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ACTIVIDAD QUITINOLITICA EN EXTRACTOS LIBRES DE CELULAS MICELIALES
DE Mucor rouxii *

por Alicia Chagolla
Mario Pedraza y
Everardo Lopez Romero**

CHITINOLYTIC ACTIVITY IN CELL-FREE EXTRACTS FROM MY.ZLIAL CELLS OF
Mucor rouxii

SUMMARY

Chitinase activity was demonstrated in the cytosol, a mixed
membrane fraction and in the cell wall fraction from mycelium of M.
rouxii. In all cases, chitinolytic activity was much more effective
against nascent chitin than against preformed chitin. Results
showed that 1loss of chitin biosynthesis upon incubation of a mixed
membrane fraction at A was not due to an increased
depolimerization of the nascent polymer by endogenous chitinases.
Incubation with digitonin extracted chitinase activity from cell
walls but not from the mixed membrane fraction. The physiological
implications of distribution of chitinase in different subcellular
fractions of mycelial cells of M. rouxii remains to be
established.

RESUMEN

Se detectd actividad de quitinasa en el citosol, en una
fraccidn mixta de membranas y en la fraccidn de paredes celulares
del micelio de M. rouxii, En todos los casos, la actividad
quitinolitica fué mucho mds efectiva contra quitina naciente que
contra quitina preformada. Los resultados mostraron que la pérdida
en 1la sfntesis de la quitina cuando una fraccidn mixta de membranas
se incuba a 28° C, no se debe a un aumento en la depolimerizacidn
del polimero naciente por quitinasas endogenas. La incubacidn con
digitonina extrajo actividad de quitinasa de las paredes celulares,
pero no de la fraccidn mixta de membranas. No se conocen alin las implica-
ciones fisiolSgicas de la distribucifn de actividad de quitinasa en las diferentes
fracciones subcelulares del micelio de M. rouxii.
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INTRODUCCION

Comfinmente se acepta que las enzimas 1{ticas juegan un papel
esencial en la elaboracién de 1la pared celular, durante el
crecimiento apical y 1la ramificacién de las hifas de los hongos
(Bartnicki-Garc{a, 1973; Gooday y Trinci, 1980). Esto implica que
debe existir un balance muy delicado entre siatesis y lisis de la
pared celular a fin de mantener un crecimiento ordenado de esta
estructura (Bartnicki-Garcia, 1973). Para mantener este balance,
Bartnicki-Garcfa 'y Lippman 1969) propusieron que el gradiente de
sintesis de pared en el domo apical de la hifa, es acompafiade por
un gradiente paralelo de actividad hidrolitica. Varias evidencias
apoyan estas ideas (Bartnicki-Garcia y Lippman, 1972a, 1972b; Rizvi
y Robertson, 1965). Dado que 1la mayoria de los hongos contienen
quitina como componente estructural mayoritario de 1la pared
celular, la actividad de quitinasa debe jugar un papel
morfogenetico en estos organismos.

Varios informes en la literatura (Cohen, 1974;
Zarahin-Herzberg y Arroyo-Begovich, 1983; Polacheck y Rosenberger,
1978; Elango et 'al., 1982; Humphreys and Gooday, 1984), han
descrito la presencia de actividad quitinolitica en diferentes
fracciones subcelulares de hongos, pero pocos de ellos intentan
explicar el papel de las quitinasas en la regulacién de la
biosfntesis de 1la quitina. La presencia de una substancia que
bloqueaba la sintesis de quitina fué detectada en extractos libres
de células de 1a forma micelial (McMurrough y Bartnicki-Garcia,
1973) y levaduriforme de M. rouxii (Ldpez-Romero et al., 1978).
Estudios posteriores sobre el modo de accidn de la proteina aislada
de la forma de levadura, demostraron gque se trataba de una
quitinasa (Ldpez-Romero et al., 1982). Recientemente hemos
iniciado el estudio de la actividad de quitinasa en el micelio de
M. rouxii con el objeto de entender su papel en el crecimiento de
la pared celular de dste y otros hongos. Los resultados descritos
en este trabajo corresponden’ & los enfoques iniciales de este
problema.

'MATERIALES Y METODOS

Organismo y condiciones de cultivo. La cepa de Mucor

rouxii, IM-80 (ATCC 24905) se mantuvo en medio solido de extracto
de levadura peptona y glucosa (YPG) (Bartnicki-Garcfa y Nickerson,
g923) Las esporas del hongo se cosecharon a partir de cultivos de
- dias, mantenidos en botellas de Roux y se lavaron una vez por
centrifugacidn con agua destilada estdril. Para la propagacidn del
hongo, as esporas se inocularon en medio liquidn de YPG (650 ml)
en_marraces Erlenmeyer de 21, a una densidad celular final de 5_X
10% células/ml. Los matraces se agitaron en un bano de agua a 28°C
durante 12-13 h bajo condiciones aerdbicas para inducir el
desarrollo en forma micelial.
Preparacidn de 1los extractos libres de células. El micelio

de M. Touxil'''ae filtro a traves de papel Whatman No. 1 y se }avd
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con 200-300 ml ‘de regulador de KHp PO4q /NaOH 50 mM, pH 6.5
conteniendo MgClz 10 mM (regulador de fosfato-magnesio o RFM). La
suspensidn celular se mezclo con 15 ml de perlas de vidrio
(0.45-0.50 mm de didmetro) y ‘el micelio se rompid en un
homogenizador celular Braun MSK durante 45 seg.‘ Durante el
rompimiento, la temperatura se mantuvo alrededor de 2°C con una
corriente de C021{quidn. El extracto total se centrifug5 a 3000 x g
(Rav) por 5 min  para remover las paredes celulares. Estas se
conservaron y el sobrenadante 1libre de paredes se cen:rifugé a
68,000 x g (Rav) durante 1 h; el sobrenadante (citosol) se conservo
y el sedimento, wuna fraccidn mixta de membranas (FMM), se
resuspendid en RFM y se mantuvo a 4 C. .

Fraccionamiento del citosol con sulfato de amonio. Se agrego
sulfato de amonio solido al citosol hasta alcanzar aoi de
saturacidn. La muestra se agitd suavemente durante 1 h a 4°C y el
precipitado 'se colectd por centrifugacidn a 3000 x g (Rav) durante
10 min, Este se redisolvid en 6 ml de RFM y se dializd
exhaustivamente contra el mismo regulador. A esta preparacidn se le
designd como fraccidn P-40.

Extraccion de las paredes celulares con digitonina. La
fraccidn de paredes celulares se 1lavd 5-6 veces con RFM por
centrifugacidn a 3000 x g (Ravy) por 5 min y luego se tratd con
digitoniﬁa al 0.5%Z en RFM durante 1 h a 25° C. La mezcla de
incubacidn se centrifugd a 3000 x g (Rav) por 5 min; el sedimento
se descartd y el sobrenadante se centrifugd a 165,000 x g (Rav)
durante 1 h. Se recuperd el sobrenadante y a esta preparacidén se le
designd como extracto de digitonina de la pared celular (EDPC).

Determinaciones enzimaticas. a) Quitina sintetasa. La
actividad de sta enzima se midid por el método de filtracidn
descrito por Ruiz-Herrera y Bartnicki-Garcia (1976) pero a pH 6.5 y
en un volumen final de 100 pl. La quitina sintetasa zinogznica se
activd con renilasa, una proteasa 4cida de Mucor miehei (Novo
enzyme Corporation, Mamaroneck, N.Y.). b) Quitinasa. La actividad
de sta enzima se midid sobre quitina naciente o preformada como ya
se ha descrito (Lopez-Romero ‘et al., 1982). Cuando se midio 1la
actividad quitinol{tica de la FMM y de las paredes celulares sobre
quitina naciente, se wutilizd 1la actividad enddgena de quitina
sintetasa presente en estas preparaciones como fuente de quitina
naciente. Para 1los ensayos con las fracciones P-40 y EDPC se
utilizo wuna fuente ex&geng.de quitina sintetasa, la cual se obtuvo
tratando a la FMM con el detergente no ibnico Brij-36 T-em- las condiciones
descritas previamente (LSpez-Romero et al., 1978). En algunos experimentos se

utilizd 3, 6—din1:rofgnol-tgtrg:?-nc;zglwavn—quitotctrantidn (3, 4-DNP-TNAC)

como sustrato cromogenico para medir actividad de quitinasa, como ha
sido descrito por Humphreys and Gooday (1984), excepto que el
regulador fue RFM.

Cromatografia en papel. Los productos de reaccidn de quitinasa
y quitipna sintetasa se analizaron por cromatografia descendente en
papel wutilizando como solvente una mezcla de alcohol isoamilico:
piridinazagua (1:1:0.8, v/v) como ya se describid (Lépez-Romero et al.,
1982), * -]
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Miscelaneo. El contenide de proteina en 1las diferentes
preparaciones se determingd por el metodo de Lowry, et al., 1951.

RESULTADOS

Actividad guitinolitica del citosol
Cuando se agregaron cantidades variables de la fraccidn P-40 del
citosol a 1los ensayos de quitina sintetasa, se observd la hidrdlisis
del polimero naciente como un funcion de la concentracidn de P-40
(Fig. 1lA). La misma pneparaci&n de quitinasa tambien degradé al ®
sustrato cromogén%co 3,4-DNF-TNAC; 1la libgracién de 3,4-dinitrofenol
aumento en funcion del tiempo de incubacion durante las primeras dos
horas y luego permanecid constante (Fig. 1B). Como ya se habia
observado para las células levaduriformes de M. rouxii (LJpez-Romero
al., 1982), la quitinasa del citosol de la forma micelial fué mucho
mds efectiva contra quitina naciente que contra quitina preformada.
Con el proszito de optimizar las condiciones de ensayo sobre quitina
preformada, se probo rel efecto de la temperatura y del pH sobre la
actividad de quitinasa de 1la fraccidn P-40, utilizando los ensayos (]
radiactivo y cromogénico, respectivamente. La maxima degradacidn de la
quitina preformada (5.6% después de 2.5 h) se _obtuvo a 28% C; Lo
hidrolisis de 3.6Z y 1.4 se observaron a BT TV b o
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fraccidn P-40 nunca  excedi el 5-6% de un total de aproximadamente
8600 dpm del sustrato radiactivo.
Actividad guitinolftica de la FMM

E1 andlisis por cromatografia en papel de los productos formados L]
cuando la FMM se incubd con el sustrato y los activadores de la
quitina sintetasa, reveld la presencia de cantidades substanciales de
diacetilquitobiosa .(DAQ) ¥y N-acetilglucosamina (N-AcGlcN). Como se
muestra en a Tabla 1, la suma de ambos productos representd el 34.5%
de la quitina sintetizada por 1la FMM., En 1la misma Tabla puede
observarse la pobre actividad quitinolftica de la misma fraccidn

membranal sobre el polisacdrido pre-sintetizado (sélamenta el 0.6% de
hidrdlisis después de 8 h de incubacidn).

La inestabilidad de la guitina sintetasa en extractos crudos P
no se debe a la destruccidn de% polimero naciente por guitinasas
enddgenas :

na diferencia muy marcada entre la quitina sintetasa cruda de
las formas de levadura y micelio de M. rouxii es la
extraordinaria inestabilidad de ésta dltima (Rufz-Herrera y
Bartnicki-Garci{a, 1976). La pérdida del 80-90% de la actividad de
la enzima micelial despuds de 30-60 min a 28°C ha sido atribuida
por estos autores a la presencia de proteasas endogenas. Sin
embargo, nosotros consideramos 1la posibilidad de que este
comportamiento no fuese debido a 1la preteolisis de la sintetasa en
s?. sino a un aumento de la depolimerizacién in situ de 1la

bles de la fraccion
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si el decremento de la biosintesis de la quitina por la FMM ocurria
paralelamente con wun incremento concomitante en la acumulacion de
DAQ. Los resultados de la Fig. 2 muestran que este no fué el caso.
Por el contrario, ‘el perfil de sintesis de la quitina fue una
imagen en el espejo de la acumulacidn de UDP-N-acetilglucosamina
(UDP-N-AcGleN). Solo se detectaron cantidades significativas de DAQ
cuando la quitina estaba presente.

Actividad guitinolitica de las paredes celulares

La fraccidn de paredes celulares mostro niveles muy bajos de
actividad quitinolitica, La hidrdlisis de la quitina naciente y
preformada fud del 5.5% ydel 0.6%, respectivamente (Tabla 2). EL
tratamiento de las paredes celulares con  digitonina libero
actividad quitinolitica, la cual fud tambidn mucho mds activa sobre
quitina naciente que sobre quitina pﬁeformada. La enzima extraida
con digitonina mostrd una degradacion de la quitina naciente 10
veces mas alta que 1la quitinasa unida a la pared (resultados no
mostrados). La incubacidn de la FMM con digitonina bajo las mismas
condiciones empleadas para las paredes celulares, no extrajo

actividad de quitinasa.

DISCUSION

Los resultados que se describen en dste trabajo indican que la
actividad de quitinasa se encuentra asociada con diferentes
fracciones subcelulares en la forma micelial de M. rouxii. Se
demostro actividad quitinolftica en el citosol, una fraccidn mixta
de membranas y en las paredes celulares. En todos los casos, la
actividad quitinolf{tica se expresd mucho mas eficientemente sobre
quitina naciente que sobre quitina preformada. Observaciones
similares han sido descritas para la quitinasa de germen de tripo
(Molano et al., 1979) y en Neurospora crassa (Zarahin-Herzberg
y Arroyo-Begovich, 1983), las cuales fueron 2 y & veces,
respectivamente, mds activas sobre quitina naciente que sobre

uitina preformada. Asimismo, la quitinasa de Serratia marcescens
ud altamente activa contra quitina naciente sintetizada por una
preparacidn membranal de Schizophyllum commune (Vermeulen y Wessels,1986).

El andlisis de los. productos 1liberados a partir de quitina
naciente por la quitina asociada a la FMM, reveld la presencia de
DAQ y N-AcGleN, las cuales representaron 272 % ¥ 27i13%,
respectivamente, de los productos de degradacidn. La deteccidn del
dimero ¥ del mondmero en el hidrolizado indican claramente la
operacion secuencial en las membranas de actividades de quitinasa y
quitobiasa. En el citosol y en preparaciones mds puras de quitinasa
de levaduras de M. rouxii solo se ha detectado DAQ como producto
de degradaci&n (Lopez-Romero etasals, 1982). De acuerdo con
nuestros resultados, Humphreys y Gooday (1984) detectaron actividad
de quitinasa en un sobrenadante de 100,000 x g (Rav) y en una
fraccion microsomal de Mucor mucedo; dsta dltima, pero no la del
sobrenadante pudo ser activada por proteolisis y requirid de
fusfulfpidus para su actividad. Habiendo observado la considerable
actividad quitinolftica de 1la FMM, era de interds determinar si la
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bien conocida inestabilidad de 1la

n quitina sintetasa cruda d .
ieuxii era debida a la inactivacidn de la enzima o a un :u;en:o %b
A :strucct n in situ del polimero naciente por qﬁltinqans
e qu::inas:i res:%badoa o:tenidon apoyaron la primera idea, aunque

endogenas nterfieren en los ensayos de quiti
sintetasa. el decremento en la quitina bionintafizadz por laqPHH ii
ebe tndudahleneute a inactivacidn de la sintetasa.

i a actividad hiﬁyolitica de las paredes celulares nativas sobre
%ra : naciente fue muy pobre comparada con la que mostrd la
-inizti:a :xt::id;r coq_idigitonina. Se ha demostrado que la quitina

esencia e a saponina es muy susceptibl
:egra:aci n  por quitinasa (L{pez-Romero et al., 1982; serne:I:nlz
d::::t:;roalggsg. 3 A d:a;e respecto, Vermeulen y Wessels (1986)
a tonina y el abrillantador Calcofluor B
::hiz::'ti;i:::st§lizaci n de la quitina, produciendo caden:s 11%:::?
quitit:lisiu. » las cuales son extraordinariamente susceptibles a la
8 implicaciones fisiongicaa de la mul f
tiple distrib
i:rrzgtividad de quitinasa en, el micelio de ¥ M. io:x1:Ci°; ::
> qu;:in:’afun;ional q:edan gor establecerse. La observacidn de que
microsoma y a quitina sintetasa de M. m d
;a-gaiie:d dos propiedades: zimogenicidad y requeriaI;nt:Cngr
osfolipidos, condujo a Humphreys y Gooday (1984) a proponer que

Tabla 1. Actividad quitinolftica de la FMM sobre quitina naciente
ime
quitina preformada (Experimento B) (EE A

cxperimento Productos recuperados (cpm) Hidrdlisis (%)
A Quitina  UDP-N-AcGlcN DAQ N-AcGleN
2187 636 908 244 la.s
B Radiactividad solubilizada (cpm)  Hidrslisis (%)
e i " (después de Bh)
RFM 93 93 2L
Zquitinasa de
Streptomyces 625 1578 18.3
PO 110 146 3.6

A. La FMM se adicionf a mezclas de quitina sintetasa. Despufs de 2 h
- a temperatura
;:::;nti. los productos formados se analizaron por cromatografia descen:entc en
B. Una alfcuota (8600 cpm) de quitina radiactiva (marcada con *C)
16 con
RFM, una quitinasa comercial o FMM y la hidrSlisis de la ui.l:m“ rok
reformada
midiS después de 3 y 8 h de incubacién. ? Soka |

1
Calculado con la formula: 908 + 244 X 100
2187 + 908 + 244

2

Obtenida de Calbiochem; 50 ug/ensayo.

3

Valor corregido para la radiactividad liberada por el control (93 cpm)
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durante la extensidn

estas enzimas podrian estar co-reguladas 3
apical, por un mecanismo aun no aclarado. En N. crassa,
Zarahin-Herzberg y Arroyo-Begovich (1983) observaron que la

localizaba principalmente en el citosol
(30%Z) con poca actividad en la
fraccidn membranl. Polacheck y Rosenberger (1978) detectaron
actividad de quitinasa en par%des celulares de Aspergillus ggdu;ﬂns
y propusieron que esta podria proven15 de vesiculas citopldsmicas
conteniendo quitinasa las cuales podrian quedar atrapadas eq_la
pared recientemente formada de la hifa en crecimiento. Se requerlﬁ?

de mds estudios para asignar una funcidén particular a las quitinasas de M. rouxii y

otros hongos.

actividad de quitinasa se
(55Z) y en las paredes celulares

Tabla 2. Actividad quitinolitica de la fraccién de paredes celulares sobre quitina
naciente (Experimento A) y quitina preformada (Experimento B)

Productos recuperados (cpm) Hidrdlisis (%)
Experimento Quitina UDP-N=AcGlcN DAQ 1
A 2085 1838 123 5.5
padiactividad solubilizada (cpm) Hidrélisis (%)
(después de Bh
3ih 8 h
B Adicién
RFM 93 93 ———
Quitinasa de
Streptomyces 625 1578 18.3
paredes celulares 129 150 0.6

Misma leyenda que en la Tabla | excepto que se usé la fraccidn de paredes celula-

res en lugar de la FMM.

1 123 2" fia

Calculado con la formula:
2035 + 123
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