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AISLAMIENTO, PURIFICACION Y

COMPOSICION QUIMICA DE LA PARED

CELULAR DE LOS ESPORANGIOFOROS
D E Phycomyces blakesleanus

Por Jorge Mundo Cansino*
y José Ruiz-Herrera*

ISOLATION, PURIFICATION AND CHEMICAL ANALYSIS
OF THE SPORANGIOPHORES OF Phycomyces blakesleanus

SUMMARY

Cell walls from the sporangiophore of Phycomyces blakesleanus were isolated
after mechanical breakage. Cell walls were purilied by repeated washings with
NaCl and water. Chemical analysis revealed a complex composition of the cell
wall. Chitin, identified by X-ray diffraction, was the most abundant component.
Polyuronides and chitosan were present also in large amounts. Chitosan was
identified by cytochemical reactions and by its solubility in acid. Cell walls con-
tained also proteins, lipids, phosphate and four neutral sugars: fucose, galaclose,
glucose and mannose in’orden of abundance.

RESUMEN

Se aislaron las paredes celulares del esporangiéforo de Phycomyces blakeslea-
nus obtenidas por rompimiento mecdnico del hongo, y se purificaron por la-
vado con NaCl y agua destilada. El andlisis quimico revelé una compleja es-
tructura de la pared. El componente mas abundante fue la quitina, misma que
se identificé por difraccién de rayos X. Los siguientes componentes en orden de
abundancia fueron los poliurdnidos y la quitosana; esta se identilicé por reac-
ciones citoqufmicas y por su solubilidad en dcido. Las paredes contienen ademds
proteinas, lipidos, foslatos y amicares neutros. De ellos el mis abundante [ue la
fucosa seguida de galactosa, glucosa y manosa.
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partamento de Gendtica y Biologia Molecular, Centro de Investigaciéon y Estudios Avanzados,
LP.N., Mtxico, D. F.' :
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INTRODUCCION

El esporangidloro de Phycomyces (Zygomycetes, Mucorales) ha sido utilizado
recientemente como un modelo sensorial ya que responde a diferentes estimulos
tales como la luz, cercania de objetos, gravedad, etc. (para una revision con-
stltese Bergman et al., 1967). Los estudios mds detallados se han realizado sobre
el efecto lototrdpico y han revelado que el esponrangioloro actiia como una len-
te cilindrica condensundo los rayos Iuminosos en su cura distal y estimulandao
un [otoreceptor, que de una manera desconocida, acelera el crecimiento de esa
porcién de la pared celular. Ello origina que el esporangidioro se curve en direc-
cién al estimulo luminoso. Se ha conjeturado que la estimulacion luminosa
causa un aumento en la extensibilidad de la pared en la zona de crecimiento
(véase revision de Cerdd-Olmedo, 1977); aunque nosotros tenemos evidencias que
la reaccion inicial es una activacién de la quitina sintetasa (L. Herrera y J.
Ruiz-Herrera, observaciones no publicadas).

Es evidente que todas las alteraciones en la direccién y la velocidad de cre-
cimiento del esporangioloro de Plycomyces dependen de la pared eelular. Es
por lo tanto sorprendente que no se haya realizado un estudio sobre la compo-
sicién quimica de la pared celular de este hongo. Los tinicos datos que pueden
encontrarse en la literatura pertenecen a un informe publicado por Kreger
(1954) sobre la determinacion de quitina en diversos hongas por medio de di-
[ractometria de rayos X. Dicho autor describié la presencm de quitina y quito-
sana en las paredes de Phycomyces.

Por todo lo anterior nosotros decidimos realizar un anilisis de la composi-
cién quimica de la pared celular del esporangidlore de P. blakesleanus con el
lin de correluacionar los datos quimicos con los aspectos bioquimicos involucra-
dos en el crecimiento del hongo y sus respuestas tropicas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de las "bm‘cd:';s' celidares. Se ilizd wna cepa de P. blakesleanus
Burg., que se hizo crecer a 22°C por 4 dias en cajus de Pewi de medio YPG
(Bartnicki-Garia y Nickerson, 1962a), bajo la luz difusa de una limpara {luo-
rescente. Se corturon los esporangidloros, se laviwon con agua destilada y lus
esporas se eluninaron por Lilwacion a uavds de gasa. Los esporangioloios se re-
suspendieron en NaCl al 0.85%;, se mezclaron con perlas de vidrio y se rowpie-
ron en un homogenizador Mixolabo. Las pevlas de vidrio se climinaron por
decantacion y Ias paredes se sedimentaron a 3000 x g por 10 min. Las parvedes
se lavaron exhaustivianente por condvilugacion con NaCl al 0.85Y, y posterior-
mente con agui destilada hasta que aparecicron libres de material citoplismico
o observacion microscopica de muestras tenidas con azul algoddn, Tas paredes
celulares que apurecian como un polve grisices se liolilizaron y se guardaron en
congelacion en un desecador con CaCly hasta su uso.
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Fraccionamicnto de las parvedes celulares. Las paredes se extrajeron en forma
secuencial por 30 min. con HCI IN Irio scguido de HCI IN en ebullicion,
KOH 1IN [rio y KOH en cbullicion. Posteriormente el orden sc invirtié extra-
yendo primero con KOH IN [rfo, scguido de¢ KOH en ebullicién, HC1 [rio y
HC1 en ebullicién. Después de cada extraccién las paredes se recuperaron por
centrifugacion. : '

Andlisis quimicos. Los carbohidratos neutros se determinaron con antrona
(Dimler ¢t al., 1952) usando glucosa como patron. Los anilisis se realizaron en
dos tipos muestras: a) paredes disueltas en H,50; al 65%, [rio y b) paredes hi-
drolizadas con H.SO; 2N por § h a 105°C. La determinacion cuantitativa
de los arucares individuales se realizd de la siguiente manera: Jas paredes sc
hidrolizaron con HC1 1IN a 105°C durante 4 h, Ias muestras sc neutralizaron
con resina de intercambio anionico AG1-X10 (Bio Rad) en [ase HCO,, se desio-
nizaron pasindolas por una columna de resina de intercambio catidnico AG-
50W-X4 (Bio Rad) en fase H', sc evaporaron y se analizaron por cromatogralia
en papel empleando como solvente, butanol-piridina-agua (60:40:30 por vol).
Los cromatogramas se revelaron con fralato de anilina compardndose la movili-
dad de los problemas con ariicares conocidos, y se cuantilicaron por un método
descrito anteriormente (RuizHerrera, 1967). Los #cidos urénicos se midieron
con carbazol (Ashwell, 1957) cmipleando muestras disueltas en FI,HO, al 657,.
Los resultados obtenidos se corrigieron de acuerdo con ¢l contenido de aztca-
res neutros, mismos que dan una débil reaccion con el carbazol. Los aminoazi-
cares se determinaron por el método de Elson-Morgan (Ashwell, 1057) en mues-
tras hidrolizadas con HC1 6N por 8 h a 106°C. Las protefnas s¢ midieron por
el método de Lowry ¢t al. (1951) usando albimina bovina como patron. Los
Iipidos sc extrajeron por el mdétodo deserito por Bartnicki-Garcia y Nickerson
(1962b). El losfato se midid en las muestras extraidas con HC1 ¢ NKOH por el
método de Fiske y Subbarow (Umbrcit et al, 1019), La quitina se purilicd’ por
el método descrito anteriormente (RuizHerrera, 1067) y s¢ obiuvo su diagra-
ma de refraccion de rayos X ocon un instrumento Noreleo-Philips equipado con
una cimara de polves Debye-Scherrer de’ 114.6 mm, usando radincion CuKa.
La quitesuna se extrajo por cilentamiento con 11C 1 IN a 100°C por min,

RESUTTADOS Y DISCUSION

Tos valores de carbohidratos neutros fueron similares al emplear muestras
de paredes disueltas en TLSO al 655, o hidrolizados con 11,80, 2N; en tanto
que la determinacion cuantitativa por cromatogralia en papel dio valores mis
hajos (tabla 1), Lste tltimo resultado es normal, ya que I etodologa emplea-
div involuera vavios pasos en las que puede ocurriv pérdida del aztcar,

Los resultados del andlisis cuantitative de Ing paredes de los esporangidloros
se muestran en la tabla 2, Puede verse que Ta quitina es ¢l componente mis
abudante. La presencia de quilina en la pared celular del micclio vegetativo
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TABLA 1

Determinacién cuantitativa de aziicares neutros por varios métodos

METODO ) % AZUCAR NEUTRO*
Disolucién en H,S0, al 65%, 12.5
Hidrélisis con H,50; 2N 12.6
Cromatografia en papel 8.3

* Torma anhidra.

y los esporangiéloros de P. blakesleanus fue descrita originalmente por Kreger
(1954). Nosotros conlirmamos este resultado por difraccién de rayos X. El re-
sultado encontrado en nuestro trabajo constituye el valor mds alto de quitina
descrito en los zigomicetos; por ejemplo, el contenido de quitina de los esporan-
gidloros de Mucor rouxit constituye el 18% del peso total de la pared (Bartnicki-
Garcia y Reyes, 1968a); en tanto que el micelio vegetativo, la forma de levadura
y la esporangiospora del mismo hongo contienen cantidades de quitina atin
més bajas: 9.4, 84 y 2.1% del peso total respectivamente (Bartnicki-Garcia,
1968). ' :

TABLA 2

Composicién quimica de la pared de los eﬁporangiéforos de P. blakesleanus

COMPUESTO PORCENTAJE
Polisacdridos neutros* 12.5
Proteinas "9.9
Quitina* 31.1
Quitosana® 106
Poliurénicos* - 4 ]
Lipidos 4.0
Fosfatos (HPO,) 4.5
Cenizas 5.5

Total: 933

* Forma anhidra.
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El segundo componente en orden de abundancia lo constituyen los poliurs-
nidos, las cuales son el componente mds abundante en las paredes celulares de
los esporangiéforos de Mucor rouxii (Bartnicki-Garcia y Reyes, 1968a). En las
paredes de M. rouxii se describié la existencia de dgs poliurénidos: un homo-
polimero de 4cido glucurdnico denominado dcido mucérico, y un heteropoli-
mero (mucorana) constituido por #cido glucurdnico, fucosa, manosa y galactosa
(Bartnicki-Garcia y Reyes, 1968a). Datema et al. (1977) sugirieron que ambos
compuestos: el homo y el heteropolimero comprendian una misma macromo-
lécula en la pared de Mucor mucedo, y que su separacién era producto de la
hidrélisis durante el proceso de extraccién. En Phycomyces blakesleanus encon-
tramos que los azlicares neutros presentes, son los mismos descritos en los hete-
ropolimetros de 4cido glucurénico presentes en las paredes cclulares de M.
rouxit y M. mucedo: fucosa, galactosa y manosa (tabla 3) en una relacién molar
aproximada 7:5:8. Esto sugiere que dichos azicares constituyen junto con el
dcido glucurénico un heteropolimerd semejante a la mucorana. Ls. interesante
sefialar que nosotros encontramos una cantidad significativa de glucosa en la
pared celular de P. blakesleanus. Este azicar se halla ausente en las paredes
celulares del micelio vegetativo, el esporangiéforo y la forma de levadura de
M. rouxii (Bartnicki y Nickerson, 1962b; Bartnicki-Garcia y Reyes, 1968a; Dow
y Rubbery, 1977) y del micelio de M. mucedo (Datema et al, 1977); y solo ha
sido descrito en la pared celular de la esporangiospora de M. rouxii (Bartnicki-
Garcia y Reyes, 1964).

La quitosana fue originalmente enconuada en la naturaleza por Kreger
(1954) en la pared celular de Phycomyces blakesleanus. Nosotros confirmamos.
este resultado. El dato cuantitativo aqui descrito se basd en la extraccidn selec-
tiva de este polisaciride con dcido caliente. Otro resultado que merece ser se-
fialado es el bajo contenido de lipidos, que contrasta con el dato ‘i{!l'I‘llLu‘ll‘ll_ltZl-
tivo del 20-25% mencionado por Kreger (1954),

Las paredes celulares del esporangidloro de P. blahesleanus aparecfan de color
grisiceo. El pigimento que poscen es seguramente del tipo de las melaninas que
se han descrito en los esporangioloros de Mucor rouxii (Bartnicki-Garcla y

TABLA 3

Proporcién de los azicares neutros en la pared de P. blakesleanus

AZUCAR PORCENTAJE RELACION
DEL TOTAL MOLAR
Manosa 14.10 1.0
Glucosa 10.15 1.56
Galactosa 21.75 1.56
Fucosa . ' 45.0 8.51
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TABLA 4

Extraccion de diferentes componentes de la paved de P. blukesleanus

% DEL TOTAL

METODO TRACCION TPOLISACARIDOS TFROTEINAS TOSFATOS
NEUTROS
1 © HCI1 Irio 10.1 114 8.8
HCIL caliente ¢8.2 52.9 a1.2
KOH {rio 15.7 41.1 0.1
KOH caliente 2.2 14.8 20.0
Residuo 43.06 0.0 50.0
2 KOH frio 15.6 45.3 42.6
KOH culiente 41.4 4149 44 .4
HC1 I[rio 4.8 4.5 9.3
HC1 caliente 0.5 1.1 1.5
Residuo 55.3 02 0.0

Reyes, 1968a); sin embargo, aqui no se hizo su identilicacidn. En la tabla 4 se
muestra la extraccion de los polisaciridos neutros, lus protéinas y los loslatos
por KOH y HCL Puede verse que en general los wes componentes son mis
solubles en KOH; y que dependiendo del orden de extraccién: primero alcali
y después dcido o viceversa varia su solubilizacion.
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