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RESUMEN 

1..a" pared celular de los hongos tiene corno funci6n principal la de 

brindar protección a la célula, La resistencia mecánica de la pared 

está dada por la presencia de polisacáridos. En el hongo Euascomycete 

Neww.&poltít C!Ut6.&a. el polisacárido quitina contribuye en forma importante 

a dar resistencia a la pared. Se ha propuesto que existe regulación 

tanto espacial corno temporal sobre la síntesis y degradación ele los 

polisacáridos que fonnan a la pared, regulaci6n que pennita el 

crecimiento del organismo al penni tir que la pared crezca sin que ésta 

pierda su resistencia mecánica; en consecuencia fue ele interés el 

estudio de la regulación de Ja síntesis de quitina en este hongo; 

Con el objeto de exmninar el mecanismo por el cual se encuentra 

regulada la síntesis de quitina, se investigó la presencia de inhibici6n 

de la quitina sintetasa, en vista de que esta es la enzima responsable 

de la síntesis de este polímero. Se encontr6 presente una actividad 

aparentemente inhibitoria para la qui tina sintctasa; dicha actividad se 

encontró loca1iznda principalmente en el ci tosol del organismo, y se le 

purificó parcialmente por medio de precipitación con suJ fato de ;unonio y 

filtración en gel. Se encontró que la preparación de inhibidor 

purificado poseía actividad de qui ti nasa, Ja cual fue capaz de hidrolizar 

tanto a quitina naciente como a quitina preformada. La utilización del 

substrato de la enzima quitina sintetasa (UDP-N-acetil-D-glucosamina) no 

se modificó por la presencia de la prEparación purificada de inhibidor, 

aunque la quitina formada en el sistema fue degradada hasta N-acetil-D-

glucosamina, N-N~diacetiJquitobiosa, y otros oligosacáridos de mayor 

- XI -
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tamaño. La actividad de quitinasa purificada exhibi6 un peso 

molecular' aparente de 20,600 daltones cuando se analiz6 por filtraci6n 

en ~el. , El pH 6ptimo de la quitinasa de N, cJr.au,a. fue de 6, 7. 

Se concluy6 que la actividad inhibitoria de quitina sintetasa 

observada fue debida a la presencia de actividad de quitinasa, la cual 

exhibi6 propiedades tanto de endoquitinasa como de exoquitinasa. 

I 
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I. I NTRODUCCION 

A, GENERALIDAbES SOBRE LA PARED.CELULAR 

La pared celular de los hongos ha sido estudiada desde diversos 

puntos de vista, por lo cual existen muchas revisiones sobre el tema, 

(Aronson, 1965; Ballou, 1976; Bartnicki-García, 1968, 1971, 1973; 

Cabib, 1975; Gander, 1974; Gooday, 1977; etc.). En estas revisiones 

se citan cientos de trabajos, entre ellos, se nota tm creciente interés 

e importancia de los estudios acerca de la biosíntesis de la pared 

celular. El objetivo central de estos estudios ha sido explicar el 

mecanismo de biosíntesis de los componentes de la pared celular, y 

además; intentar aclarar algunos de los fenómenos biológicos 

relacionados con la super f.i cie celular, entre los que destacan: 

la inte:acción célula-célula, la respuest<J inmune del huésped hacia 

algunos componentes de hongos patógenos, la morfogénesis, la 

resistencia a las drogas, etc. 

La pared celular tiene como característica primordial en los hongos, 

brindar protección a la célula, además de ser responsable de las 

diversas morfologías que adopta el organismo durante di versas condiciones 

funcionales, como son: la germinación, el crecimiento vegetativo, la. 

inva.sividad del huésped, etc En ténninos muy simples, Bartnicki-Garda 

(1968), sugiere que el desarrollo morfológico de los hongos puede ser 

visto como un problema de morfogénesis celular. 

1 



B, ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PARED CELULAR 

Las propiedades fundamentales de la pared celular de los hongos, 
' . 

como son su resistencia mecánica y su morfología característica, se 

encuentran relacionados a través de su composici6n química con la 

morfogénesis y con la taxonomía de ellos (Bartnicki-García, 1968). 

Se ha demostrado que la mayoría de los hongos contienen en su pared 

celular polisacáridos; en algunos hongos, estos polisacáridos alcanzan 

hasta tm 80-90i de su peso seco total. Entre estos polisacáridos 

destacan los polímeros ele aminohexosas, hexosas, iíciclos hexourónicos, 

metil pentosas, etc. La celulosa y otras glucanas son homopolímeros de 

glucosa muy frecuentes en la ¡xired celular ele los hongos. La quitina y 

la quitosana son homopollmeros ele N-acetil-D-glucosamina (Glc NJ\c) y 

2 

glucosamina respectivamente. Otros azúcares se encuentran en los horno y 

heteropolisacáridos, generalmente fonnnnclo complejos con proteínas. Las 

propiedades físicoquímicas ele es tos pol isacáriclos influyen en su funci6n 

dentro de la pared celular, por ejemplo, los polisacfridos cristalinos 

como la a-quitina y las S-gluca1ws son responsables de la resistencia 

mecánica de la pared celular, mientras que los hamo y los heteropoli-

sacáridos que son amorfos se asocian a las proteínas ftmcionando como 

detenninantes ;mtigénicos de la pared celular (Gancler, 1974). 

Bartnicki-García (1968, 1970) ha establecido una corrclaci6n entre 

la composición química de la pared celular y la clasificaci6n taxon6mica 

de los hongos. En ella divide a los hongos en ocho grupos, en base a la 

composición química ele la pared; en general, esta clasificaci6n 

concuerda con la de otros autores que han clasificado a los hongos en 

base a criterios filogenéticos. De acuerdo con la clasificación que 

\ 
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pm¡:one es te autor, los polímeros rn!!s importantes que se encuentran 

presentes en la pared celular de los hongos Oü tridiornycetes , 

Ascornycetes, Basidiomycetes, y Deuterornycetes son la alfa quitina 

(polímero de N-acetil-D-glucosamina con enlaces beta 1,4) y las 

glucanas (polímeros de glucosa con enlaces beta 1,3 y beta 1 ,6). En 

los hongos Acraslales, los componentes nk'is in~Jortantes de la pared 

celular son la celulosa (polímero de glucosa con enlaces beta 1,4) y el 

gluc6geno (polímero de glucosa con enlaces alfa 1,4). Los hongos 

CxJrnycetes contienen celulosa y glucanas; los hongos llyphochi tridiomycetes 

contienen celulosa y quitina; los hongos Zygomycetes contienen quitosana 

(polímero de D-glucosamina con enlaces beta 1,4) y quitina; los 

Trichomycetes y Rhodotorylaceae contienen poligalactosarnina y galactana 

(polímero ele galactosa); en las levaduras, los polisacáridos más 

importantes son las glucanas y las mananas o quitina y mananas. 

El patr6n de construcción de la pared celular cletennina la fonna de 

la célula en la mayoría de los hongos. Este se hace aparente en lo.s 

hongos <lim6rficos, por ejemplo en Muc.OJL /toux.ü la fonna micelial del 

hongo es el resultado de un patr6n polarizado del crecimiento ele la 

pared. En la fonna micelial existe un gradiente definido de síntesis de 

la pared, el crecimtento es máximo en la punta de la célula tubular, 

la cual crece apicalmente, y confonne la hifa tubular se clanga, el 

grosor de la pared se mantiene unifonne. En contraste, la follTia de la 

levadura es esférica y se expande isodiametralmente mediante el depósito 

de los componentes de la pared celular uniformemente en ·toda su 

superficie; además, existe un aumento gradual en el grosor de la pared 

celular conforme la levadura at.Dnenta de tamaño. Es posible que estos 

dos patrones de construcci6n de pared celular en los hongos estén 



l¡ 

detenninados por: un .control espacial y temporal sobre la síntesis de 

las microfibrillas de pÓlisacáridos .de la pared. Las interrogantes 

principales en el proceso.de formaci6n de la pared celular de los hong~s 

son: 

1. Los mecanismo's moleculares de biosíntesis de los componentes de la 

pared. 

2. La participación de estructuras celulares en los procesos de 

biosíntesis de la pared, asi como el sitio donde actúan o participan. 

3. La participación de enzimas líticas en los procesos de fonni1ci6n de 

la pared. 

4. Aspectos regula torios a diferentes niveles. 

S. La fonnaci6n de la p::ired en relación con el desarrollo morfológico de 

la célula. 

Los métodos de investigación utilizados para abordar estos enfoques 

van desde métodos puramente qufmicos y físicos hasta métodos bioquímicos 

y cito lógicos. 
'\ 

\ 
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C, ARQUITECTURA DE LA PARED CELULAR 

La es,pecialización funcional de cada uno de los componentes de la 

pared celular se refleja en su localizacidn dentro de su estrnctu~a. 

Estudios de citoquímica, microscopía electrónica y difracción <le rayos-X 

combinados con resultados de análisis químicos y enzimáticos, indican 

que existe cierto grado de estratificación en la pared celular de los 

hongos (Potgieter y Alexander, 19CíS; Vorisek y Pokorny, 1975; Trinci, 

1978). El aspecto general de In superficie externa de la pare<l es liso 

o ligeramente granulado y está compuesto <le material ;¡morfo, que 

generalmente está constituido por gl icoproteínas, mientras que la 

superficie interna tiene un aspecto microf:ibrilar debido a la presencia 

de las fibrillas de polisacáridos que constituyen el esqueleto de la 

·pared. Los espacio_s interfibrilares de la capa interna de la pared están 

rellenos de material amorfo, éste probablemente de la misma composición 

q~ímica que el de la capa externa de la pared. Este material amorfo 

también penetra hasta el espacio periplásmico, en donde algunos de sus 

constituyentes exhiben diferentes nctividades enzimáticas. (Hunslcy y 

Kay, 1976; Cassone, 1973; llallou [col., 1974). La figura 1 muestra en 

forma esquemática la estructura de la pared celular y del septo de una 

hifa de Neu!W.6polul c/1Lt6M. 
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Figura 1 

Estructuras de la pared celular y del septo de una hifa de 

Ne.uJtoópoJta. Clllt6M. (Reproducido de Trinci, 1978}. 
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D, BIOSINTESIS DE QUITINA 

La quitina es un polímero lineal de N-acetil-D-glucosamina (GlcNA::) 

que se encuentra extensamente distribuido en la naturaleza, especialmente 

en invertebrados marinos, insectos, hongos y levaduras. La qui tina, al 

igual que la celulosa, es insoluble en solventes orgánicos, es cristalina 

y se encuentra orientada en su estado natural, lo cual sugiere la 

existencia de un potencial fol11l8dor de fibras intrínseco en el polímero. 

Los ácidos fuertes, los fluoroalcoholes y ciertas soluciones salinas 

hidrotr6picas solubilizan a la quitina y en algtmos casos también la des

acetilan e hidrolizan en diversos grados (J\ustin }'._col.' 1981). Los 

residuos de N-acetil-D-glucosrunina de la quitina se encuentran unidos 

Unealmente por enlaces beta (1,4). l~1s cadenas ele qui tina se encuentran 

asociadas lateralmente entre sí por medio ele puentes lle hiclr6geno, para 

de esta manera fo11!lar microfibrillas de quitina. Se conocen tres fonnas 

cristalinas ele este polimero: la alfa quitina que tiene lma celda 

unitaria ortorr6mbirn, en la cual la clisposici6n de las cadenas es 

antiparalela, y donde las microfibrillas de quitina tienen un clilÍmetro 

que varía entre 15-1 SO A; la beta qui tina con celda lmi taria monoclínica, 

en la cual las cadenas ele quitina se ordenan en fonna paralela; la 

tercera fonna ele quitina es la ganuna quitina, la cual no ha siclo 

estudiada suficientemente. Se ha demostrado invariablemente que la alfa 

quitina es la fo11!la que se encuentra más ampliamente distribuida en la 

naturaleza. La alfa quitina es el componente principal del exoesqueleto 

ele los insectos, además se encuentra presente en hongos y animales. Su 

principal funci6n en los hongos es estructural, brindando soporte a la 

pared celular del organismo. La biosíntesis de quitina in vitro fue 

-~ 



demostrada por primera vez por Glaser & Brown (1957), quienes 

encontraron que una preparación libre de células de micelio de 

Neww.&potw. cM.6M catalizaba la incorporación de unidades de GlcNAc 

a partir de uridina 5-difosfato-N-acetil-D-glucosamina (UDP-GlcNAc) en 

un polímero cuyas características correspondían a la alfa quitina. 

La ecuaci6n general para la reacci6n de la síntesis de quitina es: 

UDP-GlcNAc + [¡i-(1,4)-GlcNAc Jn--7 

[ll-(1,4)-GlcNAc ln+l + UDP 

La reacción requiere de cationes divalentes (Mg 2+ o 1'b12+) y de 

GlcNAc como activadores de la reacción. IÁ'l enzima que cata] iza esta 

reacción es la UDP-2-acetamido-2-clesoxi-D-glucosa: quitina 4-beta-

acetamido clesoxiglucosiltransferasa (E C.2.4.1.16), conocida bajo el 

nombre trivial de quitina sintetasa. Los resultados obtenidos con 

diferentes preparaciones de enzima ele diferentes organismos indican que 

la quitina sintetasa es una enzima alostérica, 1a cual contiene más. de 

un sitio de tmi6n por molécula. !Il transferencia de GlcNJ\c eles de 

UDP-GlcNAc a una molécula aceptara parece suceder en un solo paso. 

· Sin embargo, la presencia de un aceptar cncl6geno no es absolutmnente 

necesaria para que ocurra la reacción. 

Ha sido investigada la posibilidad ele que una molécula lipídica 

participe como inteimediario de la reacción de la quitina sintetasa. 

En algtmos sistemas biológicos, la síntesis de polisacáridos complejos 

como por ejemplo mananas, ocurre por glicosilación mediada por lípidos 

o por gUcosilación directa. Los azúcares ligados a lípidos están 

involucrados en la síntesis de envolturas celulares, paredes celulares, 

complejos glicoproteína-pared celular, y glicoproteínas en una gran 

·" 

\ 
\ 
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variedad de procariotes y eucariotes· (Waechter y Lennarz, 1976; Elbein, 

1979). El componente lipídico que participa en estos sistemas corno una 11 

coenzima, actúa corno un 'intennediario y funciona en U!1 proceso cíclico. 

Usualmente, la coenzirna lipídica es un poliprenol fosforilado,' a menudo 

dolicol fosfato (lle1rnning, 1978). 

Por otra parte, se ha sugerido que los lípidos no participan·, 

directamente en la síntesis de quitina en los hongos, debido a que 

varios intentos para detectar un lípido intermediario en el sistema han 

sido infructuosos. Por lo anterior se ha aceptado que en general la 

quitina se sintetiza por transferencia directa ele unidades de GlcNJ\c 

desde UDP-GlcNAc al polímero en crecimiento. Existe evidencia ele la 

estimulación ele síntesis ele quitina por fosfolípiclos en el hongo. 

Muc.olt 1touúí. y en Sac.c.haJwmtjc.eh (McMurrough y B:-irtnicki-García, 1971; 

Durán y Cabib, 1978). 

En Bea;.,.toclacüel..ea eme./JlionU la presencia de un l ípido juega un 

papel necesario durante el elepósi to de qui tina en la superficie ele las 

esporas en proceso de enquistamiento. Se trata ele un glicolípido, corno 

lo son los lípiclos involucrados en la síntesis de otros pol isacáriclos en 

la pared celular ele otros organismos. Sin embargo, el glicolípiclo en 

B. e.me.Man.U no es un pol iprenol fosforilado como sucede en la síntesis 

de mananas, sino que más aún este lípielo no funciona como intermediario 

en un proceso cíclico, sino que parece actuar como un aceptar lipídico 

sobre el cual el polímero ele qui tina se construye (Mills y Cantina, 1980). 

En párrafos anteriores, se mencionó que la quitina sintetasa es una 

enzima alostérica, en la cual actúan como efectores alostéricos positivos 

tanto la GlcNAc como la N-N'-diacetilquitobiosa y algunas N-acetilquito

dextrinas (Mc.Murrough r. col., 1971; Peberdy y Moore, 1975). El UDP que 
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Figura 2 

-vía metabólica para la síntesis de quitina. Las enzimas involucradas 

en el metabolismo de la N-acctil-D-glucosamina (GlcNAc) y de la síntesis 

de qui tina son: (I) N-acetil-D-glucosamina kinasa; (II) N-acctil -D-gluc~ 

samina-6-fosfato dcsacctilasa; (III) glucosamina-6-fosfato desaminasa; 

(IV) glutamina-· fructosa-6-fosfato aminotransfcrasa; (V) glucosamina

fosfato acctiltransfcrasa; (VI) glucosamina-fosfato isomcrasa; (VII), 

UDPaccti lglucosamina pi rofosforilasa; (VIII) qui tina sintetasa. 

(Reproducido de Shcphcrd y_ col., 1980) 

'• 
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es un producto de la reacci6n de síntesis de quitina actaa como efector 

alostérico negativo de la enzima con una Ki aparente de 0.6 mM. La poli

oxina D es un antibi6tico pirimídico que actúa como inhibidor potente de 

fa quitina sintetasa de los hongos. La inhibición de la quitina 

sintetasa por polioxina D es del tipo competitivo con respecto al 

substrato UDP-GlcNAc, su Ki (1 pM) es 2-3 órdenes ele magnitud menor que 

la Km para el substrato. El mecanismo ele inhibición por la polioxina D 

se explica por la similitud estructural que tiene con el UDP-GlcNAc, lo 

que sugiere que compite por el sitio activo ele la enzüna (Gooday, 1977; 

Hori l_ col., 1974; Ende l_ col., 1970; etc.). 

La quitina sintetasa muestra cooperativielad positiva con respecto 

al UDP-GlcN/\c y es posible que esta enzima esté involucrada en la 

regulación de la morfogénesis celular. U1s propiedades del sistema de 

incorporación de GlcN/\c y de las enzimas responsables de su metabolismo 

sugieren que la partición de la GlcN/\c entre la síntesis de la pared 

celular (por tnnto de quitina) y su catabolismo vía fructosa-6-fosfato 

es un hecho cnicial en la morfogénesis (Shepherd r_ col., 1980a). En la 

figura 2 se muestra la vía metnbólica pnra la biosíntesis ele quitina. 

Se ha demostrado en Candi.da a.lb.í.ean!.> que la enzima responsable de la 

partición de GlcN/\c es la GlcN/\c kinasa, ésta es una enzima inducible 

(Sigh y Datta, 1978). Otro posible ptmto de control en la biosíntesis 

de la pared celular se encuentra a nivel de la quitina sintetasa, la 

cual por ser w1a enzima de membrana se ve afectada en su actividad por 

el contenido de lípidos en esta, particulannente de esteroles, los 

cuales disminuyen la actividad de quitina sintetasa (Shepherd r_ col., 

1980b). Cuando se examina bajo el microscopio electr6nico al producto de 

reacción de la quitina sintetasa, se observan mallas regulares de 

\ 
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microfibrillas largas con un diámetro aproximado de 20 nm muy similares 

a las paredes fonnndas in vivo (Ruíz-llerrera y llartnicki-García, 1974). 

El material sintetizado se tiñe intensamente con el colorante 

fluorescente específico para polisacáridos fibrilares Calcofluor M 2R. 

El análisis de difracción de rayos-X ha probado de manera concluyente, 

que el producto biosintetizado ·fue alfa quitina. La cristalinidad 

observada para la quitina sintetizada por la quitina sintetasa in vitro 

· fue comparable a la de la qui tina pura obtenida de Canc.eJr. mag.U..te.11.. 

ji¡ 

Como se ha mencionado anterionnente, los hongos filamentosos crecen 

por extensión de la punta de la hifa. Esta propiedad se considera el 

resultado de la fusi6n de vesículas que contienen las enzim;is sintetizan 

tes de la pared celular con la membrana plasmiitica en la zona apical de 

la hifa (Bartnicki-García y_ col., 1979). Las microfibrillas de quitina 

pueden ser sintetizadas in vitro por prcparnc.iones de qui tina sintetasa 

obtenidas de di versos hongos (Bartnicki-García y_ col., 1978). 

1. 01ytridiomycetes: micelio de AUomuc.u maCJtogljnU6. 

2. Zygomycetes: mkel io de Muc.otr. tr.oux.U. 

3. Hemiacomycetes: levadura de Saeeha.Jromuc.u c.eJtev.U..lae. 

4. Euascomycetes: micelio de NettltO-!ipotr.a CJLM-!ia. 

S. Homobasidiomycetes: basidiospora ele AgaJúc.ll-!i b.U.potr.U6. 

En todos los casos se ha encontrado que aparentemente unas vesículas 

de 40-70 nm ele diámetro son las responsables ele la biosíntesis de las 

microfibrillas in vitro (llracker y_ col., 1976). A estas estrncturas 

microvesiculares se les considera los contenedores de la quitina sintetasa 

en la célula, donde transportan a la enzima hasta su destino en la 

superficie celular, 
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Ruíz-llerrera }'._col., (1975) han propuesto que para que se fonne una 

microfibrilla de quitina es necesario que las cadenas moleculares de 

qÚitina s~an sintetizadas y ensambladas colectivrunente en el interior 

del quitosoma, para que posterionnente,al fundirse és~e con la· membrana 

plasmática en la zona apical de la hifa, se depositen las microfibrillas 

de quiÚna en la zona de creeimiehto de la pared celular, en el exterior 

de la célula . 

. Un mecanismo diferente ha sido propuesto para explicar la 

localización de la síntesis de pared celular alrededor de la zona de 

gemación en la levadura. Cabib y Farkas (1971) han encontrado que en 

Sa.c.c.haJtomyc.eli la qui tina sintetasa está distribuida unifonnemente en la 

membrana plasmática en fonna zimogénica, y la activación local del 

zimógcno por proteasas que llegan a los sitios específicos de síntesis 

de pared contenidas en vesículas, pernüten que la síntesis de quitina 

ocurra en una localización precisa alrededor de la zona de gemación. • 

Tanto la quitina sintetasa presente en los quitosomas corno la q:.ie 

se localiza en la membrnna plasmátirn, se encuentran predominantemente 

en fonna inactiva o zimogénica, la cml puede ser activada por 

prote61isis limitada (Cabib y l'arkas, 1971; Ruíz-llerrera y Bartnicki

García, 1976; Ryder y Peberdy, 1977; Isaac}'._ col., 1978; Arroyo-Begovich 

y Ruíz-Herrera, 1979). El carácter zimogénico de la enzima ha sido 

confinnado en preparaciones de quitina s'intetasa disociada de los 

quitosomas mediante el uso del detergente digitonina (Ruíz-Herrera y 

Bartnicki-García, 1974). 

Los zim6genos de quitina sintetasa de varios hongos requieren de 

la acción de diferentes tipos de proteasas. La fcinna zimogén:i.ca de 

MU12.o/t ILOUX.Ü se activa mejor con remilasa (preparación cmda de proteasas 

\ 
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ácidas de Mu.coll. mú.JúeJ.) que con trii)Sina (proteasa neutra); por el 

contrario, la fonna zimogénica de Ne.u.ll.01.>polta c.JtaMa y de A9aJúcu.J.i b.Uipoll.Ul> 

r.esponden mejor a la acci6n de tripsina que a la de renilasa, De a~uerdo 

con lo anterior, se ha sugerido que la quitina sintetasa se produce en la 

célula en follTia de zim6geno (llartnicki-Garda _r ·col., 1979¡ Arroyo-Begovich 

y Ruíz-Herrera,: 1979). La existencia de una fonna activa y otra i'nactiva 

de quitina sintetasa en la célula, sugiere que, posiblemente in vivo,la 

célula detennine el sitio donde han de sintetizarse las microfibrillas de 

quitina mediante un mecanismo de prote6lisis controlada¡ por ejemplo, en 

Sac.c.hMomqc.u se ha reportado la existencia en el ci tosol de tma proteína 

ternoestable de carácter soluble, Esta proteína es capaz de unirse 

selectivmnente a una j)roteasa denominada factor activante (FA), e. inhibir 

su actividad corno consecuencia, Esta proteasa ha s:ido identificada como 

la proteinasa B, esta es la proteasa que activa a la qui ti1Ía sintetasa 

zimogénica en la levadura, de tal fonna que la proteína tennoestable de 

peso molecular aproximLido de 8,500 daltoncs funciona como tm inhibidor 

de la síntesis de quitina por interferir directamente con el proceso de 

activaci6n del zirnógeno (Cabib y Farkas, 1971}, La figura 3 1nuestra un 

esquema para la activación de la quitina sintct<isa de levadura propuesto 

por Cabib l'.. col. (1973), 

Por otra parte, L6pez-Romcro l'.. col, (1978) reporta l¡¡ presencia de 

una proteína soluble en el ci tosol de la fonn<i de lew1dura de Mu.col!, MUX.Ü 

que es capaz de inhibir la sfotcsis de qui tina in vitro, fa! contraste con 

el inhibidor de Sac.chaMmqc.C-6, el inhibidor de Muc.oll. ll.ouxü. no interfiere 

con la activación proteolítica de la quitina sintetasa zimogénica, por lo 

que se ha postulado que esta proteína inliibi toria inJiiba directamente a la. 

quitina sintetasa en su fama activa (McMurrough y Bartnicki-García, 1973¡ 

l.ópez-Romero y Ruíz-Herrera, 1976). 
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Figura 3 

Esquema propuesto para la activación de la quitina sintetasa de 

levadura, (Reproducido de Cabib y_ col., 1973). 
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E, OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO 

NeUJto~polUl c/la.6~a es un hongo Euascomyceto que se distingue de 

otros hongos principalmente por formar ascosporas, estructuras que son 

la fonna de reproducción sexual del organismo. Este hongo posee micelio 

vegetativo compuesto por hifas septadas que se remifican'profusarnente y 

que contienen de uno a varios núcleos por célula. Existen poros en la 

pared del hongo a nivel de los septos que comunican las células adya· 

centes y que penniten el paso de los núcleos y ele material citoplásmico 

entre una célula y otra. El micelio de N. CllitMa fonna esporas 

vegetativas también ll;unndas conidias, cuando los nutrientes del medio 

de cultivo empiezan a agotarse, Estas conidias son la forma de 

reproducción asexual del organi srno, 

La pared celular de la hifa madura de Ja cepa silvestre de N. C.ll.aMa, 

contiene 25-35% de beta (1,3) glucanas, 8-10% de alfa quitina, 10-15'1, de 

proteínas y pépticlos, 15-20'1, ele otras glucanas, 2-8% de polímeros de 

galactosnmina y cantidades muy reducidas de otros componentes mcnorqs 

(Potgieter y Alexander, 1965¡ Mahadevan y Tatwn, 1965, 1967¡ Manocha y 

Colvin, 1967¡ Schmit l'.. col,, 1975; Canlemil y Pincheira, 19.79, etc,}, 

Aunque se conocen las posiciones relativas de varios ele los componentes 

mencionados dentro de la estructura de la pared celular ()'!ahadevan y 

Tatum, 1967; l!unsley y Bumett, 1970), el mecanismo de ens;unblaje de 

estos componentes se desconoce totalmente, 

Como se mencionó en la sección correspondiente a la biosíntesis de 

quitina de esta Introducción, la qui tina sintetasa es una enzima 

alostérica en la cual act!lan como reguladores alostéricos la GlcNAc, la 

N-W-diacetilqui tobiosa. y las N-acetilqui todextrinas, y el UDP, Por 

otra parte, se ha reportado la existencia de inhibiclores ele la 
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actividad de quitina sintetasa in vitre, En el caso de M., /toux.ü. se ha 
'/ 

reportado la existencia de un inhibidor de la fonna activa de la quitina, 

sintetasa (L6pez~Romero r_:col,, 1978), mientras que en Saec.haJtomyeC?A se 

ha reportado un inhibidor de la activación proteolítica de la quitina 

sintetasa (Cabib y Farkas, 1971). 

N. cJtMha es un organismo que se encuentra filogenéticamente más 

relacionado al Ascomycete SaeehaJromyeC?A que al Zygomycete M. /toux.ü.. 

En N. CluL6M no se ha estudiado la regulación de la actividad de la 

quitina sintetasa por inhibiclores como los que han siclo descritos para 

M. '1.0UX.Ü. y Saec.ho.Jtomyeeh. Por lo anterior, resulta ele interés 

investigar la existencia del mecanismo por el cual se encuentra 

regulada la actividad ele quitina sintetasa en N. C'.!Ut6Ml, De acuerdo con 

lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivos centrales los 

siguientes: 

1. Investigar la presencia de actividad inhibitoria ele quitina sintetasa 

en Neww<ipoM cJtMha. 

2. Identificar y caracterizar a la molécula responsable de la actividad 

inhibitoria. 

3. Investigar el mecanismo de acción por el cual dicha molécula ejerce 

la inhibición de la síntesis de quitina, 

4. Discutir el mecanismo de regulación de la síntesis de qui tina 

involucra9o en este hongo, 



II. MATERIALES Y METODOS 

1. MATERIALES QUIMICOS 

a. PROI'EINAS: Tripsina, albúmina sérica bovina, hemoglobina, citocr:omo e, 

inhibidor de tripsina de frijol de soya y la quitinasa de StJteptomycel> 

gWeuti se obtuvieron de Sigma Chemical (St. Louis, ~b.) . 

b. CARBOHIDRATOS: N-acetil-D-glucosamina, UDP-N-acetil-D-glucosamina, 

N-acetil-D-glucosamina-6-fosfato, N-acetil-D-glucosamina-1-fosfato y 

N-N' -diacetilqui tobiosa se obtuvieron de Sigma Chemi.cal Co. (St. Louis, 

Mo.). Quitotriosa y quitotetraosa fueron preparados de acuerdo al 

método de Rupley, ,J.A. (1964). 1.1 UDP-t 1'1d-N-acetil-D-glucosamina 
/ 

(O. 029 Ci nunol - 1) fue obtenida de Ncw England Nt1c] car. 

c. GELES PMA FILTRACION: Sephadex-G-25 (fino) y Scphadex G-100 se 

obtuvieron de Phannacia Fine Chcmicals. Ultrogel AcA-54 se obtuvo de 

LKB. Biogel A-Sm y DEAE-celulosa en polvo (Cellex D) se obtuvieron de 

Bio-Rad (Richmond, CA.). 

d. PLACAS DE CRCNATOGRAFIA: Las placas de cromatografía de capa fina en 

DEAE-celulosa fueron preparadas como sigue: se trat6 la resina con HCl 1N 

por 10 min; luego se lav6 con agua destilada dos veces; a continuaci6n 

se trat6 con NaOH 1N por 10 min y se lav6 con agua destilada tres veces; 

se resuspendi6 la resina en NaCl 0.4 M más HCl 0.2 M durante 1 hora y se 
1 

lav6 con agua destilada cinco veces. Finalmente se resuspendi6 en agua 

bidestilada más NaN 3 al O. 02% y se guard6 en el refrigerador. Las placas 

se prepararon extendiendo 14 ml de la suspensi6n de DEAE-celulosa en agua 
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sobre la· placa de vidri.o (2, S x 20 cm) y secándolas a temperatura 

ambiente por lS horas. 

2. MEDIO DE CULTIVO 

a. !>!?DIO LIQUIDO DE CRECIMIENTO; Se empleó el medio mínimo (N) de Vogel, 

H.J. ( 19S6), El medio se preparó concentrado SO veces como se describe 

a continuación: en 750 ml de agua destilada se le disolvieron sucesiva-

mente bajo agitación constante y a temperatura ;imbiente bs siguientes 

substancias: 
5¡('H20 1 SO gramos 

Na3 citrato, 
2 l-120 125 gramos 

· KH2P04, anhidro 250 gramos 

NH4N03, anhidro 100 gramos 

MgS04, 71120 10 gramos 

2 H2 0 5 gramos 
CaCl2, 

anhidro 3.77 gramos 

Elementos Traza (solución) s ml 

Biotina (solución) 2.5 ml 

La solución resultante se ajustó a un volumen de 1 litro. Se 

agregaron 2 ml de cloroformo como preservativo y el medio resultante 

·22 

concentrado SO veces se almacenó a temperatura ambiente, Para usarlo se 

diluyó el medio concentrado SO veces con agua destilada. Al medio 

resultante se le denominó medio N. El medio tenía un pH alrededor de 

'' 
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S.8. El medio N se suplementó con sacarosa como fue~te de carbono 

(20 gramos por litro) y se esterilizd en autoclave a 121°C.duran.te 

lS-20 min, 

La soluci6n de elementos traza se prepar6 como sigue: en· 9S ml de 

agua destilada, se disolvi6 sucesivamente bajo agitaci6n a temperatura 

ambiente: 
agente 

Acido cítrico, 1 H20 (solubilizante) S. O gramos 

ZnS04, 7 H20 s.o gramos 

Fe (NH4 h (SO,, h, 6 H20 1.0 gramos 

CuS04, s 1120 0.2S gramos 

MnSo4, 1 H20 O.OS gramos 

H3B03, ahidro O. OS gramos 

Na2~!oo,,, 2 llzO O.OS gramos 

El volLunen final resultan te fue alrededor de 100 ml. Se agreg6 

ml de clorofonno como preservativo, y se almacen6 a temperatura 

ambiente. La solución de biotina se preparó disolviendo S.O mg de 

biotina en SO ml de agua destilada. La solución resultante se repartió 

en tubos de ensayo y se almacenó congelada. 

b. MEDIO SOLIOO DE CRECIMIENTO: Medio mínimo (N) más agar al 1. S9•• Se 

colocó caliente en tubos de en:;ayo con tapas de rosca y se esteriliz6 en 

autoclave a 121°C durante lS-20 min. Los tubos se dejaron enfriar en 

posici6n inclinada. 
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3, SOLUCIONES AMORTIGUADORAS 

Al-DRTIGUAJXlR A. TRIS (base) O.OS M, MgC1 2 0,01 M, EIITA .0.001 M, NaN3 

0,03 M, el pH se ajustó a 8,6 con HCl, 

AMORTIGUADOR B. KH2P04 O.OS M, MgCl2 0,01 M, EDTA 0:001 M, NaN3 0;03 M, 

el pH se ajustó a 6.1 con NaOH. 

4. CRECIMIENTO Y PREPARACION DE Neuho&poha eha&&a 

a. MANI'ENIMIENTO DE LA CEPA; En tocios los experimentos se emple6 la cepa 

silvestre de Newr.o.tipo!ta. c.Jta,6.!ia 74-J\; ésta se mantuvo en tubos con medio 

mínimo sólido. 

b. PREPJ\RACION DEL INOCULO: Debido al e1 evado número de coniclias qu.e se 

requieren para inocular al medio mínimo líquido (N), fue necesario 

obtenerlas de botellas de Roux que contenían 200 ml de medio s6liclo. 

Una vez inoculadas las botellas se incubaron a 30°C los primeros dos 

días y a continuación se dejaron a temperatura ambiente durante cinco 

días más en presencia de luz. Una vez maduras las coniclias se cosecharon 

como sigue: se agregó agua destilada esteril (SO ml) dentro ele las 

botellas de Roux que contenían el cultivo nmluro, se cerró con tapón ele 

hule estéril y se agitó la botella vigorosamente para resuspender a las 

conidias. La suspensión se transfiri6 a otro matraz estéril mediante 

filtraci6n a través de dos capas de gasa estéril colocadas en un embudo 

estéril con el prop6sito de eliminar los fragmentos de micelio. La 

suspensi6n de coniclias se lavó tma vez por centrifugación a 3 ,000 rpm con 

agua estéril, finalmente las conidias se suspendieron en un volumen 
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conocido de agua destilada estéril. Las conidias se contaron usando una 

cámara ele Neubauer. Las conidias se inocularon a raz6n de 1 x lcf.iconidias 

por ml. 
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c. CRECIMIENTO Y COSEC11A: Una vez inoculado el medio (N) líquido con las 

conidias, se incub6 a 30°C durante dos días bajo aereaci6n vigorosa por 

medio de burbujeo continuo de aire estéril. La cosecha se realiz6 por 

filtración a través de dos capas de gasa, El micelio fue fragmentado a 

mano y liofilizado. El micelio liofilizado fue molido empleando una 

malla número 60 en un molino Wiley y se almacenó a - 60°C. 

d. OBTENCION DE EXTRACfOS: A dos gramos de micelio en polvo se les resus

pcndió en 30 ml de solución amortiguadora A (pH 8 .6) y se les mezcló con 

20 ml de perlas de vidrio (0.~5-0.50 nnn diámetro) y se les homogeneizó 

durante un minuto en un homogeneizaclor de c61ulas modelo Brawn MSK, 

enfriando la mezcla con C02 comprimido. Al homogeneizado resultante se 

le centrifugó a 1,000 g por 5 min para eliminar las paredes celulares 

y células no rotas; luego se centrifug6 a 68,000 g (rav) durante 60 min. 

El sobrenadan te resultante fue la fuente a partí r de la cual se 

purificaron los quitosomas y la actividad inhibitoria de quitina sinte

tasa. 

e. PURI FICACION DE QUITOSCMAS: El procedimiento de purificación de . 

qui tosomas empl cado fue una modificación del método descrito por Ruíz

Herrera l'.. col., (1977). Se filtraron 18 ml de la fracción sobrenadante 

de 68,000 g (rav) a través de una colw1ma de Biogel A-5m (2.5 x 35 cm) 

previamente equilibrada con amortiguador A. La colwnna se eluy6 con el 

mismo amortiguador. Se colectaron fracciones de 3 ml. La actividad de 

qui tina sintetasa presente en las fracciones colectadas se determinó 

toniando muestras ele 50 µl. La actividad de quitina sintetasa se 

encontr6 localizada en el volumen de exclusión de la colwmna: Las 5 

fracciones que contenían la mayor actividad de quitina sintetasa se 
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juntaron y se les midi6 la absorbancia a 260 rnn y a 280 nm. Se calculó 

el contenido de ribosomas por ml de la preparac'ión, considerando que 

11 · U de absorbancia a 260 nm corresponden a 1 mg de ribosomas por m1. 

Para eliminar los ribosomas de la preparaci6n se le agreg6 ribonucleasa 

a raz6n de 25 µg por mg de proteína ribosomal y se les incubó durante 
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15 mina 22°C en la obscuridad; a continuación se le ccntrifug6 a 10,000g 

(rav) durante 20 min. La fracci6n sobrenadante constituy6 la preparación 

de quitosomas que fue utilizada en los ensayos de quitina sintetasa. 

5. ENSAYOS 

a. QUITINA SINTETASA: J,1 actividad de qui tina sintetasa se ensayó midiendo 

la incorporación de N' -acetil-D-glucosamina (GlcNAc) en qui tina "siguiendo 

una modificación del procedimiento descrito por Ruíz-llcrrcra y Bartnicki

García, (1976). Las mezclas estándard de incubación para detenninar la 

actividad de qui.tina sintet¡:¡sa contenían en rnnortiguador A las siguientes 

substancias: N-acetil-D-glucosamina 20 mM, UUP-[l'1c1.N-acctil-D-glucosamina 

0.5 mM (290.0 mCi por mrnol) y ATP 0.2 m.\I, además 10 pl de w1a soluci6n de 

tripsina (100 µg por ml) y 25 µl de la preparación de qui tosomas (37 µg 

de proteína) como fuente de quitina sintetasa, en volumen final de 0.125ml. 

Las mezclas cstiindard de reacción para qui tina sintetasa se incubaron 

normalmente durante 60 min a temperatura ambiente (22°C). La reatción se 

detuvo en vari~s fo1mas: por la adición de polioxina D; por la adición de 

1 ml de NaCXi 1 N o por calentamiento a 7 5 ºC durante 5 min. En los casos 

en que se detuvo la reacción por calentamiento o por adición de polioxina 

D, el ensayo de los productos de la reacción se llevó a cabo por medio 

de cromatografía en capa fina en placas de DEAE-celulosa, con~ se describe 
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más adelante para el ensayo de qu~tinas¡¡, J,¡¡. cromatograf~a en capa fina 

de DEAE-celulosa permite separar la qui tina fonnada del substr¡ito (UDP

GlcNAc) no utiliza~o por la. quitina sintetasa, además se logr6 separar 
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a los oligosacáridos de quitina que fueron producidos durante la reacción, 

La radioactividad incorporada en quitina permanece en el origen de 

la placa cromatográfica aún después de los dos pasos cromatogrlificos 

empleados. La zona de la placa que correspondía al origen se desprendió 

del vidrio y se suspendió en 5 ml de líquido de centelleo no acuoso (100 

mg de dimetil POPO!' y 2 g de PPO en 1 lt de tolueno) en viales de conteo · 

y la radioactividad incorporada en el material insoluble se detenninó por 

medio de un espectrómetro de centelleo líquido Packard Tri-Carb Modelo 

2425 con una eficiencia para. 14C de 80.2%. La actividad de quitina 

sintetasa se expresó como nanomolas de N-acetil-D-glucosamina incorporada 

por mg de proteína por minuto. 

Para ensayar la actividad inhibitoria de quitina sintetasa, la 

reacción se detuvo por la adición de 1 ml de NaCH 1 N .Y posterionnerite 

las mezclas se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio (\\'hatman, 

grado 934-N-I de 24 111111 de diámetro). Los filtros se lavaron dos veces con 

20 ml de NaOH 1 N y luego dos veces más con 20 1111 de una mezcla de lavado . 

compuesta de ácido acético 0.5 N y etanol 95% (4:1) v/v. Los filtros se 

secaron a lOOºC durante 10 min. La radioactividad retenida en los filtros 

correspondió a la quitina f01inada por el sistema de ensayo. Esta se 

cuantificó en la misma fomia que la descrita para medir la radioactividad 

en las placas de DEAE-celulosa. Una tmidad de actividad inhibitoria 

corresponde a la cantidad que causó 1% de inhibición de la actividad de 

quitina sintetasa, 
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b. QUITINASA: El ensayo de la actividad de quitinasa en las preparaciones 

de inhibidor de quitina sintetasa se llevó a cabo siguiendo una modifica

. ·ción del método descrito por Molano }'._col. (1979). Los substratos 

empleados fueron tanto qui tina prefonnada como qui tina naciente. Para el 

ensayo en presencia de quitina preformada, primero se dio oportunidad de 

que se formara quitina en la mezcla de incubación estándard para quitina 

sintetasa durante 1 hora a 22°C y posterionnente la reacción se detuvo 

calentando a 75°C por 5 minutos. Entonces se agregó la preparación de 

inhibid9r de qui tina sintetasa y se continuó la incubación durante 60 

minutos más. La reacción se detuvo por calentamiento a 7SºC durante 

5 minutos. Para el ensayo de actividad de quitinasa en presencia de 
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qui tina naciente, la síntesis de qui tina se inició en el momento .de 

agregar la preparación de inhibidor de quitina sintetasa en un sistema de 

mezcla de reacción cstándard ¡xm1 quitina sintetasa. La incubación se 

continuó durante 60 minutos a 22°C y luego se detuvo la reacción por 

calentamiento a 7 SºC por 5 minutos. 

El ensayo de los productos de reacción de 1 a qui timsa se llevó a 

cabo por medio de cromatografía en capa fina en placas de DEAE-celulosa. 

Las placas se sometieron en primer lugar a cromatografía ascendente 

empleando agua como solvente. Los oligosacáridos producidos por la 

reacción de la qui ti nasa viajan con el frente del sol vente mientras que 

la quitina y el UDP-GlcNAc que no reaccionó pennanecen en el origen. 

Cuando el frente del solvente se acercó a 1 cm del final de la placa 

se sacaron las placas de la cámara de cromatografía y se secaron en el 

horno a 100°C por 10 min. Entonces se recortó un segmento de 3 cm de 

ancho de la película de DEAE-celulosa y se colocó en un vial de centelleo 

y se le agregó 5 ml de líquido de centelleo no acuoso y se contaron. Las 

\ 
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placas se ·sometieron a una segunda cromatografía en la misma dirección 

empleando una solución 0.4 M de NaCl que contenía 0,2 M de HCl como 

solvente. En esta segunda cromatografía se obtiene la migración del 

UDP-GlcNAc mientras que la quitina permanece inm6vil en el origen de la 

placa cromatográfica. Las placas se secaron como en el paso anterior y 

posteriormente se cortaron segmentos de 1 on de ancho de la película de 

DEAE-celulosa y se colocaron en viales <le conteo con 5 ml de líqu.ido de 

centelleo no acuoso para cuantifi.car la radioactividad cli.stri.buicla en 

diferentes zonas de la placa y así poder. cletenni.nar la posición y 

cantidad de los compuestos producidos por las enzimas presentes en el 

sistema de ensayo. 

c. CRCJ>IATOGRAFIA EN PAPEL: La cromatografía en papel de los oligosacáridos 

liberados de la quitina por acción ele la quitinasa se llevó a cabo de 

acuerdo al método descrito por Powning Irzykicwics (1965), en tiras de 

papel para cromatografía \\~1atman 3 MM ele 4 x SO cm. Los cromatogrrunas 

se irrigaron de manera descendente con alcohol isa-amílico: piridina: 
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agua ·c1 :1:0.8 v/v) durante alrededor de 15 h. La presencia de azúcares 

reductores fue detectada sobre los cromatogramas haciendo uso del reactivo 

de ni trato ele plata (Trevelyan r_ col., 1950). 

d. CROOTCA3RAFIA ANALITICA EN GEL: Se utilizaron Ultrogel AcA-54 y una 

colUJ1U1a de flujo hacia arriba. La longitud de la cnma de gel fue 

140 x 1.8 cm, y su volumen fue de 356 ml. El volumen excluÍdo se 

determinó con la molécula de Dextrano Azul 2000 (Phannacia). La curva de 

selectividad se preparó asumiendo tma interrelación similar de fonna y 

peso molecular para todos los estándares usados, así como para la quitinasa, 

\ 
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El valor de Kav fue usado· como· parámetro . de eluci6n (Ackers, 1964) , 

\ . . ' . . 

e, PRarEINA: La detenÍlinación de la proteína fue hecha por el método de 

Lowry Y. col. (1951), Se utilizó como estándard para las determinaciones 

a la albúmina sérica bovina, fracción V, 
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111. RESULTADOS 

Con el objeto de investigar la presencia de un inhibidor de la 

actividad de quitina sintetasa en N. CJuUióa, preparaciones enzimáticas 

de es.te organismo se ensayaron en presencia o en ausencia de muestras 

de citosol obtenidas a partir de este mismo organismo. Se utiliz6 

citosol porque esta fracción ha mostrado en el sistema de M. 11.0ux.ll 

contener la actividad inhibitoria de la quitina sintetasa (McMurrough y 

Bartnicki-García, 1973; López-Romero rcol., 1978). 

A, DEMOSTRACION DE LA EXISTENCIA DE UNA ACTIVIDAD INHIBITORIA 
DE LA QUITINA SINTETASA EN N. e~aóóa, 

En la Tabla I se muestra que en presencia ele citosol la actividad 

de qui tina sintetasa aparentemente se inhibió 40i. Cuando se exrunin6 el 

efecto de la adición de cantidades crecientes de citosol, se encontró que 

la actividad de la quitina sintetasa solo pudo ser inhibida hasta llI,1 

máximo de ssi (Fig. 4). 

B. REVERSIBILIDAD DEL EFECTO INHIBITORIO SOBRE LA ACTIVIDAD 
DE LA QUITINA SINTETASA, 

En vista del hallazgo de la presencia de actividad inhibitoria de la 

quitina sintetasa en el citosol de N. CJuUióa, resultó de interés inves

tigar si dicha actividad inhibitoria era ejercida de fonna reversible o 

irreversible. Para ello se incubó la preparación de quitosomas de 

N. cJut.6.óa con tripsina a una concentraci6n final y 1 11g por ml durante 

1 min con la finalidad de activar a la quitina sintetasa ele los quitosomas; 
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TABLA 1 

EFECTO DE !.A ADICION DE CITOSOL SOBRE !.A ACTIVIDAD DE !.A 

QUITINA SINTETASA 

Adiciones 

Ninguna 

Citosol 

Actividad de la * 
quitina sintetasa 

(nmoles min-1) 

SS.O 

33,0 

Inhibición 
aparente 

i 

o 
'10 

La fracción de c!tosol (10 µl, 60 ng protefna) fue agregada a la 

mezcla de ensayo de quitina sintctasa cstándard e incubada por 30 min · 

a 22°C. La actividad de la quitina sintetasa se midió como se 

describe en "Materiales y Métodos". 

* runo les de 14c GlcNAc incorporadas en qui tina, 

32 
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Figura 4 

Efecto del citosol sobre la actividad de quitina sintetasa. Se adicio

naron cantidades crecientes de citosol y se midi6 la actividad de 

quitina sintetasa residual como se describe en la secci6n de "Materiales 

y Métodos". 

. '"' 
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la mezcla se centrifugó a 160, 000 g (rav) durante 60 min a 4 ºC y se lavó 

con amortiguador A dos veces para detener la acción de la tripsina, La 

preparación de quitosomas as! activados se incubó durante 30 min a 22°C 

en presencia de citosol y de la mezcla de reacción para el ensayo de la 

actividad de qui tina sintetasa. Se tomaron muestras de 100 µ 1, la 

reacción en ellas se deti.wo con NaOH 1 N, las muestras se fiitraron a 

través de filtros de fibra de vidrio como se describe en "Materiales y 

Métodos". Al resto de la mezcla de incubación se le centrifugó a 

160,000 g (rav) para colectar a los quitosomas. Se lavó el precipitado 

(quitosomas) con amortiguador A dos veces y se resuspen<lió en un volumen 

igual al que tenía antes de ser centrifugada. Ahora se ensayó la 

actividad de quitina sintetasa residual en los quitosomas elespu~s ele 

haber eliminado al ci tosol. Se tomaron fracciones de 100 µ 1 de la 

suspensión de quitosomas lavados y se le~ agregó 25 µ"1 ele la mezcla de 

reacción para quitina sintetasa, se incubó esta mezcla durante 30 min a 

22°C, se detuvo la reacción de quitina sintetasa afíadiendo NaOH 1 N y se 

cuantificó la qui tina formada midiendo la radioactividad retenida en el 

filtro de fibra de vidrio. Los resultados de este experimento se 

muestran en la Tabla II, en ella se obs1)rva que cuando se incubó la 

preparación de quitina sintetasa previamente activada en presencia de la 

preparación de inhibidor (citosol) se logró inhibir en 63.si la cantidad 

de quitina fo1111a<la por la sintetasa con respecto a una preparación 

control tratada en igual forma pero en ausencia ele citosol. Sin embargo, 

cuando se retiró al inhibidor por medio de lavados no hubo diferencia 

entre la actividad de quitina sintetasa exhibida por las muestras control 

no tratadas con citosol y aquellas tratadas con éste. Se observó 

también que la quitina sintetasa recuperada después de haber eliminado 



TABlA II 

DEMOSTRACION DE lA REVERSIBILIDAD DEL EFECTO INHIBITORIO SOBRE lA 

ACTIVIDAD DE QUITINA SINTETASA 

INHIBICION EN PRESENCIA DE CITOSOL INHIBICION IID1ANENTE DESPUES DE 
LAVAR lA MUESTRA 

Actividad Total 
(unidades) 

224 (613) 

i de 
inhibición 

63.5* 

Actividad Total 
(unidades) 

357 (348) 

i de 
inhibición 

º"' 

Los valores entre partlntesis corresponden a la actividad total de quitina sintetasa de la muestra controL __ ._ 

~ % de inhibición de la actividad de quitina sintetasa calculado con respecto a la actividad total de una 

muestra control idéntica, tratada en igúal forma pero en ausencia de citosol, 
w 
m 



la preparación de ~nhibidor contimi6 siendo suceptible a la acción 

inhibito;da del citosol (datos no mostrados}, 
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L~s anteriores resultados indican que el efecto inhibitorio del 

citosol sobre la síntesis de quitina se efectud en foi-ma reversible, por 

tanto, se puede descartar la posibilidad de que este efecto inhibitorio 

fuera debido a destrucci6n de la enzima quitina sintetasa, destrucci6n 

que era posible por la acci6n de proteasas que estaban presentes en el 

citosol que se utiliz6. 

· C, PURIFICACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA 
QUITINA ~INTETASA DE N. ckaaaa. 

PASO I. Todas las operaciones se Jlevaron a cabo entre 2-4°C. La fracci6n 

del citosol obtenida a partir de 10 g ·de micelio molido (peso seco) se 

centrifug6 a 160,000 g (rav) durante 60 min para eliminar los restos 

celulares, partículas subcelulares y material insoluble. 

PASO II. Al sobrenadnnte de 160,000 se le agreg6 sulfato de amonio s6lido 

bajo agitación continua hasta alcanzar 45 9, de saturación, después de 

incubar la mezcla 20 min se le centrifugó a 10,000 g (rav) durante 20 min. 

La fracción precipitada por sulfato de amonio se resuspendió en un 

volumen de 11 ml de amortiguador A y se dializó contra varios cambios de 

amortiguador B. Al dializado se le centrifugó a 160,000 g (rav) para 

remover el material insoluble. 

PASO III. Cromatografía en Sephadex G-100, Al subrenadante obteniJo del 

paso II (13 .5 ml) se le aplic6 a una columna de Sephadex G-100 (99 x 1. 9 on) 

previamente equilibrada con el amortiguador B. La elución se llevó a cabo 

empleando el mismo amortiguador, se colectaron fracciones de 5 ml. Como se 
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Figura S 

Purificación de la actividad inhibitoria de quitina sintetasa por 

filtración en Scphadex G-100. El citosol crudo fue precipitado con 

sulfato de amonio a 45'& de saturación; el precipitado se disolvió en 

amortiguador B y se dializó en el mismo amortiguador; se aplicó (11 ml; 

143 mg de proteína) a una colwnna de Scphadex G-100 (99 x 1 . 9 cm) y se 

eluyó con amortiguador B. Se colectaron fracciones de S ml. Se midió 

la absorbancia a 280 run ( • ) y la actividad inhibitoria se expresó en 

unidades ( e ) . (Ver "Materiales y ~létodos"). 

\ 
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muestra en la figura 5 las fraccione~ que contenían al principal pico de 

actividad inhibitoria de quitina sintetasa (35-62) se juntaron y se 

concentraron con tm equipo de ultrafiltración Amincon equip.ado con una 

membrana PM-10 bajo presión de N2 hasta un volumen de 12 ml, 

PASO IV. Cromatografía en Seph<1dex G-25. A las fracciones concentraclas 

obtenidas en el paso de cromatografía anterior se les aplicó a tma 

colwnna de Sephadex G-25 (fino) de 87 x 1.9 cm previamente equilibrada con 

amortiguador B. La elución se llevó a cabo con el mismo amortiguador v 

se colectaron fracciones de 5 ml. En la Figura 6 se muestra el patrón ele 

eluci6n de la actividad inhibitoria ele qui tina sintetasa en Se¡1haclex 

G-25 (fino), se puede observar que la CJctivicbd inhibitoria se retiene en 

la colunma y se eluye de ellCJ con 1m vo1rnncn dC' amortig1mdor mayor que el 

vohm1en ele exclusión ele la columna. lns fracciones con actividad 

inhibitoria (62-110) se juntaron y se concentraron por ultrafiltración 

como se TIK'ncionó p:ir;i el paso ~mterior, hasta 1m vohm1en de S ml. Las 

colw;u1as de Scphatlex separan a la ¡¡ct"ivicl:icl inhibitoria de la quitina 

sintetasa ele la mayor parte de la proteím que se encuentra en la 

frncción cnncl'nt r;1rla con sulfato Je :1rnonio, pos ib1cmente debido en parte 

a las propiedades del gel ele separar por fonn<1 y peso, pero también por 

tma interacción entre la molfcula responsable de la actividad inhibitoria 

y la matriz del gel. 

En la Figura 7 se muestra Ja curva de inhibición ele la actividad de 

quitina sintetasa que se obtuvo al adicionar la fracción concentrada de 

la actividad inhibitoria que se obtuvo en la cromatografía en Sephadex 

G-25 (fino). De igual manera que en la ciirva de inhibición que se 

obtuvo con la frcicción Je citosol CJ11clo, no se logró alcé!nzar el 100~ de 

inhibición de la acti,·iclad ele quitina sinte:tasa, saturándose el sistema 



I+ l 

Figura 6 

Purificación de la actividad inhihi toria por filtración en Sepha<lex G-25. 

La actividad inhibitoria separada por filtración en Scphmlex G-100 

(fracciones 35-62; figura S) se conccntrarnn (12 ml; 31.5 mg de proteína) 

y se aplicaron a una coltmma de Sephadex G-25 (fino) de 87 x 1.9 cm; se 

eluyó con amortiguador !l. Se colectaron fracciones de S ml. Se midió 

la absorbancia de 280 run ( e» ) y la actividad inhi bito ria se expresó en 

unidades ( e ) . (Ver "Materiales y ~létotlos"). 
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Figura 7 

Efecto de la actividad inhibitoria purificada sobre la quitina sintetasa. 

Se adicionaron rnntidades crecientes de la actividad inhibí toria purifi

cada obtenida mediante el procedimiento de purificación descrito y se 

midió la actividad de quitina sintetasn. (Ver "Materiales y Métodos"). 





TJ\BLA III 

RESUMEN DE !A i'Ull.fflü\CJCT'l DE !A /\Cl'JVTllJ\U INIITBITORIA DE QUITINA SINTEfJ\SJ\ DE Neu!tal>potut C/Ul.6l>a 

Paso No. Fracci6n Proteina J\ctivi<la<l /\ctivi<la<l Pu ri ficaci6n Recuperaci6n 
total. (rng) total (unidades) específica (veces) i 

(unidndes/mg) 

Extrnct·o 586 131,859 225 100 
crudo 

2 Precipitado 143 58,500 410 1.8 44,3 
(NI! ) SO 

3 Scphadcx 31. 5 46,666 1,481 6.6 35.3 
G-100 (pool) 

4 Sephadcx 0.9 10,885 12,091\ 53.7 8.2 
G-25 (pool) 

1~'1 nctividncl inhi.bi toria fue rnedidn empleando qui.tina naciente como sustrato, corno se describe en "Materiales y 

~létodos". 

l.lnn 1111idnd de actividad inhibitorin fue la cantidad que caus6 n de inhibici6n de la actividad de quitina sintetasa. 
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en un valor cercano al soi de inhibición, La Tabla III muestra los 

resultados obtenidos durante la purificación parcial de la actividad 

inhibitoria de quitina sintetasa presente en el citosol. La recuperación 

obtenida fue de 8. 2% y se logr6 purificar 54 veces a partir del ci tosol 

crudo. La actividad inhibitoria se ex11resó en unidades, una tmidad de 

actividad inhi bito ria fue la cantidad que caus6 1 'l, de inhibición de 1 a 

actividad de quitina sintetasa. 

D, MECANISMO DE ACCION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA 
QUITINA SINTETASA, 

Con la final ichld de probar si la actividad del inhibidor de la 

qui tina si ntctasa purificado cm en realidad la consecuencia de hidro] is is 

de la qui tina que se producía por la acción de la quitina sintctasa, y no 

a un efecto inhibitorio directo sobre la proteína enzimiitica misma, se 

ensayó la presl'ncia de actividad hiLlrolítica de quitina (quitinasa) en las 

preparaciones de inhibidor parcialmente purificado. Se utilizaron como 

substratos de la reacción tanto qui tina previamente fonnada en un sistema 

cstfindard de síntesis de quitina (descd to en ''i-hteriales y Métodos"), 

así como qui tina follllada en presencia del inhibidor parcialmente purificado 

(quitina naciente). Para lograr esto se mezcló la preparación de quitina 

sintetasa previamente activada por tripsina, mezcla de reacción de la 

qui tina sintetasa (substrato para generar qui tina ·naciente) y el inhibidor 

ptiri ficado. 

La Figura 8 mm·stra rl resultado del análisis crornatogr!ífico en placa 

fina de IJE!\E-cclulosa de los compuestos producidos por el sistema de 

ensayo que emplea quitina naciente como substrato. Alrededor de sn de la 

qui tina producida por el sistema de quitina naciente durante el tiempo de 
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Figura 8 

Cromatografía en placa fina de DEAE-celulosa de los productos obtenidos 

por la acción de l;i preparación ele inhibidor sobre la quitim naciente. 

El ensayo fue llevado a cabo agrcg;indo la preparación de inhihidor 

(20 µl; 1.1 µg de proteína) ;i una mezcla ele reacción est(indard de qui tina 

sintetasa (barras abiertas). Los cxperi111entos control se llevaron a cabo 

sin 13 adición ele la prep:m1ción ele inhihi.dor (11arras punteadas). Después 

de 1 hora ele incubación a 22ºC, la total id;1d de la me:c1a de reacción fue 

desecada en una área pcqueiia cerca del extremo de un;i placa de DE.t\E

celulosa. Las placas se corrieron como se describe en '7'l;1teri ales y 

Métodos". La radioactividad que pe11naneció en el orí gen después de 

cromatografía, primero con agua destil<lda, y después con NaCl 0.4 M más 

0.2 M HCl, correspondió a la quitim sin degradar, (a); el material 

radioactivo que pe11nm1eció inmóvil después de la el ución de la placa con 

agua destilada pero que se desplazó con Pl frente de la solución de NaCl 

0.4 M más HCl 0.2 M, correspondió al UDP-Glc:'\Ac, (b); el material radio

activo que migró con el frente del agua destilada correspondió a los 

oligosacáridos, (e). 
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incubaci6n, resultó transfo11nada en oligosacáridos de quitina. En un 

experimento control, en ausencia de la preparación de inhibidor, solo se 

encontró que 2-3'!, de la quitina fonnada por la quitina sintetasa presente 

en los quitosomas fue transfonmda en oligosacáridos. Esto sugiere que 

los quitosomas poseen una actividad de quitinasa muy baja. En este misma 

figura se muestra que en presencia de la preparación de inhibidor no se 

modificó la cantidad remanente del substrato (UDP-GlcNAc) que se utilizó 

para la síntesis de qui tina por la enzima qui tina sintetasa. En conse

cuencia, la actividad inhibitoria de 1;1 preparnción parece depender de 

la destrucción de la quitim fonnada y no de la destrucción del 

UDP-GlcNAc. En vista de' lo anterior se midió dircct:1rnente la actividad 

ele qui ti nasa ele la prcpar;1ción de inh·ihidor 11ti 1 i z;rn<lo como substrato 

quitina radioactiva, s inteti :ada como se describe en "~l:iteriales y 

~létodos". La Fi~uE1 9 muestra los rc·sultados de anfílisis cromatográfico 

en placas dc> JlEllE-cel11los;1 dl' c~;tc cxperi111ento. En él se puede ver que 

la qui tin~i fue susceptible a la acción qui tinolítica del inhibiclor, siendo 

ésta convertida a oligosactíridos. El zoi fue degradada, en contraste con 

el 2", de degradación obtenido para el control en ausencia de la preparación 

de inhibidor. 

Los resultados obtenidos del ensayo de actividad de quitinasa con 

quitina naciente o con q11itina preformada como substratos, llevan a 

establecer la conclusión de que la actividad aparentemente inhibitoria de 

la qui tina sintetasa que se puri ficé, no correspondía realmente a una 

actividad inhibitoria sino más bien a una actividad quitinolítica. 

En la Tabla nr se muestra que ambos tipos de substrato fueron 

hidroli:ados por la actividad de quitinasa presente en N. cJLa.66a, aunque 

la qui tina naciente fue aparentemente más susceptible a la degradación 
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Figura 9 

Cromatografía en placa fina de Dl:AE-celulosa de los productos obtenidos 

por la acci6n de la preparación de inhibidor sobre quitina. El ensayo 

fue llevado a cabo agregando la preparación de inhihidor (20 µl; 1.1 µg 

de proteína) a una mezcla de rc>acción cst:ímlarcl de quitina sintc>tasa, la 

cual había sintetizado quitina durante 1 hora y en la que se detuvo la 

reacción por adición de pol ioxina D (1n1rras abiertas). Los experimentos 

control se llevaron a cabo sin la adición ele la preparación ele inhlbidor 

(barras rayadas). Después de 1 hora ele inc:uhación :i 22ºC:, la totalidad 

de la m1:-zcla ele reacción fue desecada en un ;irea pequeña en un extremo 

de una placa de llEAE-celulosa. las placas se corrieron como se describe 

en 1%1teriales y ~létoclos". La radioactividad que pern1:meció en el 

origen después de la cromatografía, primero con agua destilada, y después 

con NaCl O, 4 M más O. 2 M HCl correspondió a la qui tina sin degradar, (a); 

el material que pennaneci6 inmóvil después ele la clución de la placa con 

agua destilada pero que se desplazó con el frente de la solución de NaCl 

0,4 M más HCl 0.2 M correspondi6 al UDP-G1N.l\c, (b); el material radio

activo que migró con el frente del agua destilada correspondió a los 

oligosacáridos, (c), 
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TABLA IV 

EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE QUJTINASA PRESENfE EN LAS PREPARACIONES DE 

INHIBIOOR DE Ne.Wto.6poM. cJUUiM SOBRE QUITINA NACIENfE O PREFOJ~\IADA 

Adiciones 

Ninguna 

Preparación 
de inhibi dor 

Quitinasa 
de Streptomvces 

Radioactividad liberada por hidrólisis de 

quitina substrato 

(cpm) 

Qui tina Prefonnada Qui tina Naciente 

513 (2.4~)* 684 (3.2'l.)* 

4,340 (20.6i) 1s,436 (87 .si) 

14 ,380 (63. sii 20 ,884 (99. n) 
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La radioactividad total incorporada en quitina prefonnada (21.060 cpm) 

corresponde a 47.S nmoles GlcNAc; este valor fue tomado como control 

también para Ja qui tina naciente. 

* Actividad quitinolítica end6gena presente en Ja preparación de quitosomas 

de N. CJuUM empleada para la ~íntesis de Ja quitina. 



quitinolitica que l.a quHina prefo)Jl)ada (¡iproxj.madamente 4 veces)¡ 

mientras que la quitinasa comercial obtenida de stlteptomyceA. 9/UAeULi 
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usada como control s61o fue l,5 veces más activa sobre la quitina naciente 

que con la quitina preformada, 

E, ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS PRODUCTOS DE REACCION 
OBTENIDOS POR LA ACCION DE LA QUITINASA SOBRE QUITINA 
NACIENTE Y SOBRE QUITINA PREFORMADA, 

En vista del hallazgo de actividnd de quitinasa en lns prepar:iciones 

de inhibidor, se procedió a G!l'ilcteri:::ar los oligosactíridos producidos 

por la reacción de la quitim1sa, para ello se extrajeron con agua 

destilada los oligosaciíridos de la :::ona ele la placa de llEl\E-celulosa donde 

migraron después ele realizar el primer paso crom:1togrtífico. La solución 

acuosa resultante contenía los ol igosactíriclos, se procedió n concentrarlos 

por medio de liofilización. La 111uC'str:J concentrada se desecó cerca del 

extremo de tma tira ele papel cromatográfi co ¡xira ser anal iznda por cromat~ 

grafía descendente como se describe en ''0bteria1es y Métodos". Los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 10, cuando el substrato de 

la quitinasa fue quitina naciente, el principal producto fonnnclo en 60 min 

de incubación fue N-N'-cliacetilquitohiosa (ü7~,). Tnmbién se detectó la 

presencia de qui totriosa y qui totetraosa. Los productos ele la acción de 

la quitinasa se identificaron mediante el uso de estándares apropiados. 

La stuna de la radioactividad presC'nte en esta zona de la tira ele papel 

cromatográfico (qui totriosa y qui totetraosa) fue de 321. 

En la Figura 11 se muestran los resultados del ensayo de la actividad 

de quitinasa en el que se us6 como substrato para la reacción quitina 

previamente fonn.'.lda. La mezcla de reacción se incub6 durante 60 min a 
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Figura 10 

Cromatografía en pnpcl de los o1igosacáridos liberndos por ::icci6n de la 

quitinasa ::i partir ele qui tina naciente. La mezcla de reacción estándard 

para el ensayo de qui tina sintetasa se agreg6 a la preparación de 

qui tinasa (ensayo ele quitin:1 nnci ente), y se incubó durnnte 1 hora a 

ZZºC. La reacción se detuvo cale11tando a 7SºC por 3 min. Los oligo

sacáridos se dcspli!z:1ron con el frente del solvente en el paso cromato

gráfico en placa fina lle nEAE-cclulosa donde se usó ngua como solvente. 

Los oligosaciiridos fueron ehridos de las placas ele DE/\E-celulosa, 

aplicados a tirns de papel cromatogrtífico e irrigados en cromatografía 

descendente como se describe en "Materiales y Métodos". La posición de 

los esttín<lares qui totctraosa, qui totriosa, qui tobiosa y GlcNAc se indica 

con una barra. 
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Figura 11 

Cromatografía en papel de los oligosacáridos liberados por acción de la 

quitinasa a partir de qui tina prefonnada. La mezcla de reacción 

estándard par3 qui tina sintetasa fue incubada por 1 hora a 22°C, . a 

reacción se detuvo agregando polioxina D a una concentr<1ci6n final de 

100 µM, se agregó la preparación de qui ti nasa (ensayo de quitina 

prefonnada) y ln incubación se continuó por 1 hora a 22°C. J;¡ rea :ción 

se detuvo por calentamiento a 75°C por 3 rnin. Los oligosacáridos :;e 

despl3zaron con el frente del solvente en la plarn fina de !JEA.E-celulosa 

cuando se us6 agua destilada para eluir la muestra. Los oligosncár;clos 

fueron eluidos de las placas de llEJ\E-celulosa concentrndos y aplicaoos 

a tiras de papel cromatográfico e irrigados en cromatografía descend~nte 

como se describe en "Materiales y Métodos". 

La posición de los es tlindares qui totetraosa, qui totriosa, quitobiosa y 

GlcNAc se indican con una barra. 

-, 
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22°C, y se detuyo por c¡¡lentruniento a .75~C durantf;! 3 min, Los oligo• 

sacáridos de quitina producidos por el sistema de ensayo se separaron, 

extrajeron y concentraron de igual fonna que para el ensayo de quitinasa 

con quitina naciente como substrato, Se observ6 que el principal producto 

de la reacci6n de la qui tinasa :;obre la qui tina prefo1111ada fue la 

N-N' -diacetilqui tobiosa (S4i), Se detect6 twnbién la producción de 

quitotriosa y quitotetraosa, la srnna de ilmbos productos fue aproximada-

mente 30~. de J;¡ rnclioactiviclad total l iber.1cla. Además, se cktect6 la 

presencia de N-acetil-D-glucosamina. 

Los resultados mostrados en las Figuras 10 y 11 sugieren que la 

qui t inasa presente en N. cJwMa ti ene dos acti vi el acles: actividad de exo-

quitinasa, ya que se produce !'i-N'-di;icetilc¡uitohiosa ;1 p:trtir ele quitina 

naciente y quitina prcrnrnmla, :· activiLbd ele enclo-quitinasa ya que se 

producen qui totri osa y qui totct raosa por J;i :Kcicin ele la cn:ima sobre los 

substratos quitina nncicntc y quitina prefonn:icb. Lil aparici6n de 

N-acetil-D- gl ucos;unina i ndi e<J que posi bkmcnte Ju pi-ep:mición ele inhibidor 

purificado posee oclrmris actividad de quitohiosa, la cual se hizo más 

aparente cuando se uti J izó como suhs trato para la qui ti nasa a la qui tina 

prefonnada. 

f, ENSAYO DE LA ACTIVJDAD DE QUITINASA EMPLEANDO OLIGO
SACÁRIDOS DE QUITINA COMO SUBSTRATO 

Con el objeto de probar la susceptibilidad de los oligosacáridos de 

quitina 11 la <Jcción ele qui.ti.nasa, se aislaron los oligosacáridos de 

qui tina racliocictiva, y se les prob6 corno substrato de la actividad de 

quitinasa. La mezcla de oligosac(iriclos y quitinasa de N. cJutMa se 

incubó durante 3 horas a 22°C y los productos de reacd6n se analizaron 
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Figura 12 

Cromatografía en papel de los productos liberados por acci6n de la 

quitimsa a partir de oligosacáridos de quitina. Los oligosac:íridos 

producidos por el sistema de ensayo de quitina mciente fueron sepnrados 

en placas de DE.i\E-celulosa, eluidos, concentrados y anali:ados por 

cromatografía en tiras de papel cromatográfi co, (A); una muestra de los 

oligosac(Jriclos obtC'nidos como se describe arriba fue tratada con la 

preparaci6n ele quitinasa de N. cllíl6M. SC' incubó por 3 J10ras a ZZºC, 

la reacci6n se detuvo por calentamiento a 75°C por 3 min y se <1plic6 a 

tiras de papel cromatogr:ífico, (B). En m11hos casos las tiras ele papel 

crnmatográfico fueron irrigacl~is en crom3tografía descendente, como se 

describe en "M;1teriales y ~fétoclos". La identificaci6n ele Jos productos 

se hizo por medio ele estándares apropiados, la posici6n de éstos se 

indica con barras; quitotetraosa, (a); quitotriosa (b); N-N~cliacetil

quitobiosa, (c); N-acetil-D-glucosamina, (el) 
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por cromatografía descedente como se describe en "Materiales y Métodos". 

La Figura 1 Z muestra que tanto la quitotriosa como la quitotetraosa fueron 

degradados casi totalmente hasta N-N' -diacetilquitobiosa y N-acetil-D

glucos:unina. Estos 1·esul tados indican que 1 a quitinasa de N. ClliW.6et puede 

utilizar los oligosadridos de qui tina como substrato. 

G, DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD DE QUITINASA EN N. Clla.6M 

Con el objeto de investigar la localización de la actividad de 

quitinasa en N. cAa6-M, se homogeneizó el micelio y fraccionó por medio de 

centrifugación diferencial. El homogenado se centrifugó a 1,000 g (rav) 

durante 5 min, el mnterial que precipitó (fracción, paredes celulares; 

FPC) se lavó ocho veces con 10 volíuncnes de a111ortigu:1<lor A y se rrstL~pendi6 

en un voltnncn final de 11 ml. El sohrc·mdante se centrifugó durante 30 min 
i 

a 13,500 g (rav) y al precipitacló (frncci6n, HK'mhr;ims pesadas; H!P) sr le 

lavó dos vcces con amortipwdor ,\ y se resuspemlió en 4 1111 del mismo 

amortiguador. El sobrenadante se ccntrifugó a 160,000 g (rav·) durante 

60 min y al prccipit:iclo (fracción, nK'mhr:mas ligcrns; FML) se lavó dos 

veces y se resuspL'n<lió en 4 ml ele amortig11aclor A. El sohrenadante 

resultante (fracción, citosol; FC) se le colectó (17 ml). La distribución 

de la actividad de quitinasa en las fracciones celulares obtenidas se 

muestra en la Tabla \'. Se puede observar que la fracción ci tosol contenía 

ssi de 111 actividad total de qui tinasa' la fracción de paredes celulares 

contenía 32.6~ de la actividad total, mientras que el 12'. restante se 

distribuyó entre las dos fracciones mcmbr:inal es. 



TABLA V 

DISTRIBUCION DE LA ACfIVIDAD DE lA QUITINASA EN FRACCIONES 

SUBCE!lJlARES DE NeuJw<1po1ta. CJta.6ha 

Proteína Actividad de la qui tinasa 
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Fracción Total % Específica Total % 
(rng) (unidades mg) (unidades) 

FPC 8.8 7.7 1.67 14. 77 32.6 

FMP 15.0 13.1 0.17 2.6 5.7 

FML 18.0 15.9 0.16 3.0 6.7 

FC 72.4 63.4 0.34 24 .9 SS.O 

A las fracciones se les ensayó la actividad de quitinasa sobre qui.tina 

prefonnada, como se describe en "Materiales y Métodos", en presencia de 

polioxina D 100 11M, a un pH final de 8.3. Las actividades totales se 

eiq1resan en unidades. 1 Unidad de actividad de quitihasa es la cantidad 

ele enzima que produce la fonnación de 1 wnol a de N-W -diacetilqui tobiosa 

por hora. 
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H, ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE QUITINASA EN EL MEDIO DE CULTIVO 

Con el objeto de investigar si la quitinasa de N, Vl466a es una enzima 

que se secreta al medio extracelular, se busc6 la actividad de quitinasa 

en el medio de cultivo durante el credmiento del organismo. El medio de 

crecimiento de un cultivo de 48 h de edad se le separó por centrifugación 

a 5,000 g (rav) durante 15 min. Se le concentró 10 veces por ultra-

fil tración a través de una membrana PM-1 O. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Figura 13. 1;1 cantidad de quitina convertida en oligo

sacáridos fue inferior al 1 O~ con respecto al control, aun cuando se 

emplearon cantidades elevadas de medio de cultivo (100µ1; 500 µg de 

proteína). La actividad enzim5tica específica para la quitinas;1 encon

trada en el mc,dio dt: cultivo (1. S8 µmoks e.le :\-N' -cliacL·t i 1 qui tohiosa/hora/ 

mg de proteína) fue muv baja crn11p:1rada con la ;¡ctivülad c'specí'fica de la 

quitinasu que se localiza L'll el citosol clcl organi;;mo (0.3:1 pmoles de 

N,N' -di;:1cetilqui tohiosa/hora/mg cll' proteína). Estos resultados sugieren 

que la quitinasa de N. cJtM¿,a no tiene una función extncelular en el 

medio de cultivo. 

!, ESTABILIDAD A LA TEMPERATURA 

La actividad de quitims;i pi!rcialmcnte purificad;¡ mostr6 ser muy 

estable cuando se mantuvo a OºC en baño de hielo. J;:n estas condiciones 

se recuperó el 80~ de l;i actividnd después de 8 días de incubación. 

Sin embargo, cuando se incubó n 92ºC durante 1 hora se observó una· pérdida 

de actividad superior al 75',. 
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Figura 13 

Efecto de la adición del medio de cultivo sobre la actividad de quitina 

sintetasa. Al medio de cultivo en el que creció el micelio de 

Newwíipo!r.a c/titbíia durante 48 horas se le separó por filtración y se le 

concentró 10 veces. El medio concentrado se agregó a mezclas de Teacci6n 

estándard paTa el cJJsayo de quitina sintetasa, se incubaron 3 horas a 

22°C, entonces se detuvo la reacción a 75°C por 3 min. Se midieron los 

oligosactíridos que se movieron con el frente <lel paso cromatogrtífico en 

placas de IJEl\E-celulosa donde se usó agua destilada como solvente. Se 

calculó el i de radioactividad liberada como oligosacáridos a paTtir .de 

quitina. 
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J, DIGESTION PROTEOLIT!CA 

Se incubó la preparación de quitinasa obtenida del paso cromatográ· 

fico en Sephadex G-JQO en presencia de tripsina a una concentración final 

de 800 )€/ml a 25°C en amortiguador A, a pH de 7 ,5, Se tomaron muestras 

alícuotas de 100 ~ cada 30 min )' se les agregó inhibidor de tripsina 

(de frijol de soya) en una relación estequiométrica con la tripsina de 1 :1 

(p/p); se ensayó la actividad de quitinasa en las muestras utilizando a la 

quitina prefo1111ada como substrato de la reacción. El tiempo de incuhadón 

fue de 60 min, el pH de 7 .O y la temperntura de ZSºC. Después de 120 min 

de incubación con tripsina, la activiclc1d quitinasa se destruyó por completo. 

Este eiq:icrimento indica que la molécula responsable de la actividad 

quitinolítica es de naturale:a proteica. 

K, DETERMINAC!ON DE pH OPTIMO 

Para los ensayos de pH óptimo se incubó a la preparación de qui tinasa 

en presencia de mnortiguaclores de di fe rentes valores de pH, utilizando 

quitina preforn1acla como substrato. En la Figura 14, se observa que el pH 

óptimo para la qui timsa de N. CJta6M Iuc de 6. 6 ( 100'~) , a valores de pH 

de 5.0 y de 8.6 se obtuvieron valores de 23~. y 31.S~. de la actividad máxima, 

respectivamente. 

El ensayo de pH óptimo usando quitina naciente·como substrato para 

la qui tinasa no fue factible de realizar, debido a que la em.ima qui tina 

sintetasa es muy inestable a valores de pH por abajo de 7.0 (Arroyo

Begovich y Ruíz-llerrera, 1979). 
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Figura 14 

Perfil de actividad de la quitinasa de IV. cJut6M a diferentes valores 

de pH. Para la síntesis de quitina substrato las mezclas de reacci6n 

estándard para quitina sintetasa fueron incubadas por 1 hora. a 22ºC. 

La reacción se detuvo agregando pol ioxinn D a una concentración final 

de 100 ~f\l, después se agregó Ja preparación de quitinnsa. Los valores 

de pH empleados se obtuvieron añadiendo TRIS-base 50 mM (pH 7.2-9.0; Q» ), 

o bien KI 12P04 SO m\l (pH S. 0-í. S; e). las mezclas se incubaron durante 

1 hora a 22°C. 1;1 cantidad de oligosacáridos liberados se midió como 

se describe en "Materiales y Métodos". 
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L, DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LA QUITINASA DE N,c!UUM 

La estimaci6n del peso molecular de la quitinasa parcialmente purific~ 

da a partir del citosol de Ne.Wlohpolla. cAMM se realíz6 por cromatografía 

analítica en gel, para ello se util iz6 una colunma de flujo hncia arriba 

que contenía Ul trogel Ac.1\-54. Las dimensiones dela columna y condiciones 

de e lución se describen en '~laterial es y Métodos". El procedimiento de 

calibración de la colw1ma que se eligió fue el descrito por Ackers (1964) 

el cual establece una interrelación lineal entre el radio molecular y el 

peso molecular. La posición de elución de una substancia puede ser 

caracterizada por su valor de Kav: 

. Ve-Vo 
Kav = ·-\if.:\lo 

donde Ve es el volumen de eluc.ión del p.ico máximo de concentración del 

soluto a investigar, Vo es el volumen c'xcluído de la colwmm (volumen de 

elución de tma substancia que no penetra en el espacio ck solvente dentro 

de las partículas del gel, p.c., l:J mol0cula d(' riextrano azul 2000); Vt es 

el volrnnen total del gel, qu(' ¡xira esta colrnnna de llltrogel /\cA-54 fue 

Vt=356ml. La Figura 15 muestra ('l pc:rfil de elución del Ilcxtrano nul 

2000, el cual cluyó de la coJtmma en un voltunen (Vo=l07 ml) que correspondió 

al voltunen excluído de la columna. El registro continuo a 280 nrn dekctó 

lU1 pico homogéneo único de proteína, cuyo punto rnfLximo fue Vc=245 ml. 

A partir de estos valores se calculó el valor de l\av±0.5542. La actividad 

inhibitoria de quitina sintetasa (quitinasa) en la preparación parcialmente 

purificada eluyó de la colrnnna analítica en 1m pico único. La Figura 16 

relaciona el volrnnen de elución del pico m[ixin10 obtenido para los 

estándares Hemoglobina (Hh), Albúmina sérica bovina (Alb), Tripsina (Trip), 

Citocrorno c (Cit c) con el log10 de su peso molecular expresado en daltones. 
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Al interpolar el valor del volwnen de eluci6n del pico máximo de la 

actividad de quitinasa se encontr6 el valor de 20,600 daltones para esta 

enzima. 
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Figura 15 

Cromatografía analítica en Ultrogel AcA-54 de la quitinasa purificada. 

La preparación de inhibidor que se obtuvo del paso de purificación en 

Sephadex G-25 se aplicó (S ml: 0.9 mg de proteínn) a una columna 

(140x 1.8 an) de Ultrogel Acl\-54. La coltmma se eluy6 con flujo hacia 

arriba con el amortiguador de sulfato de amonio 50 m'1, pH 7. O. Se 

colectaron fracciones de S ml. Se registró continuamente ( - ) a 

280 run, y se midió la acti\'idad inhibitoria (e), la cual refleja 

directamente la actividad de quitirnisa. 
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Figura 16 

Detel1llinación del peso molecular de la quitinasa parcialmente purificada 

de N. cJlít6M. Se midió el voltunen de e1ución de los picos m!iximos de 

los estándares y se graficó vs. el log 10 de su peso molecular (da1tones). 

Se interpoló el vohm1en de t:l ución del pico máximo de la proteína 

purificada. 
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IV, DISCUSION 

Debido a que la quitina es considerada el polisacárido Jlkis 

:importante.que sirve de esqueleto a la pared celular de diversos grupos 

de hongos, el proceso de biosíntesis de la quitina y su regulación han 

recibido considerable atención en los últimos 15 :lños. 

En varios de los hongos que tienen quitina en su pared se ha 

estudiado la actividad ele quitina sint:etasa y se ha encontrado en la 

mayoría de ellos, que esta enzima es susceptible a la ilctiwición 

proteolític;1; por tanto, se ha llegado a postular que la quitin;:i sintetasa 

es sintetizada en fonna inactiva corno zimóf~C'no por la célula (Arnold, 

1972, Balint r col., 1976). 

En NeU!lo,5poJza cJut6<.\a se h:1 encontrado que los extractos celulares 

cont ienc:n a la qui tina sintc·tasa prc:clomin:mtement.c: en fonna inactiva o 

zirnogénica. Esta c:nzim.i es activad;1 por l<i ;1cción ele proteasas; de las 

protcasas estudiadas la tripsina c:s la m:ís efica::, hribiéndosc logrado 

un incremento de la actividad de esta en:irna en m5s de 10 veces (Arroyo

Begovich y Ruíz-llerrera, 1979). Cabib t col. (1973, 1976) han propuesto 

W1 modelo hipotético para el mecanismo de regul<ici6n de la actividad de 

la qui tina sin te tasa. En este rnodc:l o, 1 a qui ti na sintetasa zirnogénica se 

activa por proteolisis mediante un factor al que se ha llamado Factor 

Activante, y al cual se ha idc:ntificado como la Proteinasa B. Este factor 

puede ser bloquc~1do por tm inh:ibidor proteico específico. 

Por otra parte, los estudios de López-Romero t col. (1978), indican 

que en los extractos celulares de MueoJt Jtoux.ü. existe una proteína capaz 

de inhibir la actividad de fa quitina sintetasa previamente activada, sin 

interferir con el proceso de ;ictivación proteolítica de ];¡ enzima. 

75 
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En consecuencia, se ha.n postulado dos posibles ll)ecanismos de regUlacíón 

de la quitina sintetasac uno es la inhibición del proceso de conversión 

de la quitina sintetasa a partir de su forma inactiva o zimogénica a la 

forma activa por un inhibidor de la protcasa activante; y el otro consiste 

en la inhibici6n directa de la actividad de qui tina sintetasa en su fonna 

activada, por medio de un inhibidor de naturakza proteica. 

En vista del papel morfogenético crucial que ji:ega la qui tina en la 

pared celular de los hongos, la interconversi6n entre las dos form3s de 

la quitina sintetilsa, posiblemente repre.5ente un mc:canismo clave: para la 

re¡.,T1llaci6n de J;¡ síntesis de quitina y por consecuc·ncia de la morfogéncsis 

de la pared celular. 

Otros mecanismos pllC'ucn estar involucrados en la rc¡.,'l11ación ele la 

actividad ele la quitina sintC't:1s::i. Entre estos mecanismos se po<lrian 

citar aquellos que modifican directamente a la protC'Ína enzimática, como 

por ejemplo, fosfodbción-clefosforilación, transferencia ele grupo, etc., 

o bien, modiffraciones alostéricas ele la enzima por nucleót:idos cíclicos, 

los substratos y los productos ele la enzima. 

Los resultados que sc reportan en este trabajo, indican que en la 

fracción soluhle del citosol obtenido de extractos celulares de N. cJut.Ma. 

existe 1m:i activ.icbd inhibitorin de la quitina sintetasa en su fonna 

activada. Al investigar el mecanismo de esta inhibición, se encontr6 que 

ésta era reversible, por Jo que se eliminó la posibilidad de que la 

inhibici6n obse1Tad:i fuera debida a destrucción proteolitica de la enzima. 

Además, se encontró que esta actuv1.1dad inhibí toria no interfería con la 

activaci6n proteolitica de la enzima. Estos resultados han pennitido 

proponer que el mecanismo de la inhibición de la síntesis de quitina por 

la adici6n del citosol de N. c!ut66a. podría deberse a tma interacción 



77 

directa del tnbibidor sobre la quit~na sintetasa, 

El análist.s de l1\ cinética de inhibici6n de la actividad de esta 

enzima por la fracci6n del ci tosol, mostr6 que el efecto inhibí torio fue 

proporcional a la cantidad de ci tosol ernpJcado, cuando éste se adicion6 

a bajas concentrnciones. Sin eml1argo, :nm empl cando altas concentraciones 

de citosol no se logró una inhibición mayor al ssi. Con la intención de 

caractcri zar de manera más profunda esta <Icti vi dad i nhihi toria, el cito sol 

se sometió a varios pasos de purificación: primero se le fraccionó con 

sulfato de mnonio y posteriormente se sometió a filtración en gel a través 

de coltunnas ele Scphadex G-100 y G-25. J;1 acti vi clacl i nhi bi tori a parcial -

mente purifi.rnda fue de nuevo examinada respecto a su cinética de 

inhibición sobre la quitim sintetas;1 activ;1d;1. Se repitió 1;1 observación 

de que aun cmplc>anclo altas co1Kcntraciones del inhibidor purifirndo no fue 

posible inhibir el 100:, clo l;i <icti\'idacl ele la quitina sintC'tasa. So 

consideraron dos i!ltcrnabv:is p:ira explicar e5tC' fenómeno. lJm de ellas 

pudiera ser que 1 a prcp:1r;1cj ón ele qui tosomas ut i 1 i :;ida para los ensayos 

estuviera constituida por dos poblaciones: una susceptible a la inhibici6n 

y otra que no lo fuera. IL1 otra altern;Hivi! consiste en que la inhibción 

de la acti vj dad de 1 a qui ti na sintctilsa observada pucli era ser el resultado 

de la hidrólisis de la quitjm producida a causa do actividad quitinolítica 

del inhibidor. l'Jra dctenninar si existía hidrólisis de la quitina fonnada 

en el sistema de ensayo, se detcnnin6 la actividad de quitinasa en las 

preparaciones que contenían "actividad inhibí tori a", cuantificando la 

liberación de oligosacf!ri<los ele quitina. 

Los resultados obtenidos de los ensayos de actividad de quitinasa en 

las preparaciones de inhibidor, indican que la actividad aparentemente 

inhibitoria de quitina sintetasa de N. ciutuia fue debida en realidad a 
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una actividad de quitinasa presente en el citosol. La evidencia directa 

que apoya esta conclusión se deriva de los ensayos empleando como 

substrato quitina naciente, en donde la cantidad de UDP-GlcNAc utilizada 

no resultó modificada por la adición de la preparación de inhibidor; 

en cambio, la quitina fonnada en el sistema fue hidrolizada por la 

actividad de qui tinasa presente en las preparaciones de inhibidor, lo cual 

puso de manifiesto por la aparición de N-N' -diacetilqui tobiosa y otros 

oligosacáddos de quitina. 

Como se mencionó anterionnente, la adición de cantidades crecientes 

de inhibidor, ya fuera el citosol crudo o e] inhibiclor purificado no 

lograron inhibir lOO'b la actividad de quitina sintetasa. Esta observación 

podría explicarse porque Ja acción de Ja quitinasa responsable del 

aparente efecto inhibí torio no logró hidro] izar inmediatamente Ja qui tina 

sinteti zacla por los qui tosomas, Jwci endose posib1 e que los polímeros de 

quitina sintcti:ados pudieran cristal i :ar entre sí para formar micro

fibri11as. I.1s rnicrofibrill3s así fonnadas, son mucho mfís resistentes a 

la hidró1 i sis por la qui tinasa, por ofrecer tm mayor impedimento estérico 

a la acción de esta en:ima. En Jos ensayos ele actividad de quitinasa 

en los que se utilizó corno substrato quitina previamente fonnada se 

encontró que ésta es menos susceptible a la acción de la quitinasa en 

compraración con la susceptibilidad a la hidrólisis de la quitina 

rn1ciente. En el caso de Ja qui tina prefonnada se ·ericontr6 que en el mismo 

período de incubación, que generalmente fue de una hora, aparecieron 

aproxirr•1darncnte cuatro veces menos cantidad de ol igosacáridos que en el 

caso de quitina naciente. La diferencia de Ja cantidad de oligosacáridos 

producidos cmndo se utilizaron como substratos de la quitinasa a la 

quitina naciente o a Ja preformada, estfi de acuerdo con que la quitina 
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prefonnada es menos susceptible a 
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la hidrólisis por esta enzima, por 

haber cristalizado y haber formado puentes de hidrógeno intercatenari.os, 

los cuales son característicos de las microfibrillas de este polisacárido. 

Esta posibilidad ha sido reportada anteriormente para el rnecani smo de 

accesibilidad al substrato por la quitinas:i de S.tltep.tomifC.eó y para la 

quitinasa de Germen de Trigo, estudiadas por Mol;mo L. col. (1977, 1979). 

El análisis de los productos de dregn1ci6n de la qui t im que se 

obtuvieron por adición de la quitinasa purificada ele N. c.JtaMa, indica 

que el principal producto obtenido fue N-N' -diaceti1quitobiosa; aunque 

además se obtuvieron otros ol igosacáridos de mayor t;unaño, como la 

qui to tri osa y la qui totetraos;1 principalmente. Es to sugiere que la 

actividad de quitin:isa presente en est;1 prcp:m1ci6n exhibe tanto actividad 

de exoquitinasa (por la aparición de J\-N'-di;1cC'tilquitobiosa) como de 

encloqui ti nasa (por la aparición ck ol igosac;'.íritlos de mayor tamaño). Con 

respecto a la afinidad de esta quitinasa por los oligos:1cáridos de tres y 

cuatro unidades de GlcNJ\c se encontró que éstos fueron susceptibles a 

hidrólisis por la preparación ele quitinasa, produciéndose N-N~diacetil-

quitohiosa y GlcN.'\c. llall:i:gos rc·cicntes ele Lópe:-Romero ¿_~l.· 

(comtmic;1ción personal) indican qul' el inhib1dor de quitina sintetasa de 

la fonna de levadura de M. 1to11x..ü. presenta ;1ctividacl quitinolitica. Este 

resultado descarta por el momento que exista una inhibición real de la 

actividad ele quitina sintetasa en ese hongo. 

La distribución de la actividad ele quitinasa en el micelio de 

N. CJUt66a indica que :1unque se detectó cierta cantidad ele actividad en 

las membranas celulares (10º,), Ja mayor partC' de dicha actividad se 

encontró locali:.ada en la fracción soluble del citosol (SS';,) o asociada a 

la pared celular del organismo (30',). F.1 hecho de que la quhinasa que 
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se encontró asociada a las paredes celulares tuviera una actividad 

específica cinco veces mayor que la encontrada en el citosol, se explica 

por el hecho de que la pared celular posee poca proteína. Es probable, 

que en gran parte, la quitinasa que se detectó en la pared celular sea el 

resultado de la unión específica por afinidad de esta enzima a la quitina 

de la pared. Dicha unión podría haberse llevado a cabo durante el proceso 

de homogeneización del organismo. Sin embargo, existe la posibilidad de 

que in vivo la quitinasa se enrnentre locali:.acla en el espacio periplásmico, 

es decir, entre la membrana plasmática y la pared celular; esta última 

posibil iclad ti ene implicaciones fisiológicas. Un posible papel fisiológico 

de la qui tinasa es el ele p:nticipar en el fenómeno de recamhio ele la pared 

celular. Otro posible mecanismo fisio](lgico de la quitimisa sería su 

participación en el ·~1bl:mcbmiento" ele la p:ll'cd celular, en acción 

concertada con otras hidrolasas de los pol is:1ciíriclos de la p::ired, como 

por ejemplo con las bctil-gluc:masas, en un paso previo a la síntesis de 

nuevos polisadritlos. En :1poyo a los posibles p:ipr=les fisiológicos de la 

quitinasa se encuentra el hecho de que se h:iran detectado cantidades 

mínimas en el medio ele cultivo donde se crcci6 N. CJlaJ.i<la. Esto sugiere 

que su principal papel no es el de hidroli zar qui tina extra celular para 

proveer de fuente de ca rhono al organismo. 

fl:i sido propuesta por varios autores la hipótesis referente a que la 

hifa de los hongos cn·ce por extensión de su punta (Bartnicki-García, 

1973; Robertson, 1965; Trinci, 1978). Ellos han propuesto que este 

crecimiento se logra por medio de la fonnación de nueva pared celular, 

precisamente en la p1mta de la hifa. Los datos experimentales que apoyan 

esta hipótesis de fonnaci6n de la pared celular en los hongos, provienen 

de estudios basados en técnica de microscopía electrónica, autorradiografía, 

marcaje fluorescente, etc. 
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Suponiendo.que en principio los mecanismos moleculares involucrados 

en los procesos de fo1inación de la pared celular de los diferentes hongos 

sean los mismos o muy similares, el problema básico radica en saber c6mo 

se regulan estos procesos de tal follTia que se pueda generar una morfología 

característica para cada hongo. Varios autores han postufado hip6tesis 

para ex']Jlicar el posible mecanismo para la fomiación de la pared CC'lular 

y la morfogénesis en los hongos. Al respecto, ,Johnson(1968) ha sugerido 

que la pared CC'lular se elabora con la participaci6n tanto ele procesos 

líticos como sintPticos. De acuerdo con esta hipótesis, la estructura 

rígida de la pared celular pre-existente resulta at;icada por en:.imas 

hidrolíticas para los pol isadridos de la pared, los que generan de esta 

manera un mayor nlÍmC'ro ele extremos reductores en los po1 is;1diridos 

presentes en la zona ele l u pared donde éstas actuaron; corno resultado <le 

la generación ele mayor n(u11cro de extremos reductores, se hnce posible que 

los polisadridos de pared recién si11tcti zados puedan unirse a estos 

extremos reductores. IÁ1 rl'peti ci ón continua de este proceso garantiza 

el crecimiento de la pared celular sin alterar J;i integridad global de 

ésta. 

Ha sido clc;nostrado por varios laboratorios que existe w1 balance muy 

delicado entre los procesos líticos y sintéticos de la pared celular de 

los hongos (Bartnicki-García y Lippman, 1972a). Se ha observado que 

cuando este balance se altera ocurren aberracioneS" niorfológicas en el 

hongo e incluso, la lisis de la pared celular en éstos. Por ejemplo, 

la inhibición de la síntesis de quitim1 por la polioxina Des causa de 

la lisis de la pared de las células de hifa de M. Jtouxli (Bartnicki-García 

y Lippm;m, 1972b). También se ha obsl'rvado que la inhibición de la 

síntesis de quitina, o bien la estimulación de la actividad de las enzimas 
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hidrolíticas de la pared mediante el atnnento de la temperatura del medio 

en el cual crece la hifa de A, nidu.lan& es causa de la aparici6n de 

distorsiones en el hongo y en algi.mos casos lisis en la pared celular 

de éste (Katz y Rosenberger, 1971 a,b). Los efectos que resultan de la 

inhibición de la síntesis de qui tina por la plioxina D en los hongos, son 

en consecuencia de tipo morfogenético, y por lo tanto, recuercbn a la 

acción de la penicilina, el antibiótico que interfiere con la fonnación 

de la pared celular en al¡,'lmas bacterias. 

Se ha propuesto un modelo parn la formación de la región primaria 

de crecimiento en la pared celular pre-existente en los hongos (Farkas, 

1979). En este modelo se propone que el primer paso es la disolución 

localizada de la pared celular mediante C'n:imas hidroliticas específicas 

para los polisacihidos presentes; esta disolución de la pnrcd causa una 

pérdida de contacto entre la pared celular y l;1 mcmhr;ma plasmiitica del 

hongo. Se ha propuesto que la pérdida dC' cont;1cto entre la pared y la 

membrana sea ese mecanismo que dispare la activación localizada de las 

enzimas sintética para los polis:iciiridos de la pared. El modelo mencio

nado indica cómo tma secuencia de eventos puede crear una región de 

crecimiento activo en la pared celular de los hongos. 

Los mecanismos rcgulatorios que se han revisado en los párrafos 

anteriores, representan intentos para explicar el desarrollo morfológico 

de los hongos en términos de sus interacciones moleculares. Sin embargo, 

los mecanismos moleculares precisos que intervienen en el problema de la 

morfogénesis de los hongos es bastante complejo, y en muchos aspectos 

carece de suficiente apoyo ex11crimental. De todas formas debe tenerse 

presente que la formación de la pared celular no es un proceso aislado, 

y que más bien, es el resultado de la actividad metabólica de toda la 

célula. 
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