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ACTIVIDAD QUITINOLITICA EN EXTRACTOS LIBRES DE CELULAS HICELIALES 
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CHITINOLYTIC ACTIVITY IN CELL-FREE EXTRACTS FROM HY~lLIAL CELLS OF 
Mucor rouxii 

SUMMARY 

Chit inase activity was demonstrated in the cytosol , a mixed 
mem brane fraction and in the cell wall fraction from mycelium of !L 
~· In all cases , chitinolytic activity was much more effecti ve 
against nascent chitin than against preformed chitin. Results 
showed that loss of chitin biosynthesis upon incubation of a mixed 
membrane fraction at 28" C was not due to ai increased 
depolimerization of the nascent polymer by endogenous chitinases. 
Incubation with digitonin extracted chitinase activity from cell 
wall s but not from the mixed membrane fraction. The physiological 
implications of distribution of chitinase in different subcellular 
fractions of mycelial cells of ~ ~ remains to be 
established. 

RESUMEN 

Se detecto actividad de quitinasa en el citosol, en una 
fraccion aixta de membrana& y en la fracci&n de paredes celulares 
del micelio de H. rouxii. En todos los casos, ls actividad 
quitinol!tica fu~ -;ucho •'a efectiva contra quitina naciente que 
contra quitina preforaada. Los resultados moatraron que la p4rdida 
en la s{ntesis d: la quitina cuando una fraccidn mixta de membran~s 
se i ncuba a ~8 C, no se debe a un aumento en la d~polimerizacion 
del pol!mero naciente por quitinasas endogenas. La incubaci&n con 
digitonina extrajo actividad de quitinasa de las paredes celulares, 
pero no de la fraccidn aixta de membranes . No aa conocan aGn laa boplica
cionaa fiaiol6&icaa de la diatribuci~n de actividad de quitinaa~ an las difarantaa 
fraccionaa aubcalularaa del aicalio de ~· rouxii. 
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Guanajuato, Gto., 36000 y Departamento de Genthica y Biolog{a 
Molecular, Centro de "Investigaci&n y de Estudios Avanzados del 
lnst ituto Politecnico Nacional, H~xico,. D. P. 
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INTRODUCCION 

Com&nmente se acepta que las enzimas l{ticas juegan un papel 
esencial en la elaboraci&n de la pared celular, durante el 
crecimiento apical y la ramificaci&n de las hifas de los hongos 
(Bartnicki-Gareis, 1973; Gooday y Trinci, 1980). £sto implies que 
debe existir un balance muy delicado entre sl~tesis y lisis de 1e 
pared celular a fin de mantener un crecimiento ordenado de este 
estructura (Bertnicki-Gercie, 1973). Pare mantener este balance , 
Bertnicki-Gerc{e y Lippman 1969) propusieron que el gradiente de 
slntesis de pared en el d omo apical de la hifa, es acompanado por 
un grediente parelelo de actividad hidrolltica. Varies evidencias 
apoyan estes ideas (Bartnicki-Gareis y Lippman, 1972a, 197 2 b; Rizvi 
y Robertson, 1965). Dado que la mayoria de los hongos contienen 
quitina como componente estructural mayoritario de la pared 
celular, la actividad de quitinasa debe jugar un papel 
morfogenetico en estos organismos. 

Varios informes en le literature (Cohen, 1974; 
Zerehin-Herzberg y Arroyo-Begovich, 1983; Polacheck y Rosenberger, 
1978; Elango ~ ~.. 198 2; Humphreys and

1 
Gooday, 1984), hen 

descrito la presencia de activided quitinol1tica en diferentes 
fracciones subceluleres de hongos, pero pocos de ellos intentan 
explicar el papel de las quitinesas en la regulaci6n de la 
biosintesis de la quitina. La presencia de una su bstencia que 
bloqueabe le s{ntesis de quitina fue detectada e n extractos libres 
de celule s de le forma miceliel (HcHurrough y Bartnicki-Gareis, 
1973) y levaduriforme de ~ rouxii (Lopez-Romero ~ al. , 1978). 
Estudios posteriores sobre el modo de acci&n de la proteins aisleda 
de le forma de levadura , demostreron que se trataba de una 
quitinase (Lopez-Romero ~ ~· · 1982). Re cien temente hemos 
iniciado el estudio de la activided de quitinase en el micelio de 
H. rouxii con el objeto de entender su papel en el crecimiento de 
I; pared celular de 'ste y orros hongos. Los resultados descritos 
en este trabejo corresponden a los enfoques inicieles de este 
problema. 

HATERIALES Y HETODO S 

Organismo ~ condiciones ~ cultivo . La cepa de ~ 
~. IM-80 (ATCC 24905) se mantuvo e n aedio solido de extracto 
de levadura peptone y g lucose (YPG) (Bertnicki-Garc{a y Nickerson, 
1963) Las espores del hongo se cosecharon a partir de cultivos de 
4-6 d{as, mantenidos en botellas de Roux y se levaron una vez por 
centrifugacion con ague destilede est,ril. P~ra le propagacion del 
h o n~o . las esooras se inocularon en medio liquidn de YPG (650 ml) 
en matrac~s Erlenaeyer de 21, a una densidad celular final de 5 X 
10 5 c~lulas/ml. Los matraces se agitaron en un bano de agua a 28° C 
durante 12- 13 h bajo condiciones eerobicas para inducir el 
desarrollo en forme miceliel. 

Preparacidn de los extractos libres de c'lulas. El micelio 
de ~ rouxii se IiltrcTa travi!s de papel Whatmen No : I y se lavo 
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con 200- 300 ml d e r egu lador de KH2 P0 4 / NaOH 50 mM, pH 6.5 
conteniend o HgCl2 10 mM ( regulad o r de fosfato-magnesia o RFH). La 
sus pension celu1ar se mezcld co n 15 ml de perlas de vidrio 
(0 . 45-0 . 50 mm de di~metro) y el micelio se r om pio en un 
homogenizador ce lular Braun HSK durant e 45 seg.• Durante el 
romp imie nto , lo temperatura se mantuvo alrededor de 2° C con una 
corriente de C02 l{quido. El extracto total se centrifug~ a 3000 x g 
(Rav) por 5 min para remover las paredes celulares. Estes se 
conservaron y el sobrenadante libre de paredes se centrifugo a 
68,000 x g (Rav) durante 1 h; el sobrena dante (citosol ) se conservO 
Y el se d imento, una fra ccion mixta de membranes (FH M), s e 
resu s pendio en RFH y se mantuvo a 4° C. 

Fraccionamiento ~ citosol ~ su1fato ~ amonio. Se agrego 
s ulfato de amo nio solido al citosol haste alcanzar 40% de 
saturacion . La muest ra se agitO suavemente durante 1 h a 4° C y el 
precipitedo se colectd por cen trifugacion a 3000 x g (Rav) durante 
10 min . Esle se redisolvi6 en 6 ml de RFH y se dializO 
exhaustivamente con tra el mismo regulador. A esta prepereci&n se le 
design& como fraccion P-40. 

Extrac cion de l as paredes celulares ~ d i gitonina. La 
fraccion de paredes celulares se levJ 5-6 veces con RFM por 
centrifugacion a 3000 g (Rav) po r 5 min y luego se trat& con 
digitonin& al 0.5% en RFM durante 1 h a 25 ° C. La mezcla de 
incubacidn se cenlrifugo a 3000 x g (Rav) por 5 min; el sedimento 
se descart6 y el sobrenadente se centrifugd a 165,000 x g (Rav) 
durante I h. Se r ecuperd el so brenedante y a esta preperac16n se le 
design& como extracto de digitonin& de la pared celuler (EDPC). 

Determinaciones enzimeticas . a) Quitina si ntetesa. La 
ectividad de dsta enzima se mi dio por el metoda de filt r acion 
descrito por Ruiz-Herrera y Bartnicki-Gareis (1976) pero a pH 6.5 y 
en un volumen final de 100 pl. La quitina sintetase zimogenica se 
activo co n renilasa, una protease ~cida de Mucor miehei (Novo 
enzyme Corporation, Mamaroneck, N.Y.) . b) Quitinasa.-ra-&Ctividad 
de esta enzima se midid sobre quitina naciente 0 preformade como ya 
se ha descrito ( Lopez-Romero et al., 1982). Cuando se midiO la 
actividad quitinol{tica de la FH~y~ las paredes celulere s sobre 
qu i tine necien te, se utilizO la ectivided end6gene de quitina 
sintetasa presente en estes prepa raci ones como fuente de quitina 
neciente. Pa re los e~sayos con las frecciones P-40 y EDPC se 
utiliz6 una fuente exogena de quitina sintetesa, la cuel se obtuvo 
tratando a la FMH con el detergente no i6nico Brij-)6 T-en las condiciones 
deacritaa previamente (L6pez-Romero at al. , 1978). En algunos experiaentos sa 
utiliz6 3, 4- dinitrofanol-tetra-N-acetil=B-D-quitotatraosido (3 , 4-DNP-TNAC) 

como sustrato cromogellico- para medir actividad de quitinase , como h a 
sido descrito por Humphreys and Goodey (1984), excepto que el 
reguledor fue RFH. 

Cromat ogr a f{a ~ ~· Los productos de rea cc ion de quitinasa 
Y quitina sintetasa se analizaron por cromatograf{a de scendente en 
papel utilizando como solvente una mezcla de alcohol iaoamilico· 
pi ridina:agua ( 1:1:0.8, v/v) como ya se de scri bi6 (L6pez- Romero et_al.; 
1982) . 
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Hiscelaneo.. El
1 

contenido de prote!na 
preparacionea ae determino por el mJtodo de Lowry, 

RESULTADOS 

en las 
ll !.l·. 

diferentes 
1951. 

Actividad guitinol{tica del citosol 
Cuando se agregaron cantidades variable s de la fracciJn P-40 · del 

citosol a los ensayos de quitina sintetasa, se observcl la hi drJlisis 
del polfmero naciente como una funci6n de la concentraci&n de P-40 
(Fig. 1A). La misma pr~paraci6n de quitinasa tambien degrad6 al 
sustrato cromogenico 3,4-DNF-TNAC; la liberacicln de 3,4-dinitrofenol 
aumento en f~ncion del tiempo de incubacion durante las primeras dos 
horas y luego permanecio constante (Fig. lB). Como ya se habiB 
observado para las celulas levaduriformes · de H. rouxii (L&pez-Romero 
~ Jll., 1982), la quitina sa del citosol de la for'iii8""iiii"Celial fue mucho 
mas efectiva contra quitina naciente que contra quitina preformada. 
Con el propdsito de optimizar las co~diciones de ensayo sobre quitina 
preformada, se probcl •el efecto de 1~ temperatura y del pH sobre la 
actividad de quitinasa de la frac cion P-40, util~zando los ensayos 
radiactivo y cromoginico, respectivamente. La m~xima degradaci6n de la 
quitina preformada (5.6% despues de 2.5 h) se obtuvo a 28• C; 
hidrolisis de 3.6% y 1.4% se observaron a 20• C y a 37• C., 
respectivamente. Por arriba de 4o•c, la actividad quitinolit!ca ful 
casi nula. El pH &ptimo para la actividad de quitinasa, ensayada sobre 
el derivado fen&lico, fue ,de 6.5. Aun en las c o ndiciones 6ptimas de 
temperatura y pH, la hidrolisis de la quitina preformada por la 
fracci&n P-40 nunca excedid el S-6% de un total de aprox i madamente 
8600 dpm del sustrato radiactivo. 

Actividad guitinolftica de la FHH 
El anJlisis por cromatograTra-;; papel de los productos formados 

c uando la FHH se incubo con el sustrato y los activadores de la 
quitina sintetasa, revelo la presencia de cantidades substanciales de 
diacetilquitobiosa .(DAQ) y N-acetilglucosamina (N-AcGlcN ) . Como se 
muestra en la Tabla 1, la suma de ambos productos representd el 34.5% 
de la quitina sintetizada por la FHH. En la misma Tabla puede 
observa~se la pobre actividad quitinol!tica de la misma fraccicln 
membranal sobre el pol isac,rido pre-sintetizado (stilamente el 0.6% de 
hidrolisis d•spues de 8 h de incubacion). 

La inestabi~idad de la guitina sintet~sa ~ extractos crudos 
no se ~ebe ~ ~ destrucciOn del polimero naciente ~ guitinasas 
end&Sena_s __ 

Una diferencia muy marcada entre la quitina sintetasa cruds de 
las fo rmas de levadura y micelio de ~ rouxii es la 
extraordinaria inestabilidad de esta &ltima (Rufz-Herrera Y 
Bartnicki-Garc!a, 1976). La perdida del 80-90% de la actividad de 
la enzima micelial despues de 30-60 min a 28•c ha sid~ atribuida 
por estos autores a la presencia de proteasas endogenas. Sin 
embargo, nosotros consideramos la posibilidad de que este 
comportamiento no fuese debido a la preteolisis de la sintetasa en 
sf, sino a un aumento de la depolimerizaci&n in situ de la 
quitin~ ~~ciente por quitinasas end6genas. Por ello:-determinamos 
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Fig . 2 . 
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An~lisis por cromatografia en papel de los productos 
formados a partir de la UDP-N-AcGlcN por la FHH . Una 
al{cuota de la FHH se incubti a 28° C. A diferentes intervalos 
de tiempo se tomaron muestras, las cuales se i ncubaron 
durante 30 min.para la s!ntesis de quitina. Los productos de 
la r eaccidn se analizaron por cromatografia descendente ~n 
papel. 
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si el decremento de la b iosintes is de la qu itina por la F~IM ocurr4a 
paralelamente con un incremento concomitante en la ac umula ci6n de 
DAQ. Los resultados de la Fig. 2 muestran qu e ~ste no fue el saso . 
Por el con trar io, el perf il de sintesis de l a quitina fue una 
imagen en el espejo de la acumulaci&n de UDP-N- acet ilgl ucosa mina 
(UDP-N-AcGlcN). Solo se detec t aron cantidades signi fi ca t ivas de DAQ 
c uando la quitina estaba presente. 

Actividad guitinoli tica ~ ~ paredes celulares 
La fra cc i&n de paredes celulares mostrd nive l es muy bajo s de 

activida d quitinolitica# La hidr&lisis de la qui tina naciente Y 
preformada fue del 5.5% yde l 0.6% , re spectivamente (Tabla 2) . El 
tratamiento de las paredes celulares con digito nina libero 
a c tividad quitinolitica, la cual fue tambi~n mu c ho m~s activa sobre 
quit ina naciente que sobre quit ina preformada. La e nzima extraida 
con digitonina mostro' una degradacio'n de la quitina naciente 10 
veces mas alta que la quitinasa unida a la pared (resultados no 
mostrad os). La incubacio'n de la FHM con digitonina bajo las mismas 
condiciones empleadas para las paredes celulares, no ext r ajo 
actividad de quitinasa . 

DISCUS ION 

Los resultados que se describen en 'ste trabajo indican que la 
a ctividad de quitinasa s e encuentra asociada con diferentes 
fra cciones s ubcelulares en la forma micelial de H. rouxii. Se 
demostr6 actividad quitinol{tica en el ci tosol , una fra~mixta 
de mem branas y en las paredes celulares . En todos los casos, la 
actividad quitinolitica se expreso mucho mas eficientemente sobre 
quitina naciente que sobre quitina preformada. Observaciones 
similares han sido descritas para la quitinasa de germen de tripo 
(Molano ~ al., 1979) yen Neurospora~ (Zarahin-Rerzberg 
y Arroy o- Begovich, 1983), las cuales fueron 2 y 4 veces, 
respectivamente, m~s a c tivas sobre quitina naciente que sobre 
quitina pref ormada. Asimismo, la quitinasa de Serratia marcescens 
fue altamente Rctivn contra quitina naciente sintetizsda por una 
preparacio'n membranal de ~chhophyllum ~ (~ermeulen y Wessels,l986). 

El analis is de los productos liberados a partir de quitina 
naci en t e por l a quitina asociada a la FHH, revelo la presencia de 
DAQ y N-AcGl c N, l as cuales representaron 27 . 1% y 

1
7.3%, 

r~spec tivamente, de los productos de degradacion. La deteccion del 
d~mero y del mono'mer o e n el hidrolizado indican claramente la 
operacio'n sec uencial en las membranes de actividades de quitinasa y 
quitobiasa. En el ci tosol y en preparaciones mas puras de quitinasa 
de levadura s de H. rouxii solo se ha detectado DAQ como· producto 
de degradaci&n (LQPez-Romero et al., 1982). De acuerdo con 
nuestros resultados, Humphreys y~ooday (1984) detectaron actividad 
de quitinasa en un sobrenadante de 100 , 000 x g (Rav) y en una 
fraccitin microsomal de Mucor ~; ~sta Jltima, pero no la del 
sobrenadante pudo ser activada por proteolisis y requirio' de 
fosfol{pidos para su actividad. Habiendo observado la considerable 
actividad quitinol{tica de la FHH, era de inter~s determiner si la 



Rev. Mex. Mic. 3,1987. 

bien c onocida ines tab ilidad de la quitina aintetasa cruda de H. 
~ era 1debida a la inactivaci&n de la e'nzima o a un aumento de 
la destruccion in situ del polfmero naciente por quitin.sas 
endogenas . Los resu~Lados obtenid os apoyaron la primers idea, aunque 
las quitinasa s endogenas interfieren en los ensayos de quitina 
sintetasa, e l de c remento en la quit i na biosintet'izada por la FHH se 
debe induds blemente a inactivac i o n de la sintetsaa. 

La a c tiv i dad hi~r ol{tica de las paredes c elulares natives s~bre 
quitin~ na c iente fue muy pobre comparada c on la que mostro la 
fraccion extraida c on digitonin&. Se ha demostrado que la quitina 
ain tetizada en presenci a de la aaponina e s muy su s ceptible a la 
degradaci&n por quitinssa ( L6pez-Romer o ~ al., 198 2 ; Vermeulen y 
Weasels, 1986). A es te respecto, Vermeule n y Wessel s ( 1986) 
deaostraron que la di&itonina y el abril l a nta do r Calcoflu o r Blanc o 
inhiben la c ristalizacion de la quit ina , produc i e ndo cadenas libres, 
no criatalinas, las c ua lea s on extraordinaria me nte s u sce ptible s a la 
quitinoliais. 

Las implicacione s fisiol&gi c as de la mult i ple dis t ribuc i&n de 
la sctividad de qui t inaaa en el mi celio de H. rouxii y au 
correlacio n f uncional que dan po~ e s table cer s e. La o bse rvaci&n de que 
la qui~ina sa mi c r osomal y la quitina aintetaaa de ~ mucedo 
comparten doa propiedadea: zimogenic idad y r e querimiento por 
fosf o l{pidos, conduj q a Humphreys y Go oda y ( 1984 ) a pro poner q ue 

Tabla 1. Actividad quitinol{tica de la FMM aobre quitina naciante (!xparimento A) y 
quitina praforaada (!xperiaento B) 

u:periaento 

A 

8 

Adic16n 
RPM 

2Qu1tinaaa da 
StraptC!!!Ycea ,.. 

Quit ina 
2187 

Productoa recuperadoa (cpa) Hidr61iab (%) 

UDP-N-AcGlcN DAQ N-AcGl cN 134.5 636 908 244 

Radiactividad aolubilizada (cpm) H1dr61iab (%) 
(despuh de 8h) 

3 h 8 h 
93 93 

625 1578 18 . 3 
110 146 3o.6 

A. La FMM ae adicioo6 a .. aclaa da quitina aintetaaa. Deapu'• de 2 h a temperatura 
ambience, loa productoa foraadoa •• analizaron por croaatosraf{a descendence an 
pepel. 14 

B. Una al{cuota (8600 cpa) de quitina radiactiva (marcada con C) ae .. zcl6 con 
RPM, una quitinaea co.arcial o FKH y la h1dr611sis de la quitina preforaada se 
aid16 deapula de 3 y 8 h de incubac16n. 

1ea1culado con la formula: 908 + 244 X 100 

2obten1da de Calbiochea; 50 ug/ensayo. 
2187 + 908 + 244 

3velor corresido para la radiactividad liberada por el control (93 cpm) 
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1 extensiOn · podr!an ester co- r eguladaa durante a 
estes enzlmas mecanismo aJn no ac l arado . En ~ crassaia 
apical , por un Arro o - Begovich (1983) observaron q ~e 
Zarahin-He r zbc r g y s~ localizaba principalmente en el c1tosol 
actividad de quitinasa 1 1 es ()O%) con poca acti vidad en la 
(55%) y en la s paredes ce u ar Rosenberger (1978) detectar on 
fracci&n mcmb r anl . Polacheck y lares de Aspergillus n ' du;ans 
acti vidad de qu i t in~sa en par~des celuir de vesic ulas citoplasm1cas 

. csto podr1a p r oven 1 y pro pu s 1eron . que l es podr{an quedar atrapa da s en. ~ 
conteniendo qul tinasa las cua h'f en c r ecimiento . Se r eq uer1 r a 
pa r ed recientementc formada de 16 1 tai cular a las quitinaaas de!!· ~ y 
de a&s ea tudios para asignar una funci n par 
otroe hongos . 

Tabla 2. Actividad quitinol!tica de l a fracc16n de parades celulare a a)obre quiti na 
naciente (!xperimento A) y quitina preformed& (!xperimento B 

Pr oduc toa recuperadoe (cpa) Hidr6liaia ( %) 

Exper iaento Quitina UDP-N-AcGlcN DAQ 15•5 
A 2085 1838 (c12P•3) Hidr6lieia (%) 

Padiactividad solubi l izada 
(deapuh de 8h 

3 h 8 h 

B Adi ci6n 
93 RFM 93 

Quitinasa de 18. 3 
Strel!toa;r:ces b25 1578 

0.6 
Paredea celulares 129 150 

Miema leyenda que en la Tabla 1 excepto que se us6 la fracci6n de parades celula
r es en luger de l a FKH. 

1calculado con la formula: 123 X 100 
2ols + 123 
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