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FOTOACTIVACION IN VITRO DE LA QUITINA SINTETASA DE LOS
ESPORANGIOFOROS DE Phycomyces blakesleeanus#*

por Georgina Reyna
y Jose Ruiz Herrera**

IN VITRO PHOTOACTIVATION OF CHITIN SYNTHETASE FROM Phycomyces
blakesleeanus SPORANGIOPHORES

SUMMARY

We analyzed the mechanism of photoactivation of chitin
synthetase present in the Phycomyces sporangiophores in stage
IV. The enzyme was partially 'stabilized by addition of sucrose
to the homogenization media, its activity was optimal at pH 7.8,
and it was stimulated by addition of exogenous proteases.
Illumination of <cell-free extracts during the chitin synthetase
assays stimulated significantly enzymatic-activity: an average
of 752 and 21Z in the absence or in the presence of trypsin,
respectively. In darkness, 1low concentrations of Ca+2 brought
about a s8light activation, but higher concentrations were
inhibitory. Nevertheless, its addition gave rise to high levels
of stimulation by light. Iodo-acetamide inhibited chitin
synthetase activation by both, 1light or trypsin. We propose a
working model for the photoactivation of chitin synthetase to
account for these observations.

RESUMEN

Se estudid el mecanismo de la foto-activacion de la quitina
sintetasa presente en los esporangidforos de Phycomyces en-
estado IV. La enzima se estabilizd pardialmente cuando los
extractos se obtuvieron en presencia de sacarosa; se obtuvo la
maxima actividad a pH 7.8 y se estimulo por la adicion de
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proteasas exdgenas. La iluminacidn de los extractos con luz blanca produjo una
La iluminacidn de 1los extractos con 1luz blanca produjo una
estimulacidn promedio en 1la actividad del 75% en ausencia de
tripsina y del 21%Z en presencia de la roteasa. En a
obscuridad, 1la adicion de Ca 2+ produjo una debil estimulacion
a bajas concentraciones “na inhibicion a concentraciones mas
altas; su adicion dio lugar 2 una alta activacidn por la luz.
La iodo-acetamida inhibio la activacidn de la quitina sintetasa
por la luz y por la tripsina. Con estos resultados se propone un
modelo para explicar el mecanismo de activacion de la quitina
sintetasa por la luz.

INTRODUCCION
Los esporangicforos de Phycomyces blakesleeanus Burg. se
desarrollan en 4 estados sucesivos (Castle, 1942): I, en el
que el esporangidforo crece como un cilindro; II, en el cual se

detiene el alargamiento, pero su extremo distal se hincha para
producir el esporangio, que adquiere una forma esférica; III,
durante el cual cesa el crecimiento de ambas estructuras y IV,
durante el cual se reanuda el crecimiento del esporangioforo.
Este dltimo estado se ha subdividido en IVa y IVb, dependiendo
del sentido del giro del esporangio.

El esporangidforo es capaz de responder a una serie de
estimulos entre los que se incluyen 1la luz, la gravedad, el
viento, diversos productos volatiles, la presidn y la presencia
de objetos cercanos (Bergman et al., 1969). La zona de
sensibilidad del esporangidforo coincide con la zona de
crecimiento que es la apical en estado I, y que ocupa
unos 3 mm por debajo del esporangio en el estado IV. Cuando los

estimulos se distribuyen simétricamente alrededor del
esporangicforo, las respuestas se traducen en cambios
transitorios en la velocidad de crecimiento del mismo (mecismos)
Cuanda los estimulos se distribuyen asimetricamente, las

respuestas se traducen en cambios en la direcqidh del
crecimiento (tropismos) (Bergman et al., 1969; Cerda-Olmedo,
1977).

La respuesta inicialmente analizada en Phycomyces fue
el incremento en la velocidad de crecimiento por la luz laauw,
1909). Esta respuesta que consiste en un aumento transitorio en
la velocidad de crecimiento seguido de una adaptacion
posterior, ocurre en una gama sumamente grande de intensidades
luminosas. Su cinética ha sido extensamente estudiada (Bergman
ot 'al., 1969).

on el objeto de desentranar la compleja red de 1las
diferentes reacciones sensoriales que muestra el esporangioforo

de  Phycomyces, se ha aplicado el andlisis genético habié&dose
obtenido asi mutantes con el fototropismo alterado. Los analisis
por complementacidn y recombinacidn permiten asignar estas
mutantes a 7 genes diferentes denominados de madA a madG,
(Ootaki £ wales 1974; Eslava et al ., 1976). Las mutantes
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madA a mad C ("ciegas"), muestran respuestas normales a la
gravedad y a los obstaculos, pero son defectuosas en todas las
respuestas a la 1luz, que incluyen ademds del fotomecismo y el
fototropismo, 1la carotenogenesis y la diferenciacidn. Por ello
se piensa que 1los genes correspondientes participan en las
etapas iniciales de 1la transduccion sensorial. Por otro lado,
las mutantes madD a madG ("paralfticas") muestran
alteraciones en la respuesta a todos los estimulos sugiriendo

que dichos genes determinan los mecanismos de respuesta.

Dado que la velocidad y direccionalidad del crecimiento del
esporangidéforo dependen de 1la sintesis de 1la pared celular,
no es de sorprender que la relacidn entre esta estructura
celular y las respuestas sensoriales del hongo hayan recibido
gran atencidn. Ortega et al., (1975) demostraron que las
propiedades mecdnicas de 1la pared ‘celular en 1la zona de
crecimiento de 1los esporangidforos variaban notablemente al ser
iluminada, pasando de ‘ser netamente elastica a un estado con
cierto grado de plasticidad, 1lo que le permite sufrir una
deformacidn producida por la presidn de turgor. Ello darf{a como
resultado un alargamiento del esporangidforo.

Tomando en cuenta que la rigidez de la pared celular de los
esporangioforos de Phycomyces es debida a la presencia de
microfibrillas de quitina Eﬂundo Cansino y Ruiz-Herrera, 1979),
los conceptos de Ortega et al . (1975), fueron ampliados por
estudios de Herrera-Estrella y Ruiz-Herrera (1983), quienes
demostraron que la luz estimulaba in vivo el rompimiento de
las moléculas de quitina y la sintesis y deposicidn de quitina
en la pared. Estos resultados sugieren que en la respuesta del
hongo a 1la 1luz, el incremento transitorio en la velocidad de
alargamiento del esporangidforo es debida a la presion de turgor
sobre la pared celular plastificada, la cual seria
posteriormente reforzada por la sintesis acelerada de quitina
(Herrera-Estrella y Ruiz-Herrera, 1983).

Con el objeto de estudiar con' detalle el mecanismo de
activacion de la quitina sintetasa por la luz, se procedid a
determinar si este proceso podrfa llevarse a cabo en un sistema
libre de celulas. Los resultados obtenidos .se describen en el
presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

condic d cultivo . Se empleo la cepa silvestre

Cepas vy condiciones de cultivo
NRRL1555 (-) de Phycomyces !l!llﬁlsllﬂﬂl Burgeff, la cual fue
donada por el Dr. nrique erda-Olmedo de la Universidad de

Sevilla, Espafia. Las esporas del hongo se mantuvieron
deshidratadas sobre gel de sflice. Cristales de este se
colocaron sobre medio PDA (Difco) contenido en botellas de Roux
y se incubaron por 6 dfas a 24°C bajo luz blanca difusa. Las
esporas se cosecharon con agua destilada esteril por
centrifugacién, se resuspendieron en agua destilada esteéril y se
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contaron con un hemocitometro, Se activaron a 48°C por 10 min,
se inocularon de 100 a 500 en placas de medio PDA y se
incubaron a 24°C por 4 dias bajo luz blanca difusa hasta obtener
esporangicforos en estado IVb.

Obtencion de extractos libres de células . Los esporangicforos
se desprendieron por medio de pinzas de  .diseccion y se
resuspendieron en el regulador correspondiente, pgeneralmente
fosfatos 50 mM de pH 6.5, conteniendo MgCly; 10 mM, o TRIS- HCl
50 mM de pH 7.8 conteniendo EGTA 1 mM y sacarosa al 20%, a 4°C. Se
cortaron en. . fragmentos pequefios, se colocaron en botellas de
Duran con 20 ml de perlas de vidrio y se rompieron en un
homogenizador Braun por 1 min, enfriando con una corriente de
CO; 1fquido. El extracto se centrifugd a 500 g para eliminar las
paredes celulares y el sobrenadante se centrifugd a 150,000/g
(Rav) por 1 h. El sedimento (fraccidn mixta de membranas, FMM),
se resuspendic en el regulador correspondiente y se homogenizé
con un homogenizador de tejidos.

Determinacion de actividad de guitina sintetasa . Las muestras
dispuestas en tubos de ensayo contenian en un volumen total de
0 ul, cantidades variables del extracto enzimdtico; 5 ul de
tripsina (100 wug/ml); 10 ul de una mezcla de reaccion que
contenia UDP- 4C_GlcNAc 0.5 mM (0.163 Ci/mol), adenosin
trifosfato (ATP) 0.2 mM y GlcNAc 20 mM; 5 ul de MgCl, 200 mM y
regulador de TRIS.HC1 50 mM de pH 7.8 conteniendo EGTA 1 mM para
completar el volumen total. Los tubos se agitaron en un baifio de
agua a 24° C; los testigos obscuros se cubrieron con hojas de
aluminio 'y se encendieron 2 ldmparas de luz blanca difusa de 20
W cada una, dispuestas a 27 cm sobre los tubos. La reaccidn se
detuvo después de 10 a 30 min por adicion de unas gotas de dcido
acé€tico glacial 1y la quitina sintetizada se midicd por el método
de filtracicn descrito por Ruiz-Herrera y Bartnicki-Garcia
(1976). Para ello 1las muestras se filtraron a través de discos
de fibra de vidrio de 27 mm de didmetro (Schleicher and Schull)
que se lavaron con una mezcla de acidp acético 1N-etanol al 95%
(7:3 v/v). Los filtros se secaron a 80 C por un minimo de 10 min
y se mnidid 1la radiactividad con un espectrometro de centelleo
1iquido, La actividad se expresé como nanomoles de GlcNAc
incorporados en quitina (material insoluble retenido por los
filtros) por mg de proteina en 30 minutos.
Otros métodos. Actividad proteolitica . Se uso el metodo
descrito por Schwencke (1981), usando Azocoll como substrato.
Determinacidn de proteinas . Se uso el metodo de Lowry et al .
(1951) para proteinas insolubles.
Liquido de centelleo . Para medir la radiactividad se preparc el
1iquido disolviendo 2 g de DPO y 0.1 g de dimetil POPOP en 1 1
de tqlueno (McMurrough y Bartnicki-Garcfa, 1971).

ABREVIATURAS USADAS
GLNAC: N-acetil glucosamina; UDP-GlcNAc:
Uridin-difosfato-N-acetil glucosamina; ATP: adenosin-trifosfato;
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EGTA:Etilen-glicol-bis (B-aminoetileter)
N,N,N'-acidotetracetico; DP0:2,5-difenil-oxazol;Dimetil POPOP,
1,4-bis (2-(4-metil-5-fenil-oxazolil) benceno; FMM:Fraccion
mixta de membranas; FMSF: Fenil-metil-sulfonil-fluoruro; TAA:
Iodo-acetamida.

RESULTADOS

Caracteristicas generales de la gquitina sintetasa de los
esporangicdforos de Phycomyces en estado IV . La quitina
sintetasa recuperada en el sedimento de 150,000/ g (Rav) mostrd
una mayor actividad a 29° C y a un pH de 7.8. Como se ha descrito
para otros hongos ( Ruiz-Herrera, 1982) y para los
esporangioforos en estado I (Herrera-Estrella y Ruiz-Herrera,
1983), 1la quitina sintetasa presente en los esporangicforos en
estado Iv se halla mayoritariamente inactiva y requiere
activacion por proteasas (Tabla 1), siendo la tripsina la mas
eficiente. La actividad de quitina sintetasa fue directamente
dependiente de 1la concentracicon de proteina (Fig. 1) hasta 100
ug de proteina (la mas alta ensayada) y del tiempo de incubacidn
hasta 30 min. La enzima fue mas estable al afiadir sacarosa al
202 y EGTA 1 mM al medio de rompimiento. Estas substancias
estabilizan los quitosomas de 1la forma micelial de varios
Mucorales (Martinez-Cadena ool ~ 1987 )

Activacion de 1la guitina sintetasa por la luz . La iluminacicn
de 1la FMM de los esporangicoforos en estado IV estimule a la
quitina sintetasa. En 1los datos mostrados en la Fig. 2 se
observa una estimulacicn, despues de 30 min de incubacion del
647 de 1la enzima pre-activa (medida rin proteasas exogenas) y
del 83% de la enzima inactiva (medida en presencia de tripsina).
Un estudio estadistico realizado con diferentes extractos mostrd
que pese a que los valores de activacidén eran sumamente
variables de experimento a experimento, fueron altamente
reproducibles para el mismo extracto (Tabla 2). Es importante
sefialar, que en todos 1los experimentos se observé un efecto
positivo por 1la iluminacidn y que este fue siempre mayor en
ausencia de tripsina.

Efecto del calcio sobre la activacicon de la guitina sintetasa
por 1la luz . Recientemente se ha demostrado que el calcio activa
a la quitina sintetasa del micelio de Phycomyces
(Martinez-Cadena y Ruiz-Herrera, 1987). Por ello se probd el
efecto de 1la adicion de <calcio sobre la quitina sintetasa de
esporangidforos en estado IV, empleando extractos obtenidos en
presencia de EGTA 1 mM. Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 3. En ausencia de luz, la adicidn de Ca+2 mM causd una
ligera estimulacion de 1la quitina sintetasa. A concentraciones
mayores, el Ca+2 mostrd un efecto inhibitorio. En presencia de
luz, la mayor actividad se obtuvo al emplear Ca+2 5 mM.
Comparando 7los valores obtenidos en presencia de 1luz y los
obtenidos en la obscuridad, se observa que al incrementar la
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Tabla 1. Efecto de ld tripsina sobre la quitina sintetasa a dos temperaturas

Rev. Mex. Mic. 3,1987. 255

Tabla 4. Efecto de inlilbidores de proteasas

sobre la foto~estimulacifn de la quitina

sintetasa
TRIPSINA ACTIVIDAD ESPECIFI
e ‘-:A ADICION CONCENTRACION ACTIVIDAD ESPECIFICA
(ug/ml) 28°C 22°C
OBSCURIDAD ILUMINADO
0 8.24 4.57 b1 9.64 12.70
i e vy tt:smm. 10 _I;l f.s.so 5s.on
10 25.87 15.77 P ” 4 .
Metanol 5% 12.94 17.04
» il Tare FMSF 0.1 mM 9.91 10.71
40 26.39 14.81 p i i
Leupeptina 5 ug/ml 12.44 14.34
Pepstatina 5 ug/ml 13.73 14.34
Antipaina 5 ug/ml 12.27 14.64
Iodoacetamida 5 mM 7.47 6.91
Tabla 2. Activacién de la quitina sintetasa de Phycomyces blakesleeanus por la luz
No. DE EXPERIMENTOS TRIPSINA ESTIMULACION DESVIACION
PROMEDIO POR ESTANDARD
LA LUZ (%) , Tabla 5. Efecto de la iodo-acetamida sobre la actividad y la activacién proteolftica
de la quitina sintetasa
13 no 75 67
10DO-ACETAMIDA ACTIVIDAD ESPECIFICA INHIBICION (ZX)
9 si (10 ug/ml) 21 20 (mM) SIN TRIPSINA CON TRIPSINA SIN TRIPSINA CON TRIPSINA
2.91 24.26 — —
3.14 19.56 —— 20
2, 20.76 8 15
Tabla 3. Efecto del calcio sobre la foto-estimulacidn de la quitina sintetasa o
10 2.07 11.95 29 51
CaCl ACTIVIDAD ESPECIFICA ESTIMULACION 20 2.37 5.60 19 77
(mM) OBSCURIDAD ILUMINADO POR LA LUZ
. (VECES)
0 5.62 7.56 1.35
2 7.30 8.36 1.14
5 4.50 9.06 2.01

10 2.52 8.82 3.51
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concentracion de Ca+2 hasta 10 mM, aumenta la activacidn de la
quitina sintetasa hasta 3.5 veces en relacidn con la obtenida en
la obscuridad.

Efecto de inhibidores de proteasas sobre la estimulacidn de la

Fig. 1 Efecto de 1la ¢

. oncentracid
sobre la actividad de 1la quitina ainte:a::.
®, con 10 ug/ml de tripsina.

proteina y la tripsina

quitina sintetasa por 1la luz . Con el objeto de determinar si
una proteasa estaba involucrada en la activacidn de la quitina
sintetasa por la luz, se probd el efecto de diversos inhibidores
de proteasas sobre la fotoestimulacidn. Los resultados (Tabla 4)
mostraron ue aunque ciertos inhibidores afectaron la
fotoactivaci&n de _ Aa quitina sintetasa, solamente la
iodo-acetamida la bloqueo completamente.

En un experimento posterior se midid el efecto de

concentraciones variables de iodo-acetamida sobre la actividad
de 1la quitina sintetasa, medida en ausencia o en presencia de
tripsina. Se observd (Tabla 5) que la iodo-acetamida inhibid
tanto la actividad basal como la actividad medida en presencia
de tripsina, aunque esta fue notablemente mas sensible a la
presencia del inhibidor. Cabe hacer notar que la tripsina no es
sensible a la iodo-acetamida, y que concentraciones del
inhibidor hasta de 50 mM no afectaron la actividad proteolitica
de la tripsina medida com Azocoll (Tabla 6).
Para saber si el paso inhibido por la iodo-acetamida era la
actividad catalitica per se o la activacidn de la quitina
sintetasa, se procediéd a separar ambos procesos .de acuerdo con
el siguiente protocolo: se preincubo FMM con tripsina en
presencia o ausencia de iodo-acetamida (activacidn). Se detuvo
la actividad proteolitica por adicidn del inhibidor de tripsina
obtenido de frijol de soya, se aftadio posteriormente el
substrato de 1la quitina sintetasa, y la iodoacetamida solo a a
aquellas muestras que se habfan incubado en ausencia del
inhibidor. A los controles correspondientes, no se anadio
iodo-acetamida. Después de incubar, con el substrato
(actividad), se detuvo la reaccidn, y se midid 1la quitina
sintetizada. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
7. Se observa que la iodo-acetamida inhibid 1la activacidn
proteolftica en un 85%; en tanto que la actividad fue inhibida
en un 20% solamente. Estos resultados sugieren que la tripsina
probablemente no actua directamente sobre la quitina sintetasa,
sino sobre un activador enddfgeno que debe poseer uno o mas
grupos -SH en el sitio activo, mismos que son alkilados por la
iodo-acetamida, proceso que lo inactiva. '

DISCUSION

Los resultados obtenidos mostraron que la cinética de
sfntesis de quitina es directamente proporcional a la
concentracion de enzima empleada, por un periodo de cerca de 30
min. Las razones de la detencidn de la actividad catalftica, a
pesar de la existencia de substrato residual pueden ser la
inestabilidad de la enzima, o la necesidad de un aceptor para la
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Fig. 2. Efecto de la luz y la tripsina sobre la actividad de la
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sintesis de las cadenas de GlcNAc segin lo han descrito Mills y
Cantino (1978), cuya concentracidon sea limitante. De los
reguladores probados, el TRIS-HCl1 de pH 7.8 fue el que dic el
mejor resultado. La estabilidad de la enzima se incremento por
adicién de sacarosa, la cual posiblemente protege osmoticamente

a la enzima y previene 1la liheracidén de enzimas destructivas
presentes en estructuras subcelulares osmoticamente sensibles,
de acuerdo con los resultados descritos por Larriba et al. (1981).

En la mayoria de los sistemas en los que se ha estudiado la
quitina sintetasa, se ha sefialado que la enzima es activada por
proteasas exdgenas (Ruiz-Herrera, 1982). En forma similar se ha
senalado por Van Laere y Carlier, (1974) y Herrera-Estrella y
Ruiz-Herrera (1983) que la quitina sintetasa presente en el
micelio vegetativo y en 1los esporangidforos en estado I de
Phycomyces es activada por tripsina. Asimismo se ha descrito
por Fischer y Thomson (1979) que el hongo. posee un sistema de
proteasas neutras, una de las cuales es capaz de activar y
destruir a la quitina sintetasa. Nosotros encontramos que la
quitina sintetasa presente en los esporangidforos en estado IV
de Phycomyces es activada por proteasas exdgenas.

Mas importante fue 1la demostracidn de que la quitina
sintetasa presente en extractos libres de células.es activada
por la luz. En un estudio estadistico realizado con un alto
nimero de extractos celulares obtenidos separadamente,
encontramos que la fotoestimulacidn era significativamente mas
alta en ausencia de proteasas exdgenas. Ello significa que
posiblemente 1la 1luz actue sobre la quitina sintetasa como un
activador, mas que como un estimulante. Es decir, la 1luz
posiblemente active el "zimdgeno" de 1la quitina sintetasa
(aunque con mucho menor eficiencia que las proteasas exdgenas).

La adicidén de concentraciones crecientes de calcio a los
extractos celulares mantenidos en 1la obscuridad, causo cierta
inhibicidn, posiblemente porque actua como un antagonista del
magnesio, el cual se requiere para la actividad de la enzima
(Ruiz-Herrera et al ., 1977). Sin embargo, en presencia de luz
la enzima se estimula por el calcio a niveles comparables a los
que se logran por adicidén de tripsina (3 a &4 veces) que
enmascaran la inhibicidn de la enzima per se . Ello sugiere que
el calcio puede estar involucrado en el mecanismo natural de
activacion por la luz.

De los inhibidores de proteasas probados, solo la
iodo-acetamida bloqueo totalmente la activacidn por la luz. Este
inhibidor tambien afecto 1la activacidn por la tripsina, pese a
que no tiene efecto sobre la actividad proteolitica en si, y
solo . afecta débilmente 1la accidn catalitica de 1la quitina
sintetasa. Estos resultados sugieren que el efecto de la
tripsina como activador no sea sobre 1la quitina sintetasa
directamente, sino que posiblemente 1inicie un proceso en
cascada, actuando sobre el activador fisioldgico endogeno de la
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Tabla 6. Efecto de la iodo-acetamida sobre la actividad proteolftica de la tripsina
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10DO-ACETAMIDA ACTIVIDAD PROTEOLITICA
(mM)
0 0.950
5 0.945
10 0.948
20 0.970
50 0.930

Tabla 7. Efecto de la iodo-acetamida sobre la activacién y la actividad de quitina

sintetasa
CONCENTRACION IAA EN LA ACTIVACION IAA EN LA ACTIVIDAD
DE IAA ACT. ESPECIFIfA INHIBICION ACT. ESPECIFICA INHIBICION
(%)
0 19.72 -— 19.72 ——
20 2,96 85 15.64 20
quitina sintetasa el cual debe poseer grupo(s)-SH

indispensables para su actividad. Este activador seria el blanco
de la inhibicidén causada por la iodo-acetamida. Ello nos lleva a

oponer el mecanismo de activacidn que se huestra en la Fig. 3.

eglin este modelo 1la quitina sintetasa es activada por un
componente enddgeno del sistema que a su vez seria activable
indirectamente por 1la luz mediante la excitacion del complejo
fotorreceptor descrito en Phycomyces (Galland y Lipson, 198&;,
con la posible participacién del <calcio., Dicho componente
enddgeno tambien seria activable por proteolisis.

TRIPSINA

—8H
—_— O—- SH +"Zimogeno" ————p Quitina
sintetasa
T activa

IAA— s

1

Ca

T

S-MK—/\L\_
!

Luz
O-» PRECURSOR DEL ACTIVADOR

O--ak  acTivacor macTivo
O-m ACTIVADOR ACTIVO
=== usTeMa POTORRECEPTOR
7 PASO DESCONOCIDO

Fig. 3. Mecanismo hipotédtico para explicar la activacidn de la
quitina sintetasa por la luz y las proteasas exdgenas.
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