuler, los cuales, desde luego, se desa
rrollen generalmente en interdependencia dindmica con el me

dio en el que el organismo se dasarrolla.

El andalisis gquimice de los componentes de la

pared celular de Neurospora crassa ha revelado la existenclg

de*cuatrq'fraccinnes, designedas como: I, II, TII y IV {5).
La fraccidn I es un péptido~glucano, soluble en &lcali,y que
ha sido caracterizado parcialments [7,8,95, La fraccibn II
es un glucén, insoluble en dlcali y soluble en &cido, sin ma
yer caracterizacifn afin. La fraccién III es un QIUCaﬁoJPI—S,

el cual es fdcilmente digerido por leminarinasa. La frac -

cidn IV esté compuesta por quitina.

Estas cuatro fraccliones de la pared celular
no tienen una distribucién uniforme en la diferentes Arégiu—

nes de las hifas.

ke




La regién apical es pobre en los gluca~-
nos (10) que constituyen las fracciones I, II y III de 1la
pared celular. En cambio éstos glucenos serian los responsa

bles de 1a‘mayor rigidez de la regiﬁn'sub—apical de las hi-

fas (11,12].

El estudio del comportamiento de la regidn

apical de las hifas de Neurospora crassa durante el creci-

miento del hongo indica que dicha zona es el lugar gque expeg
rimenta los procesos de elongacidn de la hifa. Para ello,
debe poseer una gran elasticidad.

Motivados por estos antecedentes, el presepn
te trabajo, tiene por objetivo la caracter;;aciﬁn.de la com
posicifin quimica de la fraccifn I de la pared celular de

Neurospora grassa, por ser ella una de sus fracciones cuanti

tatfvamente mds importante (13) y, ademds por que parece dg
sarrollar un rol clave sn los procesos morfogenéticos, ocomo
es la remificacidn de las hifas, la conidiacién 6 is forma--

-

cién de protoperitecios.
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2.~ PROPOSITEO DE LA TESIS

_El prop@isito de ésta tesls es investigar 1la
relacién existente entre ciertos genes y los cambios en la
composicién quimica de la pared celular, la organizecidn de
ésta y las slteraciones gue estos cambios pueden determinar

en la morfologia de algunas cepas de Nsurospora crassi.

¥
-

Especificamente, se trata de determinar como
mutaciones de clertos genes conducen a alteraciones en la
fraccién I de la pared celular y éstas a su vez, se traducen
‘ en cambios de le velocidad ae crecimiento y la morfologia de

] . v

las hifas del hongo.

. Dado gue la fraccifin I de la parasd celular
de Neur?sgnra estd constituida por un péptido—glucahn, en
este trabajo se pretends identificar los genes gue controlan
las caracteristicas quimicas y estructurales de dicho polime

rog y entender su rol morfogenético.

El andlisils comparativo de la fraccién I de

la pared cvelular de mutantes dobles de Neurospora crassa con

los resultados ochtenidos en las mutantes simples ‘que las




"cunstituyan, ofrece, ademis la posibilidad de investigar el
tipo de interacciones gendticas para el control de la cbmpg
sicifn de macromoléculas dimportantes para la estructura de
la pared celular. Esta posibilidad surge por el hecho que

Neurospora crassa es haploide, de modo que el anflisis de

las dobles mutantes y les simples que las constituyen nos
permiten detectar posibles efectos génicos cuando los genes
estdén en organismos separados {mutantes simples) y cuande

ellos coexisten en un mismo individuo (dobles mutantes).




.3.1.— Cepas analizadas de Naurospora crassa.

Las cepas de Neurospora crasse utilizadas en éste trabajo son

presentadas en la Tabla I.

TABLA I

CEPAS SILVESTRES Y MUTANTES MORFOLOGICAS DE N. crassa, ANALT

4

2ADAS EN ESTE TRABAJO,

HUMERO
JFUNGAL GENETICS E_E_ ALTERACION ENZIMATICA
, STOCK CENTER T
- ]
¥ .
. LINDEGREN 383 —1A
CEPAS -
SILYESTRES
14 -A 987
PEAK - 2a L alelica de v L -glutamina-D- fructesng -
{pk-2a} biscuit _ §-1osfato aminotransfe -
' frasa {14}
MUTANTES | scumBo 49 IIT
SIMPLES {se)
CRISP—-1a 488 I Adenil-ciclasa {15}
(er) - .
RAGGED, CRISP-1a 418 ‘ b Fosfaglucomutasa ;
frg; er-1a) adenileiclasa
MUTANTES {15,18)
DOBLES | - sToC |
PEAK-2;SCUMBO u d: y-IrI
. ?
(pks2jsc) - CHILE




Todas las cepas, a excepcifn de pk-2a vy

pk=2 ; sc, fueron obtenidad del Fungal Genetics Stock Cen

ter, Humboldt State University, Arcata California.

3.2._ RBBCtiUDS.

Los reactivos empleados fueron obtenidos:

A) Merck p.a.

D(-) Arabinosa

D(+) Galactosa

D(+) Manosa

D(+) Rhamnosa monohidrato
D(-) Fucosa
Metanol

Etanol

Ac. acético glacial
Anhidrido acético
Cloroformo

Acido Sulfirico
Joduro de metilo

Acido trifluoroacético




Hidruro de Boro y Sodio
Dimetlil sulfdxido

B) sigma.

D{+) Blucosa anhidra
Meso-Tnositol
Dodeeilsulfato de sodio
B(+) Xilosea

Antrona

C) Riedgl-De-Ha8n

-

Hidrdxido de sodio

D) S&intetizade

Dimatil-sulfinilo de sodio




4,- METODGOS

4,1.— (Obhtencién de mutantes dobles.

La obtencién de mutantes dobles se realizd
mediante cruzamientos entre las cepas mutantes simples de

Neurospora crassa, realizedos en medio sSlido Westergaard

(17}, a 25 °C. Una vez que 1los cruzamientos fructifican,
se aislan ascosporas el azar. Algunas de ellas son portada
+as de ambas mutantes. Después de germinadas, las posibles
débles mutantes fueron analizadas genéticemente, mediants
cruzamientos con las cepas silvestres 77a 6 74A. A través
del andlisis de ascos disectades en orden, s posible com
probar la segregacién de las mutentes simples que componen

'la doble mutante.

4.,2.,~ Crecimiento de las diferentes-cspas.

. Para obtener material de pared celular y su

fraccién I, las diferentes cepas utilizadas eh &ste trabejo
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fueron crecidas en medio minimo 1f{quido Vopgel (18), suplg
mentado con sacarosa sl 1,5%, a 25 °C y con agltacién conti

nua de 130 rpm. por un periodo de tres dias.

Debido &l lento crecimiento de las cepas dg

tbles mutantses (peak—z; scumbo y ragged; crisp-la) fue nece

sario replicar sus cultivos una y otra vez, obteniéndose de
ésta manera material suficiente para el andlisis de la pa

red celiular.

4.3.~ Ohtenclédn de la pared celulsar.

Después de tres dias de cultivo, el mice
1io de las diferentes cepas fué colectado por filtracidn.
"En seguida fue lavado con suficiente agua destilada, para
arrastrar los compongntes dél medic que pudieran estar ad
heridos "a las hifas. Luego el micelio fue liofilizedo y

mantenido =al vacio en el desecador, para su uso posterior.
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La obtencibén de psred celular, proplaments
tal, se hizo tratando el micelio, desmenuzado 'y 1iofilizado,
con una solucién acuosa de dodscil sulfato de sodio (5.D.S.)
al 1%, en uns proporcidn de 100 ml. ﬁnr cada gramn.da mice
1ic seco, en continua agitacién a 4 °C. Al cabo de 16 ho-
ras, pera las cepas silvestres, y de 20-24 horas para las ce
pas mutantes, el micelio fue lavado con agua destllada y cen
trifugado a 6.000 x g por 15 minutos. Esta operacifn es re-

petida un minimo de 6 veces.

Finalmente s& procede a la deshidratacitn
del micelio, suspendiéndcle en un gradiente de alcochol que
va de 10% a 100%, variando -un 10% cada vez. Cada paso fue &
compafiado de centrifugaéiﬁn de 1la suspensién de micelio, a-

6.000 x g por 10 minutos.

E1l Gltimo pella obtenido, de color blanguiz
co, se seca a 37 °C por 24 horas y se liofiliza. Este mate
rial 1liofilizado constlituye la pared celuler seca de

Neurospora crasstg.




-13~

4.4.~ Obtencidn de 1la fraccién I de la pared celular.

La fracciédn I fue obtenida mediante la hidré
1isis de 200 milfgramos de pared celular liofilizeda con
20 ml. de NaOH 2N, durante 16-18 horas, a temperatura am-

biente y con agitacidn.

El materisl soluble en &lcali se recupers
por centrifugacién con S.EDU x g por 15 minutas. E1 sobre
nadante fue precipitado con 2,5 volimenes de alcohol etilico
y posteriormente suspendido en 1,5 ml. datuna solucidn de

NaOH 1N (modificacién de la técnice de Mahadevan y Tatum{6}).

' El material en suspensif6n fue dializado con
tra agﬁa destilada por 24-36 horas, con el fin de eliminar
el sodio. Luego de la diflisis, la muestra fue liofilizada
por 6 horas. Dicho preparado constituye la fraccién I de le

pared celular de Neurospors crassa, la cual se guard$ en un

desecador. La fraccidn I fus cuantificada como porcentaje -

del pesc seco de la pared celular,
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aire a 60 °C por 9 horas. Luego se dejaron en desscador por

un periodo de 18-20 horas.

Los azdcarss liberaacs por la hidrélisis
fueron reducidos a sus alditoles correspondientes, mediante
el egregado de 1 ml. Fa una solucidn de 5 mg/ml de NaBH4 en
NH4 OH 1 N. Les muestras se dejaron a temperatura ambiente
durante una hora para su reduccién. Luego se glimind el po-
sible exceso de agente raductor con 3—-4 gotas de fcido acé-
tico glacial, hasta que 1os tubos, sometidos =& agitacidn ,
dejafnn de burbujsar. Los alditoles formados fueron transfe

ridos, & tubos nuevos para su evaporacifn con aire a 60 °C,

durante 7 horas, hasta secar la muestra.

El agua gque pudieran‘tener las muestras, fus
axtrai&a agregando, a cada tubo, § ml. de alcohol mefilicn,
en cantidades de*l ml. cade vez. P;ra lograr una busna
mezcla de la muestra con el alcohol, se succiond, varias ve

ces, con pipeta Pasteur.

Cada vez gue se sgregd el alcohol metilico,
se svapord a sequedad con aire a 60 °C. Los alditoles dase
cados se dejaron en tubos destapados, en un desecador, du-

rante tode 1a,ﬁoche.
F
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Para la acetilaci6n de los alditoles, se
les agregd 0,5 ml. de anhidrido acético. Este procedimien
to e5 necesario para volatilizer le muestre y su posterior
uso en €1 anflisis en el cromatégrafd de gases, Los tubos
con anhidrido acdtico fueron sellados y semetidos a 121 °C
por S0 minutos en autoclave. Los derivados de azdcares ace-
tilados presentan un color café, proporcional a la concentra
cidn de mziiceres. Esta muestra fue transferida a frascos pe
quefios, taponados con goma blanda, paras impedir su svapora -

cifn.

Si los cristales de acstaedo de Na formados
son numerosos, 8s necesaric hacer la reduccifn de los azdca
res con una menor centidad de NaBH4:

Para el andlisis cromatogrédfico, la muestra
fud extrafda usando jeringas Hamilton, models 70081,de 1 pl.

Se utilizd un crometfgrafo de gases Perkin-
Elmer, modelo Sigma 3B, con una columna OV-225, al 3% que
contiene como soporte una mezcla de etilenglicol succinato :

etilenglicol adipato: silicona de 1:1:2 (9).

Para el andlisis, en el cromatigrafo de ga
ses, el programa optimizedo fué de una temperatura de 180°C,

por un tiempo de 2 minutos, para llegar, posteriormenta, a
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210 °C, con-una variacién de 0,7 °C por minuto y un fluejo de
nitrégenc de 30 ml/min. La temperatura del inyector y detsc
tor de ionizecifn de 1lama, fue programada a 300 °C.
' -
Los patrones usados y sometidos al mismo pro
cedimiento que 1las musstras, fuesront glucosa 1 mg/ml, ma
nosa 1 mg/ml, galactosa 1 mg/ml, rhamnosa 1 mg/ml, xilosa 1

mg/ml, arabinosa 1 mg/ml, fucosa 1 mg/ml, y mese inositol 1

mg/ml.

4.7.— Evaluacién de la cromatografia de gases.

Como la cantidad de alditoles acetilados in
yvectados al cromatSgrafo de gases, es directemente proporcio
nal al drea de los picos de las muestras y como la sensibili‘
dad del detector a los diferentes alditoles es distinta, es
necesario obtener las constantes de deteccién pere cada aldl

tol presente en las musstras estudiadas.
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Para éste efecto se uséd la siguisnte férmula:

Area del pico Area del pico
g inositol x 1000 del azucar en del inositol del
agregados a la la muestra % estandar
muestra Area del pico  Area del pico
del inositol de . del azucar del
la muestra estandar.

De ésta manera, las constantes {K) obtenidas fueron:

{A)inos. st.

K = = 11,6785
glucosa (A)glu. st
(A) inos. st.
K = = 2,039
galactosa = Ay gal. st
Kmanosq N (A) inos. st. = 1,97281

{A) man st
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Con éstos valores, las Areas de los picos de
las muestras, obtenidas por el cromatfgrafo y las integra-
les respectivas, fue posible obtener los resultados que se

muestran en la Taebla IV.

4,8.— Identificacisén de los enlaces glicosidicos.

El estudio de la organizacién de los monosa
céridos en el heteropolimero de'la fraccidon I se hizo me-
diante la preparacién de las muestras por permetilacién del
palisacdrido, catalizada por el carbanifn dimetil-sulfinilo.
en dimetilsulféxido, segin el método de Hekomori (21). Ta-

les muestras fueron analizada en el cromafégrafo de gases.

4.9.— Metilacidn exheustive de la fraccion I.

Este es uno de los métodos mds Importantes
en el estudio de la estructura de pﬁlisacéridos. Ge inieias
con la metilacidn del polisecérido y se continda con la hi
drélisis de los enlaces glicosidicos. Los azicares parcial
mente metilados fueron separados e identificados con ls tég

nica de cromatografia de gases descrita anteriormente.
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Cince miligramos de fraccidn I de la pared
celular de cede cepa en estudio, se dejaron durante toda 1la
noche al vacfo, & 60 °C, para lograr su sequedad. En seguil
da se les agregd 1 ml de dimetilsulféxido [oms), recién des~
tilado a 189 °C, por una hora a 60 °C, en bafic de aceite y
con agitacifn. Para completer la disolucién del polisacéri

do, las muestras se sonicaron a 50 °C.

Bajo una atmfsfera de nitrégeno, se agregd
lentamente 500 }Ji. de dimetilsulfinilo de scdic y se lo man
tiene por 4 horas en bafio de aceite a 60 °C, con agitacifin.
tuego, se agreg 80 pl. de yoduro de metilo, gota a gota y
s temperatura ambisente. ‘Habitualmente una metilacién comple
ta se obtiene el cabo de dos horas, con agitaecidtn lo que se
traduce en uma menor viscosidad de las muestras.

,

los polisacéridos.matilados, se purificaron
en 3 ml de cloroformo y luego se agregh, durante 5 vecss, 10
ml. de aéua destilada. La emulﬁiﬁn s8 centfifugﬁ a 12.800
x g por 20 minutos, descartando cada vez, la fase acucsa{22).

Un criterio bastapte confiable pare juzgar

el grado de metilacién es la susencia de la banda de




-2~

absorcién dsl grupo hidréxido, entre los 3.400 - 3.600 cm_%,

analizada con espectroscopia de rayos infrarrocjos.

Para ésto es necesario concentrar la muestra

en cloroformo haste 0,3 ml mediante flujo de nitrégena.

4,10,~ SolvfAlisis del polisacéridc metilado.

Las uniones glicosidices del derivadc perme
tilado se pueden escindir completamente medisnte: hidrdlisis

dcida & alecalina, metan6lisis, acetblisls & hidrdlisis enzi

mética.

+

En esta oportunidad la solvélisis fue reali
zada por hidrélisis con &cido triflucroaecético a 121 °C por
75 minutos.

Para la identificacifin des los azlicaras par

cialmente metilados, es necesario derivatizerilos.

En éste procedimiento, los azlcares parcial-
mente metiladbs, fueron reducidos y acetlilados, obteniénéo- -
se, de ésta manera, alditolaes acetilados parcialmente metila

dos y correspondientes a cada monosacérido constituyente del

paolisacédrido,.
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Los alditoles fueron obtenidos usendo una
solucién de 6 mg de NaBD4 en 1 ml de NH40H 1N, por une hora
a temperatura embiente. La reduccibn es detenida con 2 § 3
gotas de &cido acdtico glacial y evaporédndose en seguida &

sequedad con aire a 30 °C.

El sgua fue removida utilizando 1 ml de meta
nol durante 5 veces consecutivas y evaporando cada vez & sg

quedad a 30 2C, con sire.

Los alditoles acetilados y parcialmente meti
lados fueron identificados por cromatografia ds gases, usan
do la columna Ov-225 y con un programa de 130 °C, a 230 °G,

con una variacifn de 2,5 grados por minuto.
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5.1.— Experimentos gendticos.

}
Las cepas de Neurpspora crassa estudiadas se

prasentan en la Figura 1.

A.— Cruzamientos.

£1 mndlisis de cruzamientos reslizados entre

1la cepa peak-2; scumbo y le cepa silvestre 77a, mostrd, una

segregacidn de las mutantes simples que constituyen la doble
mutants. Fue posible obtener ascos con una disposicién de
ascosporas mutantes y silvestres en relacidn de 4:4 6 tam

bién de 2:2:2:2 (Figuras 2 y 3).

’

B.— Caracterizecidn morfoldgica de la doble mutante peak-2;

scumbo.

la doble mutante pesk-2; scumbo posee un fe

notipo colonial mucho més compaéto que cada una de las mutan
tes simples que la constituyen. 8Su velocidad de crecimiento
es de 1/10 la velocidad de 1 cepa scumbo—4S y 1/6 de 1la ve

locidad de crecimiento de la cepa peak-2a.
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Lindegren 74-A scumbo peak-2 pk-2;sc cr-1 rg;cr-1

FIGURA 1: Cepas de Neurospora crassa analizadas en éste
trabajo.
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74—A Mutantes

FIGURA 2: Germinacidn de ascosporas provenientes de un

asco en el cruzamiento pk-2; sc x 77a. Dispo

sicién de ascosporas 4 silvestres : 4 mutan-

tes.
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FIGURA 3: Germinacibn de ascosporas provenientes de un
asco en el cruzamiento entre pk-2; sc x 77a.

Disposicidn de ascosporas 2:2:2:2.
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Del mismo modo, el grado de ramificacidn api

cal de las hifas de peak-2; scumbo es elevado, lo cual da a

la colonia un aspecto de una esfera maciza y compacta. Esto
dificulta su transferencia, mantencién y la observacién de

sus hifas al microscépio (Figura 4).

La doble mutante peak-2; scumbo, confiere,

ademds, al medio de cultivo un color café intenso. 5u grado
de conidiacién es menor gque 8l de las cepas silvestres y que
las mutantes simples gque la forman. También forma pocos pro
toperitecios, lo cual dificulta los cruzamientos en gque in

terviene.

La modalidad de crecimiento de la doble mu-
tante en medio 1fquido es totalmente diferente al de las ce
pas parentales, mostrando un crecimiento més restringido ,
que se manifiesta en esferas pequefias y muy compactas de

gran densidad y con ausencie de hifas aéreas.
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Hifas observadas con el microscopio de contraste

FIGURA 4:

a) Cepa scumbo - 49

de fases

—-2a

b) Cepa peak

sc

k=2 ;

c) Cepa
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5.2.- Resultados del andlisis quimicos.

A.— Cuantificecién de la fraccién I.

Las cantidades de fraccién I aislada de la

pared celular de las diferentes cepas se indican en la Tabla

II.

Al ordenar las cepas en la Tabla II de acuer
do & su mayor grado de morfologfie colonial, es posible notar
una relacién entre la cantidad de fraccién I de la pared ce
lular y el mayor grado de fenotipo colonial de Neurospora

crassa.

La cantidad de azlceres totales presentes,en

la fraccién I de las diferentes cepas, determinadas por el

test de antrona, se presenta en la Tabla III.
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TABLA II

POACENTAJE DE FRACCION I CON RESPEGTO AL PESO DE LA PARED CE

LULAR DE CEPAS SILVESTRES Y MUTANTES DE N. crassa.

Cepas FG5C %.
| S —

Lindegreen 353 - A 17,05 = 1,01
74 - A R 23 — 987 A 18,01 < 1,70
crisp-1 488 a 13,90 = 0,85
peak — 2a (alélica de biscuit) | 13,40°% 0,88,
scumbo as A 12,60 = 2,13
regged; crisp-l 418 a 10,76 ¥ a,61
pgak; scumbo 10,68 : 0,67
% Cada valor corresponde gl promedio ® la desviacidn estandar de tres preparaciones

diferen}'es de f.rac‘:cién I ,expresadas como porcentaje de mg de fraccionI/mg de pa

red celular liotilizadag

-l

Como se puede " apreciar en la Tabla II, hay una tendencia a

presentar una menor cantidad de fracecién I en la pared celu

lar, desde las cepas silvestres hacias las dobles mutantes.
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TABLA ITI

TEST DE ANTRONA PARA

AZUCARES TOTALES DE LA FRACCION TI.

%*

CEPAS FBSC mg azdcar/mg fraccidn I

| . w
Lindegreesn 353 - A 0,880 - 0,001
724 - A R 23 - 987 A 0,866 £ 0,009
scumbo as A 0,754 % 0,008
peak — 2a  (=18lica de biscuit)] 0,730 % 0,018

crisp-la 488 a 0,838 I 0,012 .

ragged; crisp-la 418 a 0,878 % p,044
peak; scumbo 0,913 z 0,008

- — |

# Cada valor corresponde al promedio % lo desviacidh estandar de tres cuwantificaciones de
diferentes extrocciones de fraccidn I.

£n la pared celular ds las dobles m.utantss hay

un cierto incremento de azdcar en la fraccién I de la pared ce

lular.
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B.~ Alditoles acetilados.

Los aztcares constituyentes de la fraccién I
de la pared celular de N. crassa, liberados en la hidr&lisis
de - este polimero, son reducidos a sus alditoles acetila
dos correspondientes para su identificacidn por tiempo de re

tencidn mediante cromatograffa de gases.

Los cromatogramas obtenicdos de los derivados
de slditoles acetiladas del polisacérido gque constituye la

‘fraccifén I de la pared celular de las cepas analizadas, son

‘mostrados en la Figura 5.
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lindegren (1)
180°— 210°
180° x 2 min
A= 05°/min

glucosa

inositol

scumbo - 49 (1pl)

glucosa
inositol

peak - 2a (1 pl)

inositol

0 10 20

30 0o 10

+ + +

20 30 0 10

cr-la (1yl)

peak-2-scumbo(lyl)

rg ,cr-1o

glucosa

inositol

galactosa

mangsa

(0,5 pl)

inositol

20 30 0 10

20 30

TIEMPO DE RETENCION (min)
FIGURA 5: Cromatogramas obtenidos de los derivados de aldi

toles acetilados,

de la fraccién I de la

celular de Neurospora crassa.
~

pared
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Los azficares reducidos a sus alditoles que
con%nrman el polisacérido de la fraccién I, fueron didentifi

cedos cualitativamente por cromatografia de gases.

Sus cromatogramas demostreron que, esencial
mente, la fraccifn I de las cepas analizadas, estd compuesta

por: GBGlucosa, manosa y galactosa, siendo la glucosa el azi

car mayoritario.

La cuantificacién de le composicifn de azica

res de 1la freccién I de las cepas silvestres y de las cepas

mutantes, derivatizados a sus alditoles acetilados correspon

dientes, se ilustra en la Tabla 1iV.

o
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El porcentaje de peso de cada alditol, fue
calculado a traves del producto de las integrales de los cro
matogramas por las constantes de deteccldn calculadas para

cada alditol, por miligramo de fraccifin I.

Observando comparastivemente las columnas de
los porcentajes de cada derivado de alditol acetilado, se
musstra un aumento de manosa y galectosa, en desmedro de glu

cosa, a medida que el fenotipo del hongo es més restringido.

C.- Alditoles acetilados parcialments metilados.

Los azicares gue constltuyen el heteropolime
ro, fueron metilados para determinar el tipoc de enlace gli-

cosldico gque los une.

Los ‘resultados del andlisis de los alditoles
scetilados parcialmente metilados, demuestra la presencis ds
seis picos maycritarios {Figura 6): Pico N® 1 y N 2 identi
ficados como hexosas terminales {T-hexosas), siendo el N2 1
T-glucosa y el N® 2 T-galactosa. Esta Gltima fué idaﬁtifiqg
dg por su tiempo de retencién equivalente en arabinogalacta

no y T-glucosa por el tiempo de retencifin comparativamente
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lindegren (1pl) scumbo (1pl) peak-2a
3-glu G W i i
1x 2 PS p e
130°-230° |~ = 3-al =
b=25° 3-glu -glu
&
E
4-glu || |4-glu
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e |
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2 6-man ol
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geck-Z ,scumbo
3-glu " -
3 e la {05 pl) o
=) c rg;cr-la
2-man cr-la £ 3-glu 9. = H £
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i
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] \_\.__'n
t + + { + + + + } + ——
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TIEMPO DE RETENCION (min)
FIGURA 6: Cromatogramas de derivados de alditoles acetllados

parcialmente metilados.
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en laminarfn. El1 pico N® 3 fué identificado como una hexosa
lineal, enlazada por su carbono enomérico y el carbono 2, la
2-manosa, en relacién con el tiempo de retencifn relativo al
de una T—glucosa. E1 pico N® 4 fué identificado como hexosa
lineal, enlazada por sus carbonos 1 y 3, (3-hexosa) gue mues
tra una identidad en el tiempo de retencidn con le 3-glucosa
del laminarin. E1 pico N® 5 mostrd ser una hexosae unida al
polimeroc por sus carbonos 1 y 4 (4—hexosa] correspondiente a
una 4-glucosa identificada por su presencie en maltosa. E1l
pico N& 6 fué identificado como una hexosa ramificada, una
2,6 manosa, con respecto gl tiempo de retencién relativo =a
le T—-glucose esperado para una 2,5 manosa con sus carbonos

1, 2 y 6 comprometidos en enlaces glicosidicos. (Tabla V).
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El porcentaje molar de los derivados de aldi

toles acetilados parcialmente metilados nos mostrd que el he

teropolimero gque

constituye

la fraccifn I de la pared ce

lular de Neurospora crassa, estd formado esenciglmente, por

" glucosas enlazad

en las mutantes

as 1-— 3. Estas gluceosas se ven disminufdas

morfol6gicas simples y dobles analizadas,

disminucién que se acompafia de un incremento en 2,5 manosa,

4-glucosa y T-ga

Jactossa.

Al analizar comparativamente los econtenidos

de- elditoles acetilados y parcialmente metilados de la doble

mutante peak—2; scumbo y las mutantes simples que la caﬁsti

tuyen, se tiene el siguiente cuadro, en 1o gue a2 3-glucose y

2,6 manosa respe

cta:

Porcentaje molar
Cepas 3-Glucosa 2,6 manose
74 = A 53,6 5,4
scumbo 46,5 g,0
pqakuz 43,3 13,3
paak—2; scumbo 29,0 19,6

4

En la doble mutante peak-2; scumbo, la gluco

sa anlazada 1-3 en el heteropolimerc de la fracclén I, acusa
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una importante disminucién en relacifn a la situacién de las
mutantes simples que la conforman. En efecto, la doble mu-
tante s6lc posee un 64% del promedio-'de 3-glucosa presente

en peak—2 y en scumbo.

Si la comparacifin de la expresifin de ragged
y de crisp-la se enfoca a los niveles de 3-glucosa, 4-gluco
sa y 2,6 manosa, existentes en la fraccidn I, se tlene el si

guiente cuadro:

K

Porcentajs molar
’ Cepas 3~Glucosa 4-GBlucosa 2,56 Manosa
]
74 ~ A 53,6 6,05 5,4
" crisp-la 43,3 25,87 8,6
ragged 19,0 10,10 30,0
ragged; crisp-la 36,4 16,11 22,0

Tanto en el contenido de 3—-glucosa, como tam
hién en el de 4-glucose y de 2,56 menoSse, se observa que

ragged; crisp~l posee niveles intermedios a los niveles exis

tentes en las mutantes simples que la forman.
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D.- Grado de metilacién.

La comprobacién del grado de metilacifn del
polisacdrido en anélisis realizado mediante espectroscopia
I.R., juzgeda por la ausencia de la banda de absarcibén del
grupo hidroxilo, entre los 3.400-3.600 cm_l, se ilustra, pa

ra una de las cepas analizadas en éste trebajo, en la Figu

ra N° 7.

FRECUENCIA (CM )

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 G50

100 1
1 =
= 80 P
e 1 r ™ hY
- 1 At AT
2 JHT ~ IN-' l
o &0 BILAN =1
< \/ q |
2 7 [ 1
=z ’ 1 f
=z
> . Y
—- 20 i W
5 A

FIGURA 7 » Espectro de absorcibén al infrarrojo del polisa

cédrido de la cepa silvestre 74-A.
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El procedimiento y la metodologia empleados
en éste trabajo, parecen adecuados y eficientes para la ca
racterizecifn de heteropolimeros constituyentes de le pared

celular de Neurospora crassa.

La cromatografia de gases psrmite, actualmen
te, detectar la existencia de otros azdcares neutros en la
composicidn quimica de los polisacéridos constituyentes de

la pared celular de dicho hongo (28,22,23).

Los datos obtenidos en algunas mutantes sim
ples por Cardemil y Pincheira (9) han sido corroborados con
iz metodelogia usada en este trabajo, la cuel ha permitido,

obtener resultedos ﬁrecisus y altamente reprocduclble.

Mahadevan y Tatum (8), pusieron de manifies

to la complejidad del polfmerc constituyente de la fraccién

T de la pared celular de Neurospors crasse y detectaron &

glucosa como un azicar neutro constituyente de ella.
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Es evidente que la fracci6n I de la pared ce
lular de todas las cepas anslizadas, poseen: Glucosa, mano
sa y galectosa como principales azicares neutros [Tabla IV],
siendo la glucosa el azicar mayoritario.

S$i consideramos que 1la fraccibén I de la pa

red celular de Neurospora crassa, es un heteropolimero, éste

tandria un esqueleto central constituido fundamentalmente por
glucosa e intercalando manosa periGdicamente. Ademfs, exis
tirfan ramificaciones de la estructura del polimero, en 1las

cuales la galactosa sstaria eh posicién terminal.

Los enlaces entre las moléculas de glucosa

serfan, esenciaslmente, del tipo 1-3.

_ t.os datos expuestos en la Table IV, sugieren
una posible relacién entre el grado de crecimiento colonial
del hongo y las mayores cantidaedes de manosa y galactosa que
encontramos en la fracqiﬁn I de la pared celular de Neurospg

ra crassa. Gorrelacionado a éstos aumentos de manosa-y ga-—

lactosa, se observa, ademds una menor cantidad de glucosa,

El an&lisis del porcentaje molar de aldito
les acetilados parcialmente metilados, {Tabla V) de las ce-

pas analizadas en €ste trebejo, musstran que el glucano prin

cipal parece estar constltuldo por glucosss enlazadas 1-3 .
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Sin embargo, & medida que el fenotipo, en algunas ds las ce
pas del hongo, aparece como méds colonial, la cantidad de glu
cosa 1-3 disminuye, llegando en ragged a un 36% de 1la cepa
silvestre, aumentando la glucosa 1-4 5 veces en crisp-la y
mds considerablemente la 1,2,6 manosa y T-galactose, 6 veces

aumentada en ragged.

De ésta manera, el incremento de manosa, ob
tenida en los derivados de alditoles acetilados, provenien-
tes de las cepas mutantes, se debe 2 un aumento de 2,6 mang

sa y no de 2-manosa.

La T-galactosa da cuenta de la cantidad de

galactosa presente en la fraccidn I de las cepas analizadas.

= -
e

Aunque_p&éda ser prematuro, ain, establecer
una correlacién fina entre composicisn quimica y organiza
cifn 'de los componentes de la pared celular y la morfologia
del hongo, se podria sugerir gque un polisaecérido més ramifi

cado confiers un mayor grado de empaque Yy dicotomfia a 1las

- 1




hifas del hongo. De éste manera se podria inferir gue un
fenotipo més cvolonial, es reflejo del reemplazo de par
te del polimero lineal, por epfmeros en posicién ramificada
en el heteropolimero constituyente de la fraccitn I de 1a

pared celular de Neurospora.

Dado que la manosa lineal es una 2-manosa,
podriamos inferir que la T-galactosa, que constituye el tér
mino de cade rama de le 2,6 manosa, estd unida a diches mang

sa, por su carbono N° 6.

Con éstos datos, se puede sugerir un posi-
ble esgquama de la organizacidn del heteropolimero de 1la

fraccién I de la pared celular de Neurospora crassa. (Figu

ra B).

El hecho gque 2,6 manosa y 4-glucosa varian
en forma similer en las alteraciones que experimenta la com
posicién quimica de 1la fraccifén I de casi todas las cepas
estudiadas, ;ermite inferir que, al manns,(en la parte 1i
neal del polimero que la constituye, la manosa estarfa uni

da por su cearbono anomérico al carbono 4 de la glucosa si

guientea.
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En el caso de le mutants crisp-la, 81 alto
contenido de glucosa en la fraccifn I de su pared celular,
permite especular sobre la existencia de un segundo polimero
estructural, formado sGlaments por giucosa. La sensibilidad
de la fracci6n I a la acci6n de glucoamilasas (Datos no pre
sentados ) sugiere que éste polimerc estariam constitufdo por

uniones o 1-4.

Este segundo polisacérido podria encontrarse
regularmente en cepas, tanto silvestres como mutantes, de

Neurospora crassa, en una baja proporcifn, y pasar casi desa

percibido al estar enmascarado por una mayor centidad del he
teropolimero. Las alteraciones metab6lices que presentan al
gunes cepas mutantes, como crisp-la, harifan posible ponerlo

més en evidanci=a.

Las dobles mutantes analizadas en éste traba
Jo, como son: pk-2; sc y rg; cr-l, también mantienen un al
to contenido de manosa en la fraccifn I de la pared celular

(Tabla Iv).

Esta condicidn, parece reflejarss en un feno

T

-tipd més intensaments colonial que el de las mutantes sim-

ples que las constituyen. Esto es especialmente notoric en
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Y
el, caso de pk—-2; sc, la cual ademé&s, presenta un alto grado

de ramificacitn (Figura 4).

1
L3

En efecto, la observaci6n de las hifas de

peak-2; scumbo con el microscopio de contraste de fases, re-~

vela un mayor grado de remificacidn. Ademés, el crecimiento
de peak-2; scumbo es equivalente a 1/10 del crecimiento de
1a cepa scumba y a 1/5 del crecimiento de la cepa peak-2a ,
1o que reflejado en velocidad de crecimiento es aproximada -
mente-de 0,053 mm/hr para la doble mutante, de 0,095 mm /hr

para peak-2 y de 0,49 mm/hr para scumbo.

A nivel morfolfgico, es Indudable que la dg

ble mutante peak-2; scumbg refleja una intensificacidn de

Jos efectos determinados por cada una de las mutantes sim—

ples que la forman.

Es posibla\preguntarse de qué manera una ma
yor cantidad de manosa y los ‘tipos de enlaces quimicos que
la unen en el heteropolimero, hacen posible upa mayor ramifi

cecifin de las hifas y un fenotipo colonial tan compacto.

Los aspectos morfolbgicos indicados anterior
mente, parecen guardar cierta relacifn con los datos obteni

dos en el andlisis de la composicifn del heteropolimero de
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1a fraccién I de las cepas peak—-Pa y scumbo y la doble mutan

te gue ellas formen.

Es asf como, el contenide de 2,6 manosa en

la fraccifn I de peak-2; scumbo es superior al doble del que

se encuentra en scumbo y un 50 % mayor que el presente en
peek=2. Los datos expuestos dejan pocas dudas scbre una in
teraccién de 1os genes peek-2 y scumbo expresada en una in
tensificacidn de sus efectos aislados para determiner u-—
na disminuciSn de 3-glucose y un aumento de 2,6 manosa en el
heteropolimero de la fraccifn I &l ser comparados sus efsc

tos con las acciones de los genes no mutaedos en la cepa nor

mal 6 silvestre.

5i quisiéremos interpretar los datos expues
tos en términos de expresividad de los genes, podriamos de
cir que, con respecto a 2,6 manosa, hay un claro efecto epis

tético de la mutante peak-2 sobre scumbo.

Con respecto al contenido de 3—glucosa, es
muy evidente el efecto intensificador de la expresién de

peak-2 y de scumbo, al estar ambas mutantes presentes simul-~

té&nesmente sn una misma cepa.

1
-




.

Si se examinan estos mismos aspectos en la

doble mutante: ragged; crisp-la se tiens, también interesan

tes indicaciones de interacciones génicas en el control de

la estructura del heteropolimero de la pared celular.

Desde luego el comperar los contenidos tota

les de glucosa y manosa en la fraccién I se obtiene la Tabla

VvI.

Tanto en el contenido de glucosa de la frac
“cién I de la doble mutente ragged; crisp-le, como tembién en
el de manosa, se puede apreciar la existencia de una interac

cibn en la expresién de las mutantes ragged y crisp-la que

puede ser interpretada como une complementacifn de sus efec-

tos. No obstante, ragged aparece con una expresién epistéti

ca sobre crisp-la.
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TABLA VI

PORCENTAJES RELATIVOS DE LOS DERIVADOS DE ALDITOLES ACETILA-

DDS DE GLUCOSA Y MANDSA.

* *

Cepas % Blucosa % Manosa
74 = A 100 100
crisp-la 113 110
ragged 52 209
ragged; crisp-la B5 175

# VALORES OBTENIDOS DE TABLA 1V,




'Bel mismeo modo, se observa que en la doble
mutante, de alguna manera, aparece mas balanceados los exce
sos de 4-glucosa y 2,6 manosa gue los gue se observan en

crisp-la y ragged, respectivamente.

Proyectados estos datos al crecimiento que

exhibe regged; crisp-la, aperecen concordantes con un feno~

tipo también intermedio entre el exhibido por las mutantes

simples,

S5i bien ragged; crisp-la tiens un crecimien

to més restringido gue .crisp-la, su micelio es mucho menos

ramificado que &1 de ragged.

Es evidente la conveniencia de Neurospora
cressa para el esfudia de interacciones gendéticas en situa
ciones de haploidia, pues no se tisne la complicacién que
la'diploidia determinads para la expresifn total de diferan
tes alelos de un mismo gen. .

Las interacciones en la expresidn génica ob
servadas en g1 presente trabajo afectan en un caso (peak-2;
scumbu]_a genes que se ubican en diferentes grupos de ligg

miento, y que en €ste caso intensifican su accidn. En el
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otro ceso (ragged; crisp—la) efectan a genes ubicados en un

mismo grupo de ligemiento, los cuales aparecen complemen-—
tando su expresidn para lograr un efecto mds cercano a la si

tuacidn de la cepa silvestre.

Los datos presentados, nos indican gque la
composicibn, distribucién y orgenizacién de los componentes
quimicos de la pared celular de las hifas de las dobles mu
tantes, aqui analizadas, aparecen alteradas con respecto
a los componentes quimicos de las cepas silvestres y de las

cepas mutantes simples parentales.

La metodologfa para el andlisis de la pared
celular, empleade en este trabajo, ha sido usada para los
mismos fines, en una serie de otros organismos por diversos
autores, entre ellos Lindberg (23) y Albersheim y colaborado
res [20), demostrando una buena resolucién y eguivalencia
con su corroboracién con espectrometria de masas de impac-
to electrénico. Con éste método es posible identificar 1la
totalidad de los diferentes tipos de sustituciones, mediante
el uso de deuterio en la reduccién.ciDe esta manera se puede
distinguir entre un 3-glucitol y un 4-glucitol, & un 1,4,5
tri-O-acetil 2,3,6 metil glucitol y un 1,4,5 tri-O-acetil 2,

3,6 metil galactitol, no obstante, no deja de ser deseable

de realizar.
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Los resultados obtenides en éste trabajo, su
gieren la conveniencia de buscar nuevas correlaciones geneti ~
cas y morfoldgicas a nivel de la composicién quimica de los

componentes de la pared celular en Neurospora crassa. Los

resultados obtenidos, pueden ser ampliados mediante el anéd~-
lisis de mutantes triples 6 cuddruples que permitan detectar
interacciones gendticas mds complejas en la determinacién de
la composici6n quimica de la pared celular de Neurospora vy

su correspondiente influenciae morfogenética.

Dtra interesante linea de investigacidn pue
de derivar del estudio comparative de los niveles de activi-
dad de epimerasas en diferentes mutantes, tanto simples como
dobles, para gompnender de qué manera la maguinarie metabﬁli
ca de Neurospora afronta el reemplazo de glucosa pcﬁ manosa

4

en los polimeros estructurales de la pared celuler.
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