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SUMMARY
Solubilization and characterization of the cell wall-linked trehalase from ascospores of Schizo-
saccharomyces pombe.

The location of trehalase in isolated ascospores from Schizosaccharomyces pombe has been investigated
by a cytochemical method based on the formation by eugenol of insoluble complexes that are produced
extracellularly during areaction coupled to the trehalase activity. Most of the enzyme activity present in cell
extracts is linked to the ascospore cell wall. A partial solubilization of the particulate trehalase was achieved
by controlled treatment of isolated cell walls with the lytic system novozym. The elution pattern obtained by
molecular filtration of the enzyme solubilized from the walls shows a broad molecular heterogeneity suggesting
a possible glycoprotein nature of the enzyme. Assays for activation and analysis of kinetic properties revealed
that this activity is due to a trehalase of the so-called nonregulatory type.
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RESUMEN

Se hainvestigado lalocalizacion de |a trehal asa en ascosporas aisladas de Schizosaccharomyces pombe
mediante un método citoquimico basado en la formacion de complejos insolubles de eugenol, producidos
extracelularmente en una reaccion acoplada alaactividad trehalasa. La mayor parte de la actividad enzimética
detectable en extractos celulares estd unida a la pared celular de las ascosporas. Por tratamiento controlado de
paredes celulares con d sistema litico novoenzima es posible lograr una solubilizacion parcia de la trehalasa
particulada. El perfil de elucién obtenido por filtracion molecular del enzima solubilizado de paredes indica
una amplia heterogeneidad molecular, 10 que sugiere una posible naturaleza glicoproteica del enzima. Los
ensayos de activacion y el andlisis de propiedades cinéticas revelan que esta actividad se debe a una trehalasa
de las pertenecientes al tipo no regulador.
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INTRODUCCION

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-a-D-glu-
copiranésido) es un disacarido no reductor que
desarrollaimportantesfunciones fisiol 6gicas de
reservaen levaduras (PANEK, 1963). Las treha-
lasas (EC 3.2.1.28) son enzimas especificos
capaces de desdoblar trehalosa en dos molécu-
las de glucosa y se clasifican en términos gene-
rales como "reguladoras” o "'no reguladoras”
dependiendo del tipo de control que determina
au actividad (THEVELEIN, 1984). Las primeras
coexisten con €l sustrato en € citosol en forma
cripticainactivay pueden ser activadas median-
te modificacion covalente por fosforilacion de-
pendiente de AMP ciclico (ORTIZ et al., 1983;
UNoet al., 1983; ARGUELLES & GACTO, 1985).
L as trehal asas no reguladoras carecen, en cam-
bio, de modificaciones postraduccional es indu-
cidas por AMP ciclico y se presentan en forma
enzimética activa.

En levaduras con trehalasa reguladora, la
hidrdlisisenziméticade latrehalosainternaesta
controlada por los nivelesde AMP ciclico intra-
celular y la actividad de fosfatasas endogenas.
La presencia de trehalasas reguladoras se ha
puesto de manifiesto en Saccharornyces cere-
visiae (VAN DER PLAAT & VAN SOLINGEN,
1974; LONDESBOROUGH, 1982; WIEMKEN &
SCHELLENBERG, 1982) y en Candida utilis
(ARGUELLES & GACTO, 1985).

En sistemas con trehalasas no reguladoras,
se ha sugerido que la compartimentalizacion
entre enzima y sustrato podria controlar |a hi-
drolisis del disacérido de reserva (HECKER &
SUSSMAN, 1973; INOUE & SHIMODA, 1981a,
1981b; VICENTE et al., 1985).

En este trabajo hemos desarrollado un méto-
do basado en un procedimiento fluorimétrico
(KiLLick, 1980; KiLLick & WANG, 1980) que
demuestralalocalizacion externade latrehalasa
en Schizosaccharrnyces pornbe y se ha procedi-
do a la solubilizacién y caracterizacién de la
actividad particulada mediante un tratamiento
enzimético capaz de degradar la pared celular
de esta levadura.

MATERIALES Y METODOS
MICROORGANISMO Y MEDIOS DE CULTIVO

La cepa de Schizosaccharornyces pornbe h*
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968 (homotdlica) utilizada en este estudio deri-
va de la estirpe silvestre inicialmente descrita
por LEUPOLD (1950) y caracterizada por ESPO-
SITO & EsposiTo (1975). Los medios de man-
tenimiento (Winge) y de esporulacion (MEL)
han sido descritos previamente (VICENTE et al .,
1985).

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA
MICROSCOPIA ELECTRONICA

Las muestras recogidas por centrifugacion
de los cultivos se fijaron con 3% glutaraldehido
en tampdn 0.1M cacodilato pH 7.2 durante 5 h.
Posteriormente se lavaron con 0.35% sacarosa
en tampon cacodilato y se completd la fijacion
en 1% tetréxido de osmio en e mismo tampdn
durante 2 h a4°C. Paraaumentar el contrastede
las diferentes estructuras celulares |os fragmen-
tos se introdujeron en 2% acetato de uranilo en
tampdn veronal pH 7.2 (2h, 4°C) y lainclusion
se realizd con una mezcla de resinas de epoxi.
Los cortes ultrafinos se obtuvieron con un ul-
tramicrotomo LKB 111 y se contrastaron de
nuevo con 2% acetato de uranilo (20 min., 20°C)
y solucién de Reynolds de citrato de plomo
(10 min, 30°C). El examen de los cortes fue
efectuado en un microscopio electronico Zeiss
EM-IOC.

AISLAMIENTO DE ASCOSPORAS

El aidamiento de las ascosporas se realiz6
sometiendo alicuotas de cultivos esporulados a
centrifugacion isopicnicaen gradiente lineal de
densidad de Urografina (25-55%). La centri-
fugacion se llevé a cabo a 25.000 xg durante
30 min. a 2°C (NIsHI et al., 1978; SHIMODA,
1980) en una ultracentrifuga Centrikon T-2050
(Kontron) con rotor basculante (TST 28.38).

Las ascosporas, separadas de las células
vegetativasy restos de ascas, se localizaron en
la fraccién del 45-50% de Urografinay fueron
posteriormente extraidas y lavadas mediante
centrifugacion a baja velocidad (figura 1).

OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES

En las pruebas que requirieron el uso de
extractos celulares como fuente enzimatica, se



ANALES DE BIOLOGIA. 161990} SOLUBILIZACION DE TREHALASA

FIGURA 1. Aislamiento de ascosporas mediante centrifugacién
isopicnica en gradiente de densidad de Urografina (25-55%). Restos
celulares (@), células vegetativas (b) y ascosporas (C) tras centri-
fugacion a 25000 xg durante 30 min.

Isolation of ascospores by isopicnic centrifugation in a density gradient of Urografin
(25-55%). Cell debris (a), vegetative cells (b) and ascospores(c) after centrifugation at
25000 xg for 30 min.
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procedié a lavar repetidamente las células o
ascosporas aidadasy aresuspenderlasfinalmente
en tampdn 0.1M acetato pH 5.6. Las suspensio-
nes se sometieron a rotura mecanica en presen-
ciade polvo de vidrio Ballotini (0.45-0.50 mm.)
en un desintegrador Braun MKS con refrigera-
cion acoplada, durante 3 pulsos intermitentesde
30 segundos. Para obtener lafraccién de paredes
celulares, los extractos obtenidos se centrifu-
garon seguidamente a baja velocidad (3.000 xg,
30 min.) en una centrifuga MSE y los precipita
dos resultantes fueron lavados repetidamente con
soluciones decrecientes de CINa y recentri-
fugados para eliminar posibles restos celulares
contaminantes segln el método de CASSONE &t
al. (1979). Finalmente, las paredes se lavaron
exhaustivamente con agua destilada y se resus-
pendieron en tampdn acetato. L os extractos to-
tales y la fraccion particulada de paredes celu-
lares se utilizaron directamente en las determi-
naciones enziméticas sobre trehal osa

ENSAYOS ENZIMATICOS

L os ensayos enziméticos se realizaron en un
volumen final de 0.50 ml utilizando 0.25 ml de
fuente enzimatica (células enteras, extractos ce-
lulares o fracciones particuladas) y 0.25 ml de
una solucion de 200 mM trehalosa en tampdn
0.1M acetato pH 5.6. Las mezclas se incubaron
a 30°C durante tiempos variables y se detuvie-
ron mediante desnaturalizacion enzimética por
calor (100°C, 3 min.). Paralelamente se desa-
rrollaron controles en los que se impidi6 lare-
accion enzimatica por inactivacion térmica de
la fuente enzimética antes de la adicién del
sustrato. La glucosa liberada en la reaccion se
determind siguiendo el método de la glucosa
oxidasa-peroxidasa (LLOYD & WHELAN, 1969).

Una unidad de actividad enzimética se defi-
nié como la cantidad de enzima necesaria para
liberar del sustrato 1 nmol de glucosa por minu-
to en las condiciones de pH y temperatura esta-
blecidas.

Los ensayos de activacion enzimética por
fosforilacién se realizaron como se ha descrito
previamente (VICENTE et al., 1985) excepto que
el AMPciclico fue sustituido en los ensayos por
25 pg de la subunidad catalitica de proteina
quinasa (0.65 unidades) reconstituida previa-
mente en agua desionizada con ditiotreitol al
5%. Como control, se realizd una prueba para-
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lela utilizando extractos celulares obtenidos de
la levadura Candida utilis ATCC 60459 cuya
actividad trehalasa de tipo regulador resulta ac-
tivada en tales condiciones (ARGUELLES &
GACTO, 1985).

La inactivacion in situ de la trehalasa por
tratamientos con acidos diluidos y la determina-
cion de la viabilidad celular se llevé a cabo
como yahasidoindicado (VICENTE et al ., 1985).

SOLUBILIZACION DE LATREHALASA DE LA
PARED CELULAR POR TRATAMIENTO
ENZIMATICO

La solubilizacion de la trehalasa a partir de
las paredes celulares de las ascosporas de
Schizosaccharomyces pombe fue posible me-
diante € tratamiento de las mismas con novo-
enzima, un complejo enzimético producido
extracelularmente por Trichoderma harzianum
(Novozym, Sigma). El sistema litico posee una
elevada actividad quitinasica, mananasica,
glucanésicay proteolitica, y es capaz de degra-
dar la pared celular de células vegetativas y de
ascosporas de esta levadura. En |os tratamientos
con novoenzima se incorpord el inhibidor PM SF
alas mezclas para amortiguar |a posible accion
degradativa directa sobre la trehalasa por pro-
teasas presentesen el preparado enzimatico co-
mercial. Las incubaciones serealizaron en 0.1M
acetato pH 5.6 conteniendo 1 mM PMSF y 4
mg de novoenzima por cadafraccion de paredes
derivada de 10" ascosporas.

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION

MOLECULAR

Se utilizaron columnas de Sephadex G-200
(40 x 2.5 cm.) equilibradas con 0.1M acetato
pH 5.6. El desarrollo de la cromatografia se
realiz6 en el mismo tampdn. Se cromatografio
1 ml de muestra y se recogieron fracciones de
3.5 ml en un colector Gilson TDC 80, ensayan-
do actividad trehalasa en la forma antes men-
cionada y determinando |a proteina eluida por
absorcion espectrofotométrica a 280 nm.

OTROS PRODUCTOS Y REACTIVOS

Trehalosa fue obtenida de Merck. Glucosa
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oxidasa (EC 1.1.3.4.) tipo V, peroxidasa (EC
1.11.1.7)) tipo II, o-dianisidina, ATP, proteina
quinasa (EC 2.7.1.37., subunidad catalitica), las
proteinas de calibracion de peso molecular co-
nocido (ferritina, aldolasa y catalasa) y fenil-
metilsulfonilfluoruro (PMSF) fueron de Sigma.
El resto de los productos y reactivos utilizados
fue de calidad andlitica

RESULTADOS Y DISCUSION

Schizosaccharomyces pombe h*® en medio
MEL desarrolla un ciclo vegetativo completo
con transicibn morfoldgica desde formas
vegetativas a ascosporas. Las primeras originan
zigotos mediante conjugacion isdgama y estas
formas, junto a células vegetativas ho conjuga-
das, predominan en el cultivo durante las pri-
meras 40 h. de incubacion. Los zigotos evolu-
cionan hasta ascas y hacia las 70 h. empiezan a
liberar las cuatro ascosporas contenidas en cada
asca. El nivel final de ascosporas se estabiliza
en medio MEL cuando se alcanza una concen-
tracién proxima a2 x 10 ascosporas/ml., que es
equivalente a un 50% de esporulacion (VICENTE
et al., 1985). La figura 2 muestra microfo-
tografias de cortesfinosde células en diferentes
estad{os del proceso de esporulacion del cultivo.

Previamente se ha descrito que la actividad
trehalasa a lo largo de la curva de crecimiento
en medio MEL s0lo es detectable en células a
partir de las 70 h. de cultivo y nula hasta dicho
momento, |0 que se corresponde tempora mente
con la aparicion de las ascosporas (VICENTE et
al., 1985). Estos resultados se vieron confirma-
dos en este trabajo mediante la valoraciéon dela
actividad trehalasa en extractos preparados a
partir de las diversas formas y restos celulares
gue se obtienen por centrifugacién isopicnica
de los cultivos (ver fig. 1). El andlisis de dicha
actividad revel6 que tanto la fraccion de restos
celulares (conteniendo fundamental mente frag-
mentos de ascas vacias y células lisadas) como
lade células vegetativas no conjugadas carecian
de trehalasa y demostro, por otra parte, la aso-
ciacion de la actividad trehalasa con las ascos-
poras (tabla 1).

Estudios previos indicaron también que, tras
tratamientos con &cidos diluidos bajo condicio-
nes controladas, la actividad trehal asa recupera-
dade cultivos conteniendo ascosporas (70 h.) es
tan solo e 4% de la actividad obtenida en culti-
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vos paraelos no pretratados (VICENTE et al.,
1985). Como tales tratamientos no afectan a
enzimas internos ni a la viabilidad celular, di-
chos resultados sugirieron que la mayor parte
de la actividad en ascosporas debia ser peri-
celular. Para apoyar esta evidencia se abord6
otra via alternativa a la anteriormente descrita,
basada en un modificacién de un procedimiento
fluorimétrico originariamente empleado por
KILLICK & WANG (1980) en la localizacion de
actividad trehalasa en geles de poliacrilamida.
El método consiste en realizar de formaacopla-
da la reaccion enzimatica mediada por la
trehalasa y someter la glucosa generada a la
accion subsecuente de glucosa-oxidasa y
peroxidasa usando como sustrato oxidable de la
peroxidasa el compuesto fluorigénico eugenol
(2-metoxi-4-alil-fenol). El fundamento del mé-
todo se basa en el hecho de gue, adicionalmente
a su carécter fluorigénico, el eugenol oxidado,
gue se genera en lareaccion, condensa formando
un complejo fécilmente reconocible como pre-
cipitado blanco.

El siguiente esquema resume la secuencia
de reacciones enzimaticas acopladas:

trehalasa
Trehalosa + HO —» 2 Glucosa
glucosa-oxidasa
Glucosa + H,0 + O,— > Gluconato + H,0,
peroxidasa
H,0, + eugenol—> H,O * eugenol polimerizado

Ensayos incial es permitieron comprobar que
sblo en presencia de glucosa, glucosa-oxidasa,
peroxidasa y eugenol se formabain vitro el de-
pésito de eugenol, mientras que la omisién de
alguno de estos componentes impedia la poli-
merizacion.

Para la determinacion de la localizacion
enzimatica mediante esta aproximacion cito-
guimica, se realizaron ensayos utilizando tanto
una matriz sélida de soporte en placa como un
medio liquido en suspension.

En el primer caso se establecieron series de
ensayos en placa. La primera serie estaba cons-
tituida por placas que contenian ascosporas in-



FIGURA 2. Microfotografias de cortesfinos de células de Schizosaccharomyces pombe en diferentes estadios
del proteso de esporulacion. A 'y B: corte longitudinal (x10000) y transversal (x12500) de células vegetativas.
C y D: cortes transversales de zigotos (x20000). E y F. cortes transversales de ascas (x20000). G y H:
secciones de ascosporas (x20000). La linea indica 1 im en cada caso.

Electron micrographa of thin sections of Schizosaccharomyces pombe cells at different stages of thesporulation process. A and B: longitudinal
(x10000) and transversal (x12500) thin sections of vegetative cells. C and D: transversal sections of zygotes (x20000). E and F. transversal

»f asci (x20000). G and H: sections of aacospores (x20000). The bar indicates | pm.
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TaBLA 1. Digtribucién de la actividad trehalasaen cultivos sometidos a centrifugacién isopicnica
Distribution of trehalase activity in cell cultures under isopicnic centrifugation
UNIDADES/ENSAYO ACTIVIDAD ESPECIFICA
(UNIDADES/IOY células)
Fraccion a 0 0
Fraccion b 0 0
Fraccion ¢ 21 284

TaBLA 2. Deteccion de trehadasa pericelular en ensayoscon eugenol en medio liquido.

Detectiondf pericellular trehalase in liquid medium assays containing eugenol

CONTROL SIN SUSTRATO SIN ENZIMA SIN EUGENOL

Reaccion de trehalasa (Iml):

Trehalosa 50mM -(manosa) 50mM 50mM

Ascosporas 2x10# 2x108 -(inactiv. 2x10#

por calor)

Tampobn acetato pH 5.6 5SmM 5mM 5mM 5mM

NaN, ImM ImM 1mM 1mM
Reaccion acoplada (Iml):

Glucosa-oxidasa 6U 6 U 6 U 6U

Peroxidasa 09U 09U 09U 09U

Eugenol 6mM 6mM 6mM

Tampon fosfato pH 7.0 100mM 100mM 100mM 100mM
Presencia de precipitado Si No No No

tactas e inmovilizadas en un gel de agarosa
(0.6%) conteniendo 10 mM trehalosa en tam-
pén 5 mM acetato pH 5.6. Tras incubacion a
30°C durante 45 min., para favorecer la accion
enzimaticade latrehalasa, las placas recibieron
los ingredientes de la reaccion acoplada. La so-
lucién se distribuyd uniformemente por la su-
perficie de las placas y éstas se incubaron
adicionalmente durante 6-8 h. a 37°C lavando
finalmente con agua destilada. Otra serie para-
lela de ensayos constaba de placas con los com-
ponentes anteriores, pero donde las ascosporas
incluidas en la agarosa habian sido previamente
calentadas durante 3 min. a 100°C vy, por tanto,
presentaban la trehalasa inactivada. Unatercera
serie fue igual ala primera pero, como control
adicional, las placas carecian de trehalosa que

fue sustituida por manosa. Finalmente se desa-
rroll6 una serie idéntica a la primera en la que
los reactivos de la reaccion acopladano incluian
eugenol. Los resultados observados en las se-
ries de placas pusieron de manifiesto que los
depdsitos de eugenol polimerizado sélo se ob-
servan cuando las placas contienen tanto treha-
losa como ascosporas intactas. Esta evidencia
se manifiesta @ comparar la opacidad blanque-
cina que se desarrollaen las placas control, tras
las reacciones, frenteal aspecto traslGcidoinicial,
gue se mantiene en las placas que carecen de
trehalosa o trehalasa activa (figura 3).

Cuando el método anterior se ensayd sin
agarosa como soporte sélido, es decir, con
ascosporas en suspension, se obtuvo el mismo
tipo de resultados. En este caso se establecieron
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Ficura 3. Deteccion en placa de trehalasa externa de ascosporas mediante la formacion de complejos
insolubles de eugenol en reaccion acoplada (véase texto).

Plate detection of the external trehalase from ascospores by the formation of insoluble eugenol complexes during the coupled reaction {see

text).

igual mente cuatro series de ensayos en tubo. La
primera incorporaba todos |os componentes de
la reaccién enzimética y del sistema acoplado
yaindicados (tabla 2). De modo similar, la se-
gunda serie careciade trehalosa, mientras la ter-
cera presentaba ascosporas inactivadas por calor
y lacuartase desarrol 6 en ausenciade eugenol.
Solamente en €l primer tipo de ensayos se ob-
servé deposito de eugenol polimerizado en el
fondo de los tubos, que fue un efecto claramen-
te diferenciable de la sedimentacién de la sus-
pensién celular en ausencia de agitacién. Estos
resultados indicaron asimismo que la ausencia
de ascosporasintactas, trehalosa o eugenol, como
componentes del ensayo, impide la formacién
del precipitado y sdlo pueden ser interpretados
admitiendo que la hidrdlisis de trehalosa ocurre
externamente. En consecuencia, la generacion
externa de glucosa a partir de trehalosa, que es
el proceso inicial de las reacciones que condu-
cen a dicha polimerizacién, demuestra que la

enzima esta localizada in vivo en la pared celu-
lar. De otro modo, €l eugenol polimerizado no
podria detectarse fuera de las células.

Por otra parte, ladistribucion dela actividad
enzimética de extractos de ascosporas, tras
fraccionamiento por centrifugacién diferencial
a baja velocidad (3.000xg) indicd unalocaliza-
cién mayoritaria (mas del 90%) en la fraccién
particulada del precipitado, lo que confirma que
la trehalasa se encuentra asociada a la pared
celular de las ascosporas como un posible com-
ponente estructural:

Como paso previo a las pruebas de solubi-
lizacion de latrehalasa particulada por laaccién
de novoenzima se comprobd que las prepara
ciones enzimaticas comercial es de este comple-
jo litico carecian de actividad trehalasa que pu-
dierainterferir con lavaloracion de la actividad
propia de las ascosporas.

Las ascosporas aisladas, resuspendidas en
0.1M acetato pH 5.6, se sometieron a rotura
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mecénica con el fin de obtener la fraccion de
paredes celulares y favorecer en lo posible la
degradacién de paredes celulares aisladas, faci-
litando el acceso de novoenzima a sus compo-
nentes estructurales tanto por la cara externa
como interna de estas formaciones.

Lafraccién particulada de las paredes celu-
lares obtenidas por el método de CASSONE et al.
(1979) se lavé exhaustivamente con agua desti-
laday se incub6 a 30° C en presencia y ausen-
cia de novoenzima como se indicaen Materia-
les y Métodos. Las mezclas se mantuvieron en
agitacion y adiversos tiempos se recentrifugaron
alicuotas de muestras tratadas y de muestras
control. El seguimiento de la solubilizacién de
latrehalasa particulada se realizé de modo indi-
recto, analizado el descenso de actividad treha-
lasa en los precipitados resultantes tras el trata-
miento con novoenzima, ya que la elevada
interferencia de laglucosa presente en lafraccion
soluble (procedente de la degradacion de com-
ponentes de pared tales como el glucano es-
tructural) impidio6 la cuantificacion directade la
actividad.

La figura 4 representa una cinética del des-
censo de actividad trehalasa en los precipitados
de las muestras tratadas con novoenzima.
Transcurridas 4 h. de tratamiento a30° C, frente
amuestras control no tratadas, aproximadamen-
te el 44% de la actividad trehalasa permanecia
asociada alafraccion particulada, logrédndosela
liberacion de un 56% de actividad a lafraccion
soluble.

Cuando se sometieron afiltracion molecular
muestras de lafraccion soluble de paredes obte-
nida por pretratamiento con novoenzima se ob-
servé un amplio pico con actividad trehalasa,
apuntando la posibilidad de que la enzima pre-
sentara una naturaleza glicoproteicacon amplia
heterogeneidad en lo que respecta a su fraccion
de carbohidrato. Para analizar esta cuestion, se
estudiaron distintas fracciones (nimeros 20, 25
y 30, figura 5) en cuanto a propiedades enzi-
maticas con objeto de averiguar si la actividad
presente en cada una de ellas correspondia a
una misma trehalasa con peso molecular varia-
ble debido a un diferente contenido en carbo-
hidrato.

Las pruebas de activacion por fosforilacion
realizadas en distintas fracciones con la enzima
parcia mente purificada por filtracién molecular
mostraron en todos |os casos ausencia de dicha
activacion. Por otra parte, el estudio de
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pardmetros tales como Km. y pH 6ptimo mos-
tré valores coincidentes entre si (Km. para
trehalosa= 109 x 10" M y pH 6ptimo =5.5) y
con los anteriormente descritos utilizando sus-
pensiones de células del cultivo (ascosporas)
como preparacion enzimatica en vez de enzima
solubilizado (VICENTE et al., 1985).

Estos resultados, en su conjunto, apoyan la
idea de que la trehalasa est4 ligada a la pared
celular por enlaces de tipo covalente, o bien
retenida por el entramado de los componentes
de la pared. La solubilizacion de éstos en uno u
otro caso, por laaccién del complejo litico utili-
zado, acarrearia la solubilizacion paralela de la
trehalasa, cuya heterogeneidad molecular podria
derivar de cortes diferenciales en su porcién
hidrocarbonadallevados acabo por |as hidrolasas
presentes.
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Ficura 4. Tratamiento con novoenzima de lafrac-
cion particulada de paredes celulares obtenidas de
extractos de ascosporas. Muestras tratadas (M) Yy
control ([7) se incubaron a 30 °C en presencia o
ausencia, respectivamente, de 4 mg de novoenzimay
ImM PMSF. A varios tiempos, se valoro latrehalasa
residual asociadaa paredeslavadastrascentrifugacion.

Treatment with novozym of the cell wall particulate fraction from
ascospores extracts. Treated () and control ([J) samples were
maintained at 30 °C n the presence or ahsence of 4 mg novozym
and ITmM PMSF, respectively. At various intervals, the trehalase
remaining linked to the waahed cell walls was determined.
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FIGURA 5.

Elucion por Sephadex G-200 de latrehalasa solubilizada dela pared celular de ascosporas tras4 h

de tratamiento con novoenzima. Los picos de elucién de proteinas marcadoras de referencia (ferritina, 450 kD;
catalasa, 240 kD; aldolasa, 158 kD) se indican mediante flechas. Se realizaron ensayos control sin sustrato

para cada fraccion eluida.

Elution pattem by Sephadex G200 of the trehalase solubilised from the ascospore cell walls after a4 h treatment with novozym. The elution
of protein markers of known molecular weight are indicated by arrows (ferritin, 450 kD; catalase, 240 kD; aldolase, 158 kD). Blank controls
without substrate were performed in the assays of each recovered fraction.
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