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RESUMEN

La pared celular es la estructura que confiere a los hongos la mayor parte de sus caracteristicas.
Los procesos de sintesis y extension de la pared celular determinan el crecimiento de las hifas y, en
consecuencia, la forma ceclular que adoptan los hongos. La pared celular es también la interfase
entre el organismo y el medio externo y tiene un gran nimero de funciones vitales que modulan la
actividad citoplasmatica de las hifas. Los protoplastos son células carentes de pared celular; su
capacidad para regenerarla y producir células funcionales proporciona un sistema en el cual es
posible entender el papel que la pared celular tiene sobre la actividad fisiologica de la célula
fungica. Por otra parte, la actividad fisiolégica de las células esta modulada por factores externos
tales como el pH. Al regenerar los protoplastos en condiciones de acidez extrema, se presenta un
sistema en el que se ejerce una tension fisiologica ante la cual la célula fungica expresa
selectivamente ciertos genes, como los de las pectinasas (creciendo en pectina a pH 2), o bien,
como es el establecimiento y mantenimiento de determinados procesos morfogenéticos, como las
transiciones dimorficas. Se establecio un protocolo de formacién y regeneracidon de protoplastos
de Aspergillus mediante el cual fue posible regenerarlos en pectina bajo condiciones de acidez
extrema. Se observé que la capacidad de regeneracion de los protoplastos en pH acido depende en
gran medida de su naturaleza y constitucion celular, siendo los provenientes de regiones apicales
los que presentan el porcentaje de regeneracion mas elevado. Resulta interesante que se puedan
generar cepas distintas a la original, tanto en su actividad fisioldgica como en su morfologia. No
existe una evidencia clara del efecto que tienen la reparacién celular y la regeneracion de la pared
celular sobre la constitucion y actividad de las hifas regeneradas bajo tension fisiolégica. Sin
embargo, 1a mayor parte de estos cambios esti en relacidon con la presion selectiva que se ejercio

en el sistema de regeneracion, como la actividad pectino-enzimatica y el crecimiento sobresaliente
que presenta en valores de pH extremos.




INTRODUCCION

La fisiologia filngica se interesa por entender los mecanismos celulares y bioquimicos responsables
de los diversos aspectos del desarrollo y crecimiento de los hongos (Garraway y Evans, 1991).

Esta investigacion generalmente se ha desarrollado en dos etapas. Un estudio descriptivo
de los fenémenos de interés (formacion y germinacion de esporas, el crecimiento hifal, el
desarrollo de estructuras sexuales y asexuales, etc.), que puede incluir informacién sobre cémo
€stos pueden ser afectados por diversos estimulos (nutrientes, luz, temperatura, etc.), provee las
bases para examinar los mecanismos fundamentales por los cuales estos fenémenos se llevan a

cabo y de qué manera son regulados. Histéricamente, estos dos aspectos se desarrollaron

secuencialmente (Garraway y Evans, 1991).

PANORAMA HISTORICO

Los primeros registros de hongos son dispersos y dificiles de interpretar. Con seguridad
algunos hongos fueron comidos por los griegos y los romanos, asi como por otras civilizaciones
contemporfincas. Para los escritores antiguos, los hongos se limitaban a las formas macroscépicas
como los champifiones y, a pesar de que se conocian diversas enfermedades de plantas causadas
por hongos, no fueron asociadas a ellos hasta entrado el siglo XVII (Martin, 1968).

Se tiene evidencia también de que hongos alucinégenos fueron empleados desde tiempos
remotos por culturas asifticas y mesoamericanas y pocas “plantas de los dioses’ han recibido tanta
veneracién como la de los hongos sagrados de México y Centroamérica (Evans y Hofmann, 1982).
Estas culturas seguramente tenian un gran conocimiento de los factores que afectaban su
desarrollo; desgraciadamente el registro escrito que se tiene de estos conocimientos es escaso y es
frecuente encontrar a la Europa de siglo XVI como el punto de partida en las investigaciones
fisioldgicas ‘“‘descriptivas’’ acerca de hongos, siendo los micélogos orientados gastronémicamente
los que generaron conocimientos sobre c6mo algunos hongos crecen mejor en determinados

substratos y bajo ciertas condiciones (Garraway y Evans, 1991).




La introduccion del microscopio, seguido del perfeccionamiento de las lentes, fue un paso
fundamental en la microbiologia: Anton Van Lecuwenhoek, el primero que vié las bacterias,
también observé células de levaduras. Las primeras ilustraciones de los hongos microscopicos
fueron realizadas por Robert Hooke (1635-1703). Posteriormente fueron descritas diferentes
estructuras de hongos, y publicaciones como la de Marcello Malpighi (1628-1694) dedicaron gran
atencion a la descripcién de hongos conocidos ahora como Rhizopus, Mucor, Penicillium y
Botrytis (Casadesus ef al, 1985).

El primer trabajo experimental significativo hecho con hongos fue el realizado por Antonio
Micheli (1679-1737), padre de la micologia, quien ademas de realizar las descripciones
taxonoémicas de Aspergillus, Mucor, Botrytis y otros hongos, demostré con experimentos muy
clegantes y controlados, de campo y laboratorio, que los hongos se reproducen consistentemente
por medio de esporas, asi como que el crecimiento de diferentes especies de hongos varia
dependiendo del tipo de substrato y de las condiciones ambientales. Su trabajo contribuyé a la
elucidacion de la naturaleza real de las causas de enfermedades de plantas y animalesy a la
desmitificacion de la generacién espontanea (Garraway y Evans, 1991).

En el siglo XIX, el surgimiento de nuevas técnicas para propagar hongos en medios
estériles, el adelanto en la teoria celular, la completa refutacion de la teoria de la generacién
espontanea y la verificacién de los "gérmenes" como causantes de las enfermedades de plantas y
animales, facultaron el desarrollo de experimentos que se encaminaron al entendimiento de los
efectos del medio externo y la nutricién sobre el desarrollo de los hongos, entendimiento que llevd
a nuevas ideas sobre los mecanismos responsables de éste. Una contribucion importante fue la de
Louis Pasteur, quien, ademas de establecer la naturaleza viva de los hongos al desechar por
completo la idea de la generacion espontanea, demostrd, a mediados del siglo XIX, que las
levaduras (fermentos) eran responsables de los procesos de fermentacién alcohélica, también
probdé que las fermentaciones no se llevaban a cabo si no se agregaba una fuente de Carbono y
Nitrégeno, y que eran acompailadas por una pérdida de estos elementos en el medio y un

subsecuente aumento de los mismos en la composicién de las levaduras (Garraway y Evans, 1991).



POSICION TAXONOMICA DE LOS HONGOS

Desde el tiempo de Aristoteles (siglo IV a.C.) hasta mediados del siglo XIX, los

organismos conocidos colectivamente con el nombre de “hongos™ habian sido clasificados dentro
del reino vegetal (Herrera y Ulloa, 1990).

P nte al d

rollo de las ideas sobre su naturaleza, se especulé también sobre su
posicion natural, es decir, semejanzas y diferencias con otros organismos y clasificaciéon como

grupo. Esto ocurrié de manera importante a partir del renacimiento y, aunque en muchas
ocasiones los diferentes grupos de hongos se clasificaron separadamente o como parte de otros
grupos de organismos, el punto de vista que los consideraba como vegetales logrd consenso. Ya
Linneo en su Philosophia Botanica de 1751 habia reconocido sélo dos reinos de seres vivos, y
dentro del de las plantas habia colocado a los hongos (Cifuentes, 1984).

Los hongos se clasifican como grupo (aunque dentro de los vegetales) con Persoon en 1801
y con Fries en 1821. Una vez que la naturaleza viva de 1os hongos queda establecida, y que las
bases para la clasificacion natural se asientan de acuerdo con la reciente Teoria Evolutiva de
Darwin (1859), surge el problema del origen filogenético de los hongos. En un principio la idea de
su afinidad vegetal se fortalecié y se sugirié un estrecho parentesco con las algas. Basandose en
sus caracteristicas heter6trofas se consider6 la posibilidad de un ancestro protozoario primitivo;
algunos otros sugirieron la posibilidad de un ancestro independiente de plantas y animales. Esta
ultima idea, retomada por Zuck en 1953, plante6 que las plantas, los hongos y los animales
constituyen tres formas de nutricion diferenciadas en las primeras etapas evolutivas: la autotrofia,
1a lisotrofia (digestion extracelular y extracorporal) y la fagotrofia (digestion intracelular e
intracorporal); por lo cual deberfan existir cuando menos tres reinos: Phyta, Myketes y Zoa
(Cifuentes, 1984).

Hacia mediados del siglo XIX, Haeckel habia ya propuesto un tercer reino "Protista”, para
separar a la mayor parte de organismos unicelulares primitivos, dentro de ellos algunos hongos
inferiores. En 1956, Copeland hace una reclasificacién en la cual separa de este grupo a las

bacterias e incorpora en su totalidad a organismos conocidos como hongos, denominando entonces
"Protoctista” a este reino (Herrera y Ulloa, 1990).



Siempre ha existido una gran controversia por lo que "hongo" define. Por una parte, a los
hongos se les ha reconocido por su capacidad para producir esporas, formar pared celular y carecer
de clorofila; todo tipo de organismo con tales caracteristicas ha formado parte del grupo. De esta
manera, bacterias del grupo de los actinomicetos se consideraron como hongos, mas fueron
separadas debido a su naturaleza procarionte (Gottlieb, 1973). También los mohos mucilaginosos
(mixomicetos plasmodioforomicetos y acrasiomicetos) se incluyeron como tales, mas al observar
la germinacion de sus esporas se descubridé que en realidad son amebas fagotroficas que forman
plasmodios de vida libre y se les definié como falsos hongos (Cifuentes, 1984). Excluyendo a
estos grupos, todos los demas se caracterizan por su lisotrofia, en general inexistente en otros
grupos eucariontes. Su tipo de crecimiento, su talo filamentoso y algunas otras estructuras
comunes en estos grupos pueden ser consideradas como adaptaciones morfolégicas al modo de
nutricion por absorcioén; su origen esta entonces relacionado directamente con la evolucion de los
tipos de nutricion. Con base en lo anterior, Witthaker definié a los hongos en su propio reino
“Fungi” y, desde este punto de vista, todos los hongos quedan relacionados por su tipo de nutricién
lisotréfica. Sin embargo, esto no necesariamente significa que el grupo sea monofilético.

Mientras algunos grupos de hongos cada dia aparecen mas estrechamente relacionados
(Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota), otros se separan claramente
(Hifochytridiomycota y Oomycota) y, aunque aun falta informacién sobre grupos menores o poco
conocidos (Trichomycota o Labirintulomycota), puede plantearse que los hongos presentan varias
lineas evolutivas con diferente origen que representan los ensayos que de organismos eucariontes
degradadores aparecieron (Cifuentes, 1984; Garraway y Evans, 1991). A partir de los datos que
confirman esta polifilia (evidencias moleculares y ultraestructurales como el tipo de pared celular,
las vias metabdlicas y los marcadores genéticos, etc.) se pueden considerar dos grupos
"fungoides": el Fungi sensu stricto (Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota)
y el Pseudofungi (Oomycetes, Hyphochytridiomycetes), que se puede excluir del reino Fungi y
colocar en el reino Chromista. De esta manera cada uno de los grupos resulta monofilético
(Cavalier-Smith, 1987) (Tabla 1).



Deuteromycetes

Existe un grupo de hongos conocido como Deuteromycetes u hongos imperfectos. En este
grupo se han reunido todos los hongos que aparentemente carecen de un estado sexual y, por lo
tanto, no tienen un lugar conveniente en el resto del sistema de clasificacién fungica, basado
principalmente en el modo de reproduccion sexual. Es posible que las especies agrupadas aqui
nunca hayan desarrollado estadios sexuales (o teleomorfos) en sus ciclos de vida, o que los hayan
perdido. Se piensa que la mayoria de los Deuteromycetes corresponden a las formas asexuales (o
anamorfos) de hongos con reproduccion sexual pertenecientes a Ascomycetes o a Basidiomycetes.
Frecuentemente ¢l estadio sexual (teleomorfo) es descubierto después y ambos estadios del hongo,
anamorfo y teleomorfo (=holomorfo) son transferidos al grupo taxonémico al cual pertenece ¢l
teleomorfo. Esta transferencia es consistente con el concepto de que ambos estadios, anamorfo y
teleomorfo, constituyen el ciclo de vida completo del holomorfo (Moore-Landecker, 1996).

Es evidente que bajo estas alternativas, los deuteromicetos representan un ensamblc de
hongos clasificados juntos por conveniencia y que, por lo tanto, carecen de cualquier origen comuan
o relacién monofilética. A pesar de esto, se puede afirmar la existencia de algunos grupos
naturales, asi como que la especiacién puede ocurrir aun en ausencia de la reproduccion sexual en

los hongos. Este tax6n es designado como Forma-Divisién por su composicion artificial
(Kendrick y Murase, 1994; Moore-Landecker, 1996).

Tabla 1. Esquemas taxonémicos propuestos para los hongos

Ainsworth, Sparrow y Sussman, 1971

Moore-Landecker, 1996
(T do de Casad et al, 1985)

Subreino Hongos
Division AMyxomycota
Clase Acrasiomycetes
Clase Myxomycetes
Clase Plasmodiophoromycetes
Division Eumycota
Subdivision Mastigomycotina
Clase Chytridiomycetes
Clase Hyphochytridiomycetes
Clase Oomycetes
Subdivision Zygomycotina
Subdivision Ascomycotina
Subdivision Basidiomycotina
Subdivision-Forma Deuteromycotina

Reino Protoctista
Divisién Plasmodiophoromycota

Reino Chromista
Division Hyphochytridiomycota
Division Oomycota

Reino Fungi
Division Chytridiomycota
Division Zygomycoia
Division Ascomycota
Division Basidiomycota
Division-Forma Deuteromycota




BIOLOGIA DE LOS HONGOS

“El éxito evolutivo de los hongos puede ser atribuido basicamente a la capacidad de extensién y de

penetrabilidad del micelio”” (Bartnicki-Garcia, 1987).
EL SISTEMA MICELIAL

A lo largo de la mayor parte de su ciclo de vida, la mayoria de los hongos consta de hifas:
células cilindricas que se incrementan en longitud por crecimiento en uno de sus extremos. Puede
considerarse que el ciclo de vida de un hongo comienza con la germinacién de la espora. Esto
ocurre generaimente con la aparicion de un tubo germinal o hifa primaria que crece por extension y
dando lugar a ramificaciones. Asi sucesivamente, se forma un complejo sistema radiante de hifas
conocido como micelio (Carlile, 1995).

Los hongos viven en una gran variedad de materiales organicos; éstos pueden ser cuerpos
vivos o muertos de plantas, animales u otros organismos, asi como sus fragmentos, desechos o
exudados. También pueden vivir en el suelo, que tiene una buena cantidad de materia organica.
Para poder aprovechar los nutrientes presentes en los substratos, las hifas deben poder propagarse
sobre ellos. Para esto, las partes viejas de las hifas se les adhieren y el alargamiento ocurre por el
avance del apice hifal; esta forma de crecimiento resulta muy efectiva ya que de ser intercalar
conllevaria dafios en las hifas por friccién y podria ser bloqueado por el choque del dpice con
obstaculos. La propagacién del micelio se lleva a cabo de manera eficiente gracias al desarrollo de
sus complejos y variados patrones de ramificacién del micelio (Carlile, 1995).

Los flujos protoplasmicos presentes en las hifas llevan materiales al apice hifal y confieren
los productos del metabolismo a una larga region de la hifa, sosteniendo el rapido avance apical
aun en regiones carentes de nutrientes. Por otra parte, al ser la muerte celular local, limitada a
zonas o0 méodulos no funcionales del micelio, clonas de un mismo individuo genético pueden cubrir
grandes superficies y vivir por mucho tiempo (Smith er al, 1992; Carlile, 1995).

Ademas de esta eficiente propagacion, la produccion de nuevos individuos puede darse por
la fragmentacion de las hifas o por el desarrollo de estructuras de propagacion asexuales como los
conidios. Los hongos ocasionalmente tienen la capacidad de producir esporas sexuales que

eventualmente pueden colonizar nuevos lugares produciendo nuevos genetos. En hongos
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"superiores" esto generalmente ocurre en estructuras multihifales (esporomas) que protegen el
desarrollo de las esporas y facilitan su dispersién (Carlile, 1995).

El sistema micelial presenta caracteristicas que pueden ser desventajosas. Resulta una
estructura muy costosa en términos de sus requerimientos nutricionales ya que conforme crece,
grandes cantidades de Carbono y Nitrégeno son abandonadas en sus partes viejas; ademas, el dpice
hifal resulta una estructura vulnerable, constantemente expuesta a dafio fisico. Se ha visto que una
forma alterna altamente eficiente es la de las levaduras ya que la mayor economia en los materiales
de la superficie se logra con células esféricas. Estas se reproducen por gemacion, proceso en el
que la célula madre no muere y la aparicién de una yema toma un tiempo corto por lo que esta

menos expuesta a dafio fisico que el dpice hifal. Las levaduras confieren ventajas cuando no hay

idad de p rar o extenderse sobre substratos densos. Existen diversas especies fangicas
qQue son capaces de transformarse de una morfologia a otra (dimorficos) en respuesta a estimulos

ambientales (Carlile, 1995; Gow, 1995a).

LISOTROFiA Y METABOLISMO

Los hongos estdn en contacto directo con los nutrientes del medio que los rodea. Las
moléculas pequefias que estan disueltas en la pelicula de agua que rodea a las hifas pueden ser
absorbidas directamente por éstas. Los polimeros largos (la celulosa, la pectina, el almidén, etc.)
deben sufrir primero una digestién preeliminar (Fig. 1). Para que un hongo pueda utilizar un
substrato debe ser capaz de sintetizar y secretar las enzimas necesarias para su hidrélisis, debe

e Lt e e e

poseer los mecanismos para transportarlo a su interior y la maquinaria metabélica para convertir
sus moléculas en energia celular y en materiales para su crecimiento y desarrollo (Garraway y :
i

Evans, 1991; Moore-Landecker, 1996).

Enzimas extracelulares
Las moléculas que son muy grandes para ser absorbidas directamente por los hongos son

atacadas por enzimas extracelulares que fragmentan los substratos en subunidades cada vez mas
pequefias que pueden ser absorbidas por el hongo. Las enzimas digestivas son altamente
especificas y son capaces de controlar la hidrolisis de moléculas particulares. La digestiéon
completa de polimeros grandes es un proceso progresivo que implica diferentes enzimas, hasta que

e



finalmente una molécula simple (soluble) es liberada (Archer y Wood, 1995; Moore-Landecker,
1996). Debido a la gran diversidad de enzimas que los hongos pueden sintetizar, existe una
enorme cantidad de substancias orgdnicas que los hongos pueden utilizar como fuente de energia

(Archer y Wood, 1995).

Hifa Enzima B e
Polimero
o insoluble
o Y oo
sorci ° o o D (= o]
Al:' Ia h'::‘: =~ o« Productos
po o intermedios
Unidades solubles
del polimero

Figura 1. Digestion y absorcion de nutrientes por los hongos
(Tomado de Moore-Landecker, 1996)

Secrecién enzimética
Las proteinas extracelulares son sintetizadas preferentemente por ribosomas unidos a

membrana, mientras que las citoplasmicas son hechas por ribosomas libres. La traduccién de
ARN mensajero (ARNM) a proteinas ocurre simultineamente con la translocacién de éstas al
lumen del reticulo endoplasmaitico rugoso (RER), asegurando que la proteina no se sintetice sin
envoltura. Es aqui donde comienza la glicosilacion de la proteina (Darnell er al, 1990; Ruiz-
Herrera, 1992; Archer y Wood, 1995). Para alcanzar su destino final, deben seguir siendo

transportadas a través de diferentes compartimentos del sistema endomembranoso, cada uno con

diferente funcion.



La ruta mas simple que siguen las proteinas extracelulares es la siguiente:

RER -- REL -- Complejo de Golgi® -- Vesiculas secretorias -- Medio extracelular

Regulacién metabdélica

Los hongos responden a estimulos ambientales controlando la expresion génica y la
secrecion de enzimas particulares. Se ha demostrado, en estudios de produccién de enzimas, que
existen varios mecanismos para su regulacién. En éstos se incluye la induccién de enzimas, en
donde la presencia de un substrato adecuado que puede ser metabolizado, activa o incrementa
considerablemente la produccion de enzimas; por ejemplo, la celobiosa, dimero que forma parte de
la celulosa, actia como inductor de celulasas. En algunos casos la substancia inductora no es
necesariamente metabolizable (Archer y Wood, 1995).

La produccion de enzimas puede también ser reprimida por crecer en presencia de
compuestos que son los productos finales del metabolismo; por ejemplo, cuando los hongos
celuloliticos crecen en presencia de compuestos como glucosa, ésta reprime la produccion de
celulasas. También hay sistemas constitutivos, es decir, sistemas en los cuales las enzimas
siempre estan presentes en las células, a diferencia de los sistemas que requieren necesariamente
de un inductor; puede haber mecanismos de regulacion en la actividad enzimatica que consisten en
la inhibicién por retroalimentacién, en donde el producto final de una via metabdlica regula la
actividad de una enzima “temprana” de esta via. Por ejemplo, la glucosa inhibe la actividad de la
endoglucanasa (Archer y Wood, 1995).

Estos son los principales mecanismos que conservan los recursos celulares y que
incrementan la eficiencia energética de la célula, permitiendo una respuesta relativamente rapida a

cambios en la composicion de nutrientes del medio (Archer y Wood, 1995).

2 Uni los Oomy ti un complejo de Golgi “bien desarrollado”, el resto de los hongos
carecen del ordenamiento tradicional en dictiosomas de las cisternas del tipico complejo de Golgi y sélo
tienen algunas cisternas individuales o pobremente asociadas. Los hongos carecen de un sistema de Golgi

(estructuralmente), mas tienen elementos analogos que desempeilan las funciones de éste (Ruiz-Herrera,
1992, Markham, 1995).



Pectinas y xilanos: Enzimas pectinoliticas y xilanoliticas

Las paredes celulares de las plantas superiores contienen cierto namero de polisacéaridos.
Mientras que las fibras estructurales de la pared celular vegetal estan formadas por celulosa, la
matriz estad formada por otros dos grupos de polisacaridos de composicion mas variable y compleja
que la celulosa: pectinas y hemicelulosas (Alberts er al, 1989; Darnell er al, 1990).

El tercer polisacarido mas imporante de las paredes celulares en las plantas es la pectina;
éste es un heteropolisacarido ramificado formado por residuos de acido galacturdnico con una alta
carga negativa. Las cadenas laterales pueden estar formadas por moléculas como galactosa, xilosa,
fucosa o arabinosa. La pectina es particularmente abundante en la lamina media, la capa entre las
parcdes celulares de células adyacentes; es por ello que al someter tejidos vegetales a enzimas
pectinoliticas generalmente ocurre la separacion de las células con sus paredes celulares (Alberts e
al, 1989; Damell er al, 1990).

Las enzimas pectinoliticas o pectinasas estin presentes en hongos. Tienen un papel
fundamental en la degradacion de frutos y vegetales, son fundamentales en los procesos de
patogénesis en plantas (Aguilar y Huitrén, 1990; Fogarty, 1994) y han sido encontradas de manera
importante en hongos micorricicos, sefialando un importante papel en los procesos de
reconocimiento e invasion de hongos endomicorricicos (Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi, 1995).

Las enzimas pectinoliticas incluyen a las pectinesterasas, que remueven los residuos
metoxilo de la pectina, y un amplio intervalo de enzimas despolimerizantes de la pectina. Estas
enzimas despolimerizantes son clasificadas de acuerdo con los siguentes criterios (Fogarty, 1994):

-Si el substrato de mayor afinidad es pectina, Acido péctico o acido oligogalacturénico.
-Si el mecanismo de accidn es por una ruptura transeliminativa o por hidrdlisis.
-Si la degradacion es aleatoria (endo) o en los extremos de las moléculas (exo).

Adicionalmente a su importancia en la naturaleza, estas enzimas tienen un gran valor
comercial en la industria alimenticia. Son de gran importancia en el procesamiento de vegetales y
frutas al incrementar la eficiencia en extracciones de jugos y aceites (como el de olivo), en reducir
la viscosidad de los concentrados y en la solubilizacién y modificacién de los compuestos

derivados de la pectina ya que facilitan los procesos de filtracién o clarificacion de extractos de
frutas (vinos, jugos, etc.) (Berka et al, 1992; Fogarty, 1994).



Las hemicelulosas son un grupo de heteropolisacaridos formados por un esqueleto linear
compuesto por un tipo de pentosa, unidas por enlaces 3 1-4 altamente ramificado; sus
ramificaciones estan formadas por azticares diferentes a los presentes en el esqueleto. Dentro de
este grupo de polisacaridos los mas comunes son los xilanos, cuyo esqueleto linear esta formado
por residuos de D-xilosa con cadenas laterales de arabinosa y otros azucares. Estos polisacaridos
ayudan a unir las fibrillas de celulosa entre si, con la pectina y con otros elementos de la matriz
(Alberts er al, 1989; Darnell ef al, 1990; Lehninger, 1991).

El xilano, como componente de las paredes celulares vegetales, es uno de los principales
componentes de la biomasa ligninoceluldsica. Puede llegar a representar el 40% del peso seco de
los productos de desecho agricola. Claramente, las enzimas implicadas en la hidrélisis de estos
materiales resultan de gran interés (Berka e/ al, 1992; Fogarty, 1994).

Las hemicelulasas son mezclas de enzimas que degradan en general materiales
ligninoceluldsicos. La degradacion del xilano es debida a las actividades de xilanasa y 8-
xilosidasa. La mayoria de los microorganismos xilanoliticos producen xilanasas
concomitantemente con celulasas. Para algunos tratamientos industriales (tratamiento de pulpas de
celulosa) se requieren las preparaciones de estas enzimas con una minima actividad de celulasa,

como son las producidas por Aspergillus (Berka et al, 1992).



PARED CELULAR Y CRECIMIENTO HIFAL

“La pared celular es la estructura que confiere a los hongos la mayor parte de sus
caracteristicas unicas’ (Bartnicki-Garcia, 1987).

La pared celular resulta indispensable para contener la presion de turgencia, permite al
protoplasto generar una alta concentracién de metabolitos intracelulares y aumentar sus tasas
metabdlicas y de crecimiento. Este incremento en el potencial de crecimiento probablemente fue
la razén primordial del éxito evolutivo de los organismos con pared celular (plantas, hongos y
bacterias). Se considera que la evoluciéon de los organismos cuya alimentacion esta basada en la
absorcién no hubiera sido posible sin la aparicion de esta estructura (Bartnicki-Garcia, 1987).

Por otra parte, la pared celular permite a las células asumir una gran variedad de formas que
se ajustan a los nichos ecologicos que los hongos pueden colonizar. Es determinante en la
dispersién, invasién y adaptacién a los hospederos y en el entrecruzamiento de las hifas. Como la
parte mas externa de la envoltura celular, la pared celular provee la interfase entre el organismo y
el medio externo y tiene un gran namero de funciones vitales aportando informacioén al protoplasto
con respecto al exterior. Se sabe que de alguna manera controla la divisiéon nuclear, permite a la
célula regular su tasa de crecimiento, provee un amplio repertorio de respuestas sensoriales que
determinan la direccionalidad del crecimiento o el "comportamiento” de determinadas estructuras,
asi como de enzimas relacionadas con la permeabilidad de la célula, la degradacién de substratos,
etc. (Peberdy, 1979, 1990; Khun y Trinci, 1990; Ruiz-Herrera, 1992).

En términos generales, las formas celulares presentes en los hongos pueden ser entendidas
en términos de la modulacién de dos patrones basicos de extension de la pared: el desarrollo hifal,
basicamente generado por una versién polarizada del crecimiento de extensién de la pared, y el
crecimiento levaduriforme, como una versién de crecimiento isodiamétrico de extension de la
pared. Se puede comprender el crecimiento de los hongos al entender el proceso de sintesis y

extension de la pared celular (Bartnicki-Garcia y Lipmann, 1969; Bartnicki-Garcia, 1987).



LA PARED CELULAR

La mayor parte de los componentes de las paredes celulares son polisacaridos que
comprenden aproximadamente el 80% de su peso seco. Hay también proteinas que se encuentran
en proporciones que van del 3 al 20%, asi como lipidos, pigmentos y sales inorganicas en
proporciones menores (Ruiz-Herrera, 1992).

Se han reconocido dos tipos de componentes de la pared celular de acuerdo con su funcion

estructurales (fibrilares o del esqueleto) y cementantes (de la matriz) (Peberdy, 1990; Ruiz-
Herrera, 1992) (Tabla 2).

Tabla 2. Componentes de las paredes celulares de los hongos
(Tomado de Ruiz-Herrera, 1992)

Tipo de componente Ejemplos especificos
Fibrilar Quitina, celulosa, B-glucana.
Matricial

p-glucana, a-glucana, quitosana,
glicoproteinas, lipidos, sales
inorganicas, pigmentos.

La quitina es un polisacarido no ramificado formado por N-acetil-glucosamina, unida por

enlaces f3-1,4, que forma cadenas denominadas glucosaminoglucanos; éstas se unen por puentes
de Hidrégeno formando microfibrillas.

CH,OH

CH>OH
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NH NH
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Figura 2. Una porcidén de una molécula de quitina
(Tomado de Moore-Landecker 1996)



El ordenamiento caracteristico de las microfibrillas presentes en los seres vivos (a-quitina)
consiste en el agrupamiento de tres cadenas de glucosaminoglucanos de forma antiparalela (Ruiz-
Herrera, 1992; Ruiz-Herrera et al, 1992; Sentandreu ef al, 1994). Estas microfibrillas son muy
resistentes a las fuerzas de tension por lo que la quitina ha sido considerada el componente
ultraestructural mas importante de la pared celular (aun cuando no es el mas abundante) (Ruiz-
Herrera, 1992).

Los glucanos son polisacaridos compuestos por glucosa. Dentro de este grupo estan la
celulosa que presenta enlaces B-1,4 y las glucanas. La p-glucana presenta enlaces p-1,3y p-1,6
en proporcién variable y la a-glucana tiene enlaces a-1,3. La pared celular también esta
compuesta por mananas, formadas principalmente por manosa y por algunos polisacaridos
caracteristicos de ciertos grupos fungales, como la quitosana (un analogo desacetilado de quitina) y
por algunos polisacdridos de galactosamina, glucopiranosa, acido glucurénico, etc. (Ruiz-Herrera,
1992; Sentandreu er al, 1994).

Salomén Bartnicki-Garcia (1968) describid que las paredes de los hongos pueden ser
agrupadas en 8 quimiotipos de acuerdo con su composicion de polisacaridos. Estos quimiotipos
revelan relaciones filogenéticas que han sido consistentes con un gran numero de marcadores

filogenéticos en demostrar ¢ origen polifilético de los hongos (Ruiz-Herrera, 1992) (Tabla 3).

Tabla 3. Quimiotipos de las paredes celulares de los hongos
(Tomado de Bartnicki-Garcia, 1968)

Quimiotipo Grupo taxonémico

I Celulosa-glucdgeno Acrasiales

II Celulosa-glucana Oomycetes

III Celulosa-quitina Hyphochytridiomycetes

IV Quitosana-quitina Zygomycetes

V  Quitina-glucana Chytridiomycetes
Euascomycetes
Homobasidiomycetes
Deuteromycetes

VI Manana-glucana Hemiascomycetes

VII Manana-quitina Heterobasidiomycetes

VIII Poligalactosamina-galactana Trichomycetes




Las proteinas son componentes importantes de la pared celular, las formas glicosiladas son
las mas abundantes. Estas glicoproteinas estan formadas por un segmento proteinico unido
covalentemente a cadenas de carbohidratos formadas principalmente por manosa (razén por la cual
también han sido denominadas manoproteinas) aunque también pueden estar presentes otros
azucares y grupos fosfodiester (Ruiz-Herrera, 1992; Sentandreu et al, 1994).

Man
a-l,x B-1,4 B-1,4
Man ———— acGIcN ———— acGIceN - (Asn) Proteina
a-1,3

Man

Figura 3. Estructura basica de las glicoproteinas
(Tomado de Ruiz-Herrera 1992)

Diversas técnicas citoquimicas y de microscopia han demostrado que la estructura de la
pared celular puede describirse como un sistema de dos fases, en donde sus superficies interma y
externa muestran diferencias fundamentales. La superficie interna de la pared celular se
caracteriza por su apariencia fibrilar; se ha demostrado que esta formada por los polisacaridos
estructurales que son los rmateriales mas resistentes. Estos polisacaridos son altamente insolubles y
forman una red microfibrilar que confiere a la pared celular la rigidez necesaria para soportar
fuerzas de tension altas (Peberdy, 1990; Ruiz-Herrera, 1992).

El esqueleto fibrilar se encuentra inmerso en una matriz de glicoproteinas, lipidos y
polisacaridos no fibrilares que resultan evidentes en la superficie externa de la pared celular. Esta
matriz amorfa se encarga de organizar y mantener la estructura basica, de dar resistencia a fuerzas
de compresion y proteccion a las fibras de ataques quimicos. En esta fase reside un gran namero
de procesos fisioldgicos (Ruiz-Herrera, 1992).

Esta descripcion corresponde al modelo tipico de especies filamentosas como Aspergillus;
sin embargo, la composicién o estructura de la pared puede variar en complejidad en otros hongos.
También hay diferencias en las paredes celulares presentes en distintas estructuras vegetativas y de
reproduccién, asi como a lo largo de la superficie celular de las hifas. Los ejemplos mejor
conocidos son los que se refieren a las diferencias entre las regiones apical y subapical de la hifa
que, si bien pueden entenderse con base en el proceso de expansién y crecimiento de la pared

celular, no deben ser relacionadas estrictamente con las regiones de crecimiento de las hifas. Se ha



esclarecido la existencia de 4 zonas: la apical propiamente dicha (domo apical), la subapical no
extensible (50pum desde el apice), una zona subapical de crecimiento en grosor de la pared’ .y, por

detras de ésta, una region madura que ya no se incrementa* (Burnett, 1979; Peberdy, 1990; Ruiz-
Herrera, 1992).

CRECIMIENTO

"El orige;l del reinc;'-ﬁ'mgico puede hallarse en €l momento en que determinados eucariontes
con pared primitiva, los progenitores de los hongos, descubrieron el crecimiento apical”
(Bartnicki-Garcia, 1987).

El proceso de extension de la pared celular, entendido como el proceso de adicion de
materiales de pared a las regiones en expansion de la célula y no a una pared preexistente, ocurre
en el apice y es el principal mecanismo de crecimiento de los hongos. El fenémeno de crecimiento
intercalar o difuso, en donde la extension es el resultado de 1a expansion de todas las regiones de la
superficie de la célula, es sumamente raro y esta restringido inicamente al alargamiento de los
estipites de ciertos macromicetos (Wessels el al, 1990; Ruiz-Herrera, 1992). Los hongos deben su
forma a la pared celular, que a su vez adquiere una determinada morfologia no por sus

caracteristicas quimicas en si, sino por su patron de sintesis (Burnett, 1979; Ruiz-Herrera, 1992).

BASES CELULARES DEL CRECIMIENTO

La expansién de la pared celular fingica puede considerarse como la Gltima manifestacién
de un mecanismo celular que trae consigo el crecimiento polarizado. Las enzimas responsables de
sintetizar la pared deben ser depositadas en el lugar de sintesis (el apice o la yema). Se ha
observado que su transporte ocurre en vesiculas asociadas al sistema de membranas y que la fusiéon

de éstas con el plasmalema provee la membrana necesaria para su expansion y la maquinaria

*  Alcrecimiento en grosor de la pared celular de los hongos se la ha llamado crecimiento secundario,
como una analogia con el crecimiento secundario de la pared celular vegetal. En consecuencia, a la pared
celular que resulta de este proceso se le ha llamado pared celular secundaria (Burnett, 1979; Ruiz-Herrera,
1992).

4  Se ha demostrado que en los periodos de agotamiento de recursos esta regién de las hifas puede

proveer de nutrientes al microorganismo al ocurrir autélisis de sus componentes (Burnett, 1979; Ruiz-
Herrera, 1992).



enzimatica para la sintesis de la pared; el problema del crecimiento polarizado puede ser reducido
a una exocitocis vesicular localizada. Existen varias caracteristicas estructurales de las células
fungicas que son importantes para el crecimiento, mas podemos considerar como principales
participantes a las vesiculas, al citoesqueleto, y a la pared celular (Bracker ef al, 1976; Bartnicki-
Garcia el al, 1990; Ruiz-Herrera, 1992; Gow, 1995).

Las glicoproteinas que construyen la pared celular son sintetizadas dentro de la célula, en
términos generales, de la misma manera que el resto de las proteinas de las células eucariontes y no

organizan una estructura coherente hasta que son externalizadas (Ruiz-Herrera, 1992).

Aparato vesicular

A partir de una serie de estudios celulares y biogquimicos, ha quedado claro que las
vesiculas son las responsables del crecimiento de la pared celular. Se demostré que la mayor
concentracion de €stas se localiza hacia la region apical, en lo que se ha denominado el aparato
vesicular y se ha sugerido que pueden provenir del aparato de Goligi o bien, directamente del RER
localizado en la region subapical (Grove y Bracker, 1970; Ruiz-Herrera y Bartnicki-Garcia, 1974;
Bartnicki-Garcia el al, 1990; Févre et al, 1990; Gow ef al, 1992; Ruiz-Herrera, 1992).

Las vesiculas se han élasiﬁcado en dos grupos: microvesiculas (30-100nm.) y
macrovesiculas (100-400nm). Aunque muchas de las macrovesiculas pueden ser producto de la
fusion de las microvesiculas, en general se ha considerado que las primeras estan relacionadas con
ia construccién de los elementos fibrilares, mientras que las segundas lo estan con los procesos de

secrecidon y reparto de los componentes de la matriz amorfa (Bartnicki-Garcia, 1987; Ruiz-Herrera,
1992).

El modelo mas estudiado es el de las microvesiculas relacionadas con la sintesis de quitina,
conocidas como quitosomas. Se ha demostrado que su contenido corresponde a la forma inactiva
(zimdgeno) de la sintetasa de quitina y que son capaces de construir microfibrillas de quitina in
vitro. Para que se presente esta actividad, el zimégeno debe ser activado por una proteasa externa

al quitosoma; in vivo, ésta parece localizarse en la superficie celular, por 1o que esta zimogenidad
presumiblemente ha evolucionado como una forma efectiva en que se prevee la actividad

prematura de la enzima antes de que llegue a la superficie celular (Ruiz-Herrera y Bartnicki

Garcia, 1974; Bracker et al, 1976; Bartnicki-Garcia el al, 1979; Ruiz Herrera, 1992; Ruiz Herrera
et al, 1992).



Depositaciéon y ensamblaje

Numerosas evidencias indican que el arreglo de los elementos en la pared es consecuencia
de un proceso de autoensamblaje regulado muy delicadamente; no hay enzimas relacionadas con
este proceso. En la pared celular naciente las cadenas de glucosaminoglucanos se encuentran
libres, formando una estructura laxa entre la cual se deposita la a-glucana que permanece de
manera soluble. La distension de esta estructura permite la continuacion de la fibrogénesis y la
depositacién de mas materiales. Conforme esto ocurre, la formacion de enlaces entre las cadenas
de glucosaminoglucanos y las glucanas tiene lugar; las glucanas, ahora como cadenas insolubles en
agua, pueden asociarse entre si por puentes de Hidrogeno y formar fibrillas de tres cadenas. Estas
promueven y determinan la unién de las cadenas de glucosaminoglucanos (también por puentes de
Hidrégeno) presente en las fibras de la a-quitina. Este proceso ocwrre del apice hacia las regiones
subapicales, conformando una estructura cada vez mas rigida, y puede ser el responsable del
alargamiento de los estipites de los esporomas. El papel de las enzimas autoliticas presentes en la

pared celular no es claro (Burnett, 1979; Wessels et al, 1990; Ruiz-Herrera, 1992; Ruiz-Herrera et
al, 1992).

Procesos de polarizacién y direccién

Actualmente existen evidencias que indican que el citoesqueleto y las corrientes idnicas son
los mecanismos que imponen polaridad a la célula y dirigen la migracion de las vesiculas a zonas
especificas de la superficie celular. Se ha sugerido una estrecha relacibn entié Toscomponentes-del
citoesqueleto y la migracion de las vesiculas (Ruiz-Herrera, 1992; Gow, 1995; Heath, 1995).

Un posible mecanismo de la actuacion del citoesqueleto en el crecimiento es que en vez de
estar encargado del movimiento individual de las vesiculas, 10 esté de un organelo responsable de
su formacién (Ruiz-Herrera, 1992). Bartnicki-Garcia y sus colaboradores desarrollaron un modelo
matematico para explicar la morfologia fungica que implica un centro suministrador de vesiculas
(VSC) moviéndose a lo largo de la hifa. Un “organelo”, el Spirzenksrper, puede ser un buen
candidato para ser desplazado y adecuadamente dirigido por el citoesqueleto. Este debe actuar
como un depdsito en el cual las vesiculas son colectadas y como la fuente de vesiculas que iran a
fusionarse a la superficie celular durante el proceso de alargamiento celular. Se ha sugerido que el
VSC debe colectar las vesiculas en el dpice hifal antes de descargarlas y distribuirlas en la

superficie celular (Bartnicki-Garcia er al, 1990; Bartnicki-Garcia y Gierz, 1995).
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Spitzenkdrper

Se ha detectado la presencia de un cuerpo esférico denso en el apice de las hifas de los
hongos ascomicetos y basidiomicetos al que se ha llamado Spirzenkorper (cuerpo apical, en
alemién) (Ruiz-Herrera, 1992). Los hongos zigomicetos y comicetos tienen una acumulacién
apical de vesiculas®, pero no un spitzenkorper observable. Grove y Bracker (1970) cuestionaron el
que este corpiisculo sea equivalente a la acumulacion de vesiculas del aparato vesicular y lo”
consideraron como una pequeifla region especializada en el centro de las vesiculas de los hongos
septados. Se ha observado que la localizacién del spitzenkorper determina la forma de las hifas,
sus cambios de direccioén y sus ramificaciones. La tasa de crecimiento de las hifas no es constante,
sino que ocurre en pulsos de amplitud definible, relacionados con la frecuencia de aparicién y
migracion del spitzenkorper y de cuerpos apicales satélites asociados a ¢él. Estos descubrimientos
demuestran su importancia en la expansion localizada de la pared celular y como un organelo

dinamico en la morfogénesis fungica (LLépez-Franco ef al, 1994, 1994a; Bartnicki-Garcia er al,
1995; Bracker, 1995; Gow, 1995).

*El aparato vesicular de los zigomi >S SC como una banda creciente cercana a la pared apical y
el de los i >S se a disperso sin pr i region especializada.
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PROTOPLASTOS FUNGICOS

La remocion de la pared celular fungica resulta en la liberacion de protoplastos: entidades
esféricas, discretas, altamente sensibles a la osmolaridad del medio. Estas células han sido
importantes en el desarrollo de la micologia en las ultimas décadas (Peberdy y Ferenczy, 1985;
Peberdy, 1990).

En un principio, el interés por obtener protoplastos surgié como una necesidad de mejorar
los procedimientos para obtener organelos celulares en levaduras. Debido a que los tratamientos
requeridos para desintegrar la pared celular son sumarnente drasticos, conllevan dafios en los
organelos celulares por lo que los protoplastos fueron de gran valor en estudios de biosintesis.
Esta practica continiia y, con el desarrollo que se obtuvo, pudo ser extendida a hongos
filamentosos (Peberdy, 1979; Pebedy y Ferenczy, 1985). Subsecuentemente los protoplastos se
volvieron estructuras de interés por si mismas y fueron objeto de muchos estudios de fisiologia
celular, dirigidos sobre todo, al proceso de regeneracion celular y al de reversién a las formas
celulares normales. Son una herramienta importante en diversos estudios de biologia celular,

bioquimica, genética, etc. (Peberdy 1979, Collings er al, 1988).
AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS

Una gran parte del éxito de los protoplastos en los estudios mencionados se ha debido al
extenso trabajo de aislamiento y cultivo de protoplastos. En general, se han desarrollado dos

métodos para obtener protoplastos (Peberdy, 1979).

Procedimientos no enzimsiticos para la obtencién de protoplastos

En general, los sistemas no enzimaticos han sido utilizados en investigaciones bioquimicas
en donde se requieren protoplastos a gran escala y el uso de sistemas enzimaticos resulta costoso, o
bien, para estudiar problemas biolégicos especificos (Peberdy, 1979; Nolan, 1985).

Diversas substancias quimicas han sido utilizadas para la obtencién de protoplastos. Por
ejemplo, se han obtenido a partir de levaduras después de ser cultivadas en presencia de 2-desoxi-
D-glucosa y altas concentraciones de sulfato de magnesio (Peberdy, 1979; Davis, 1985).
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Un proceso altamente especializado de liberacién de protoplastos se ha observado en
hongos patdégenos de insectos. Los conidios de los hongos Entomophthorales producen tubos
germinales que liberan su contenido citoplasmatico en forma de protoplasto. Se observé que se
mantienen en el hospedero desde el momento de la invasién hasta poco antes de la muerte del
insecto y se ha propuesto que este patrén de comportamiento es parte del ciclo de vida de estos

hongos en su insecto hospedero (Peberdy, 1979; Nolan, 1985).

Procedimientos enzimsdticos
Los métodos no enzimdticos no han sido utilizados de manera extensa debido a que se trata

de métodos especificos para organismos en particular, o bien, a que los tratamientos quimicos
empleados pueden inducir cambios metabdlicos en los protoplastos. La mayoria de los trabajos en
protoplastos han incluido el uso de enzimas micoliticas (Peberdy, 1985).

Se han obtenido protoplastos de hongos pertenecientes a todos los grupos taxonémicos
mayores, su formaciéon depende de la degradacion parcial o total de la pared hifal por las enzimas
liticas adecuadas. En un principio fueron utilizadas preparaciones a base de jugo digestivo de
caracol (Helix pomatia), posteriormente, con el desarrollo de investigaciones en microbiologia, se
introdujo el uso de diversas enzimas de origen microbiano (Peberdy, 1976).

Debido a la diversidad en la composicién de las paredes celulares de los hongos de
diferentes grupos taxonémicos (Tabla 3) no existe un complejo enzimdtico que sea efectivo para
todos los hongos, pero frecuentemente contienen qutinasas, proteasas y glucanasas. Para el
desarrollo de un sistema litico adecuado se debe tomar en cuenta la composicién de la pared

celular (Peberdy, 1976, 1979, 1985; Rokem et al, 1986; Sanadhu er al, 1989; Hashiba, 1992).

-Enzimas micoliticas
Muchos grupos que trabajan con hongos filamentosos han considerado que la manera mas

efectiva de obtener protoplastos, es mediante la produccion de complejos enzimdticos, a partir de
microorganismos (con capacidad micolitica), en sus propios laboratorios (Peberdy, 1979, 1985).
Reci te se han d rollado complejos comerciales de enzimas micoliticas que son

producidos por una gran diversidad de microorganismos.
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El jugo gastrico del caracol Helix pomatia o las enzimas aisladas de él, son cominmente
utilizados. Las bacterias de los géneros Arthrobacter y Bacillus y las myxobacterias del género
Cytophaga son cfectivas para degradar las paredes celulares cuyo componente fundamental es la
glucana, mientras que los actinomicetos Strepromyces, Micromonospora y Qerskovia, son capaces
de degradar las paredes celulares de los grupos muy diversos que van de Oomycetes a hongos
quitinosos incluyendo levaduras (Peberdy, 1979, 1985).

Los hongos filamentosos también han sido utilizados como productores de enzimas.- Los
géneros Trichoderma, Rhizopus, Rhizoctonia, Aspergillus y Penicillium son los mas comunes.
Trichoderma es uno de los mas importantes ya que es capaz de degradar las paredes celulares de
un gran naimero de hongos (Peberdy, 1985; Sandhu er al, 1989; Hashiba, 1992). Un hongo en
particular puede ser la fuente de sus propias enzimas liticas. La presencia de enzimas autoliticas se
ha demostrado en diversos hongos (cuando cesa el crecimiento y comienza la autélisis celular)
(Polacheck y Rosenberger, 1978; Bumett, 1979; Peberdy, 1985; Wessels et al, 1990; Ruiz-Herrera,
1992).

Factores que afectan el aislamiento de protoplastos

-Estabilizador osmético

Al remover la pared celular resulta indispensable proveer un soporte osmético al
protoplasto; para cllo se han utilizado sales inorgdnicas, aziicares y azucar alcoholes. En términos
generales, las sales inorgdnicas son mas efectivas con hongos filamentosos mientras que los
azicares y azucar alcoholes, lo son con levaduras. Las virtudes de los estabilizadores osméticos
son entendidas sélo "empiricamente"; sin embargo, es claro que sus caracteristicas y la
concentracion en que se empleen, van a influenciar el rendimiento en la formacion de los
protoplastos y su estabilidad (Peberdy, 1976, 1979; Davis, 1985).

Los estabilizadores osméoticos mas utilizados son el KCl, el MgSOy4, el NaCl, la sacarosa y
el manitol. Las concentraciones en las cuales se han empleado van de 0.4 M a 1.4 M y entre 0.4 -

0.8 M es, en general, donde mejores resultados se han obtenido (Davis, 1985; Hashiba, 1992).
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El estabilizador osmético utilizado cambia la densidad relativa de los protoplastos. Por
ejemplo, los protoplastos de Schizophyllum comune sedimentan bajo gravedad en NaCl, KCI,
manitol y sorbitol; en sacarosa se mantienen en suspensién y con MgS0O4 (ademas de que el
micelio se fragmenta en demasia) los protoplastos flotan (aun después de ser sometidos a
centrifugacion) (Peberdy, 1976, 1979; Davis, 1985). El estabilizador osmético también puede

tener un efecto estimulador o inhibidor de la actividad enzimaitica (Peberdy, 1976; Davis, 1985).

-Microorganismo

La estructura y el arreglo de las hifas repercuten de manera importante en la aislamiento y
en la naturaleza de los protoplastos (Davis, 1985). Los protoplastos fingicos son muy
heterogéneos con respecto a su morfologia, a su estado fisiolégico y bioquimico (Peberdy, 1979).

Se ha sugerido que en tiempos cortos de digestién los dpices hifales se hinchan y los
primeros protoplastos pueden emerger a través de poros de la pared hifal; estos protoplastos
generalmente no son vacuolados, muchos carecen de nicleo y tienen un tamafo menor. Conforme
los protoplastos se van liberando de la hifa, en direccion apical-distal, se observa un incremento en
su vacuolizacion y ¢n su tamaiio, hasta que los protoplastos liberados de las regiones distales
carecen de los organelos celulares y/o de los requerimientos bioquimicos para su viabilidad
(Peberdy, 1979a; Davis, 1985).

En este sentido, el estado fisioldgico del cultivo es un factor crucial en la formacion de los
protoplastos. La edad y naturaleza del cultivo determinan ¢l estado de la pared celular y pueden
alterar su susceptibilidad a lisis. Se obtienen mejores rendimientos de protoplastos al utilizar
micelio en la fase exponencial de crecimiento que de micelio de cultivos viejos con paredes
engrosadas. La susceptibilidad del micelio crecido en medios definidos es mayor que la de medios
complejos (Peberdy, 1979; Davis, 1985).

El pH y la temperatura son dos factores importantes en la digestion de las paredes celulares;
pueden alterar la disposicion celular de los protoplastos y la estabilidad de sus membranas.
También se relacionan estrechamente con la actividad de las enzimas del sistema litico y con los
estabilizadores osméticos. El amortiguador en el medio de incubacién también puede afectar el

aislamiento de los protoplastos (Davis, 1985; Hashiba, 1992).
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LOS PROTOPLASTOS EN LA INVESTIGACION GENETICA

Los protoplastos fungicos han sido utilizados exitosamente en estudios de genética fuingica.
La tecnologia de recombinacién del ADN ha revolucionado el entendimiento de la estructura de
los genes, su replicacion, expresion, mutacién y fundamentalmente su funcion. El potencial que
brindan los protoplastos, como una herramienta en los estudios genéticos en hongos, incluye el
mapeo genético y el mejoramiento de cepas por la fusién de células somaéticas, el aislamiento de
&cidos nucléicos para los analisis de secuenciacion y clonacién, asf como recipientes para la

transformacion y la transduccion (Bennett, 1985).

Fusién de protoplastos en hongos

Las técnicas de fusion de protoplastos se han utilizado para sobrepasar muchas de las
barreras naturales que evitan el entrecruzamiento entre los hongos. Se han realizado fusiones de
protoplastos en muchos hongos deuteromicetos carentes de ciclos sexuales, en ascomicetos donde
el ciclo sexual es dificil o imposible de demostrar y en hongos simbidticos, tales como los
micorrizicos, que en laboratorio no esporulan ni completan su ciclo sexual. La fusién de
protoplastos ha permitido el intercambio genético en estos hongos, haciendo posible el desarrollo
de estudios de génetica bdsica y la posibilidad de mejorar cepas sobrepasando las barreras de
incompatibilidad intraespecifica (Brikett y Hamlyn, 1985; Croft, 1985; Barrett e al, 1989; Pe'er y
Chet, 1990; Gadau y Lingg, 1992) y dando lugar a hibridos fungales (Peberdy, 1979; Anné y
Peberdy, 1985; Gadau y Lingg, 1992).

Estas técnicas han sido de gran importancia para transferir elementos genéticos
citoplasméticos tales como los pldsmidos, las mitocondrias o los nticleos celulares, permitiendo asi
estudios de genética mitocondrial o bien la manipulacién y transformacion genética (Ferenczy,

198S5; Sivan ef al, 1990; Vagvilgyi y Ferenczy, 1991; Gadau y Lingg, 1992).

Transformacién en bongos mediada por ADN

Los hongos tienen paredes celulares rigidas que constituyen una barrera para la entrada de
toda macromolécula, tal como el ADN exégeno. Por lo tanto, la mayoria de los protocolos para
transformar células que implican la adicién e incorporacién de ADN al genoma fingico requieren
la generacién de protoplastos (Peberdy, 1979; Goosen et al, 1992; Upshall, 1992).
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LOS PROTOPLASTOS EN LA BIOQUIMICA Y FISIOLOGIA CELULAR

La pared celular representa una barrera fisica en los hongos; muchos de los problemas en
estudios fisiolégicos y bioquimicos son debidos a la dificultad de poder preparar sistemas libres de
células. En términos de biologia celular, las preparaciones de protoplastos han proporcionado un
gran namero de ventajas, siendo reconocidos como sistemas de células que son una fuente de
materiales para la preparacién de fracciones subcelulares (Isaac, 1985).

Por otra parte, se asume que los protoplastos son entidades metabdlicamente activas con
propiedades bioquimicas y fisiolégicas semejantes a las de la célula intacta, por lo cual, brindan un
sistema de unidades viables representativas del citoplasma del micelio (Peberdy, 1979; Isaac,
1985).

Estas unidades representan una fraccién de la hifa y en conjunto son un sistema
heterogéneo que reflcja la diferenciacién hifal. Es posible separar las fracciones de los
protoplastos que representen predominantemente las regiones apical, subapical y distal del
citoplasma de las hifas (Peberdy, 1979a; Isaac, 1985).

Los protoplastos han sido empleados en estudios bioquimicos y de ultraestructura de las
membranas plasmiticas, pues se ha demostrado que éstas se mantienen bioquimicamente intactas
después de la ruptura y degradaciéon de la pared celular. En este sentido, también han brindado
informacién sobre la actividad de las enzimas asociadas a las membranas y a las fracciones
subcelulares, las propiedades de permeabilidad, los sistemas de transporte y las tasas repiratorias.
Sin embargo, es importante tener en cuenta que la preparacién de los protoplastos tendra efectos
muy marcados en la fisiologia de los hongos, resultando en la disgregacion de algunas funciones
normalmente integradas (Isaac, 1985).
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REGENERACION DE LA PARED CELULAR Y REVERSION DE
PROTOPLASTOS

A la secuencia de eventos que llevan del protoplasto a la célula normal capaz de
reproducirse se le ha referido en la literatura tanto como regeneracion de protoplastos como
reversion de protoplastos. La regeneracion de la pared celular es un evento clave ya que sin ella el
proceso de citocinesis no seria posible. El término "reversién"” puede también ser utilizado en un
sentido mas riguroso para designar sdlo la serie de eventos de todo el proceso de reparacién (de la
regeneracion del protoplasto) que se caracterizan por la renovacidn del control del ciclo celular,
llevando a la restauracién del estado normal de la célula. En esta terminologia "regeneracién del
protoplasto’ incluira dos procesos claves, la regeneracién propiamente de la pared celular y la
reversion del protoplasto "con pared" (Necas y Svoboda, 1985).

El proceso de regeneracion de la pared celular y la subsecuente reversidn celular han sido
los aspectos mas extensamente estudiados en los protoplastos fungicos (Peberdy, 1979).

La investigacion de la regeneracion de los protoplastos provee informacién en diversos
aspectos. Permite la evaluacion de la capacidad de regeneracion de la célula. Representa un
sistema modelo que ha permitido el entendimiento de varios procesos celulares, bioquimicos y
genéticos en hongos tales como:

-Los procesos de biogénesis de la pared celular: la localizacion de los lugares de sintesis y
de transporte de los polimeros de la pared celular, el papel de la membrana celular en este proceso;
el control de la organizacién supramolecular y el papel del autoensamblaje en los procesos
morfogenéticos; el conocimiento de las relaciones ultraestructurales entre los elementos fibrilares y
matriciales y la cinética de su depositacion.

-El papel de la pared celular en la morfogénesis de la célula: la determinacién de la forma
celular, el control del dimorfismo y de los procesos sexuales y el control de la citocinesis.

-Problemas asociados con el control del ciclo celular: la secuencia de eventos, en espacio y
tiempo, del ciclo celular y su control.

También ha sido importante al investigar la funcion del citoesqueleto, la estructura
dindamica del plasmalema y las relaciones cuantitativas entre organelos intracelulares y mutantes
morfolégicas (Peberdy, 1979a; Necas y Svoboda, 1985).



EL GENERO Aspergillus

Los hongos del género Aspergillus son actualmente conocidos como una de las formas de
vida mis abundantes y ampliamente distribuidas del planeta. Son sapréfitos comunes en el suelo,
en vegetales en pudricién y son agentes fundamentales en la descomposicion y reintegracién de
materia organica al medio. Muchas especies son parasitas de plantas y animales. Fueron de los
primeros organismos en ser cultivados en medios artificiales y estudiados con fines biolégicos.
Adicionalmente a su papel en la naturaleza, su versatilidad metabdlica tiene consecuencias, tanto
positivas como negativas, en el espacio humano (Bennett y Klich, 1992; Klich er al, 1992;
Samson, 1994).

El ciclo de vida de Aspergilli comprende dos etapas. Una definida por la produccion
asexual de esporas y otra que engloba los eventos de su reproduccion sexual (Figura 4). La fase
asexual puede también ser llamada conidiacion, ya que comprende los eventos que llevan a la
formacion de estructuras diferenciadas que portan las esporas, producidas por un proceso mitético,
que se conocen como conidios (conidia) (Yager, 1992).

La fase sexual tiene como resultado la formacién de un cleistotecio: una estructura esférica
cerrada, formada por una red de hifas no esporégenas dentro de la cual se desarrollan esporas
derivadas de un proceso meiético. La reproduccién sexual comienza cuando la plasmogamia toma
lugar, resultando en la apariciéon de una hifa dicarionte diferenciada. Los dos nucleos de esta
célula sufren divisiones sincrénicas para dar lugar a una serie de hifas dicariontes llamadas
ascogenas. A partir del dpice de cada una de estas hifas aparece un asca una vez que dos de :.us
nucleos se fusionan; inmediatamente después ocurre la meiosis y dentro de cada asca aparecen
cuatro nicleos haploides. Estos se dividen por mitosis y los ocho nucleos resultantes son
incorporados en ocho ascosporas inmaduras. Una division mitdtica mas da como resultado las
ascosporas maduras binucleadas. No todos los hongos del género Aspergillus tienen la capacidud

de reproducirse sexualmene (Moore-Landecker, 1996; Yager, 1992).
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TAXONOMIA DE ASPERGILLI

La primera descripcion del género data de 1727, cuando Micheli aporté una diagnosis e
ilustraciones que claramente representan sus caracteristicas. El conidiéforo que caracteriza al
género consiste en una hifa larga que culmina en un estructura globosa portadora de esporas;
Micheli, clérigo florentino, encontré semejanza con el aspergillum (aspersorio) instrumento-
metilico utilizado por los sacerdotes para rociar agua bendita, de ahi su nombre (Bennett y Klich,
1992; Samson, 1994).

El género Aspergillus pertenece a los Deuteromycetes (Fungi Imperfecti), Hyphomycetes, y
es caracterizado por el aspergillum (conidiéforo) (Figura S). Los estados teleomérficos
corresponden a hongos Ascomycetes, cuyas ascosporas son formadas en cleistotecios

(Plectomycetidae) (Samson, 1992, 1994).
Conidios

o Na_

Vesicula
Pedicelo
Célula
pic
Conidiodforo Conidiéforo
monoseriado biseriado
Figura 5. Estructuras del conidiéforo de Aspergillus (Tomado de Samson, 1992)

El soporte en la identificacion de los hongos de este género es principalmente morfoldgico;
el analisis de los conidiéforos, las caracteristicas de los conidios y del micelio vegetativo (forma,
tamaiio, color, etc.) y la presencia de esporomas, pueden ayudar a definir las especies. Ademas de
las caracteristicas convencionales se han desarrollado nuevas aproximaciones (analsis utilizando
métodos moleculares, los perfiles de las enzimas y de los metabolitos secundarios y ensayos
inmunolégicos) que han sido congruentes con caracteres morfolégicos y son de potencial

taxonémico para la identificacién de los Aspergilli (Samson, 1992, 1994).
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En 1965, Raper y Fennell establecieron una clasificacién infragenérica para los hongos del
género Aspergillus en la que los conceptos genéricos y especificos quedaron circunscritos. Gams y
sus colaboradores en 1985, reemplazaron la estructura de grupos de esta clasificacién por una

seccional acorde al Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica (Raper y Fennell, 1965;

Samson, 1992) (Tabla 4).

Tabla 4. Nomenclatura de taxa infragenéricos del género Aspergillus.
De acuerdo con Gams et al, 1985* (Tomado de Samson, 1992)

Subgénero Nidulates

Subgénero Aspergillus
Seccion Aspergillus (grupo A. glaucus)* Seccién Nidulates (grupo A. nidulans)
Seccioén Restricti (grupo A. restrictus) Seccion Versicolores (grupo A. versicolor)
Seccién Usti (grupo A. ustus)
Seccion Terrei (grupo 4. terreus)

Subgénero Fumigati

Seccion Fumigati (grupo 4. fumigatus) Seccion Flavipedes  (grupo A4. flavipes)

Seccidn Cervini (grupo A. cervinus)
Subgénero Circumdati
Subgénero Ornarti (grupo A. ornatus) Seccién Wentii (grupo A. wentii)
Seccién Flavi (grupo A. flavus)
Seccion Nigri (grupo 4. niger)

Subgénero Clavari
Seccién Circumdati (grupo A. ochraceus)

Seccion Clavati (grupo A. clavatus)
Seccién Candidi (grupo A. candidus)
Seccién Cremei (grupo A. cremeus)
Seccidn Sparsi (grupo A. sparsus)

* Los nombres de los grupos utilizados por Raper y Fennell (1965) se muestran entre paréntesis

ASPERGILLI Y EL HOMBRE

Muchos hongos, incluidos los Aspergilli, son capaces de explotar ampliamente los recursos
presentes en el entorno humano. Esto resulta en una estrecha relacidn de grandes poblaciones de
hongos con diversas actividades humanas (Cotty er a/, 1994).

La fermentaciéon es uno de los métodos de preservacién de alimentos mds antiguos. El
origen de estos procesos y el egjemplo tal vez mas evidente se remonta a las culturas asiaticas que

han utilizado muchos Aspergilli en la fermentacién de alimentos desde tiempos remotos. El koji,
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que es un cultivo solido de mohos-koji (Aspergillus oryzae, A. soyae y A. awamori) que crece en
una mezcla de arroz y trigo o trigo y soya, es utilizado como el agente en la elaboracién de
alimentos fermentados como el sake, miso, shoyu (salsa de soya), etc. (Hara, er al, 1992; Cook y
Campbell-Platt, 1994; Samson, 1994). También han sido fundamentales en los alimentos y.
bebidas fermentados tradicionales elaborados por diversos grupos étnicos de muchas partes del
mundo, particularmente en el sudeste de Asia, en el Lejano y Medio Oriente, en Africa, asi como
en México y otras partes de América (Herrera y Ulloa, 1990; Cook y Campbell-Platt, 1994).

Son de importancia en la elaboracién de bebidas y estdn presentes en la microbiota
superficial de muchos quesos, jamones, salchichas y otros embutidos, asi como en otros alimentos
fermentados derivados de pescados u otros animales (Cook y Campbell-Platt, 1994).

Los Aspergilli tienen un impacto importante en la agricultura, constituyen el grupo de
hongos mas caracteristico de alimentos, granos y semillas almacenados. Son importantes no sélo
por el efecto que tienen en la calidad de estos alimentos y granos, sino también debido a que
muchas de estas especies producen metabolitos téxicos, mientras que otras son patogenas de
animales (incluido el hombre) (Cotty et al, 1994; Lacey, 1994).

El género Aspergillus ha provisto una gama diversa de metabolitos secundarios. Muchos
de ellos presentan actividad biolégica incluyendo la toxicidad para mamiferos. Los mas
importantes en términos de su impacto en el ser humano son las Aflatoxinas (4dspergillus flavus
toxinas); causan una variedad de afecciones en el desarrollo de animales, en el sistema inmune y
en érganos vitales; son agentes mutagénicos-carcinogénicos muy potentes y pueden transmitirse
con escasa modificacién quimica por la leche o al ingerir alimentos contaminados (Cotty er a/,
1994; Moss, 1994).

La acumulacién de acidos organicos en grandes cantidades es una de las caracteristicas
particulares de Aspergilli. Este fendmeno ha atraido la atencion de numerosos investigadores. El
Acido citrico producido por 4. niger y otras especies de Aspergillus es de gran importancia en la
industria alimenticia y farmacéutica (Harvey y McNeil, 1994; Kubicek er a/, 1994).

Las especies de Aspergilli poseen la capacidad de producir una gran cantidad de¢ cnzimas.
Estas tienen diversas aplicaciones, como en el procesamiento de almidén v de materiales
ligninocelulésicos, en la elaboracion de quesos y cervezas, en la clarificacién y modificacién de
jugos y de vinos, en el acondicionamiento de pastas y la preservacién de alimentos, ctc. (Oxenbuoll,

1994).
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ANTECEDENTES

La invasion de los substratos por los hongos ocurre por una combinacién de la presiéon mecéanica y
la hidrélisis enzimdtica. Al extender el apice, las hifas pueden penetrar los substratos al mismo
tiempo que secretan las enzimas capaces de digerir los polimeros que los componen (Wessels,
1993; Archer y Wood, 1995). La presion de turgencia que generan las hifas provee la fuerza
necesaria para dirigir este crecimiento (Wessels, 1993; Money e Hill, 1997).

El proceso de crecimiento apical de las hifas requiere una expansién controlada de la pared
celular que esta relacionada con su actividad citoplasmatica. El citoplasma juega un papel
fundamental en generar el crecimiento hifal y no se debe separar de aquél que tiene la pared
celular. Es necesario que el citoplasma esté continuamente informado del estado fisico de la pared
que lo rodea y que su actividad sea modulada en funcién de éste (Wessels, 1993).

Existe una constante interaccion entre la presion de turgencia y los procesos de biogénesis
de la pared celular. La presion de turgencia regula la secrecidon de las enzimas que controlan las
propiedades mecanicas de la pared celular (las glucanasas), asi como la actividad de los canales de
Calcio que controlan su extension, regulando la tasa de fusion de las vesiculas de secrecién con la
membrana plasmatica del adpice hifal (Wessels, 1993; Money e Hill, 1997).

Las hifas se enfrentan a obstiaculos con diferente resistencia mecanica; la continua
modificacion de la rigidez de su pared celular permite que el hongo se adapte a las demandas que
éstos ofr Las enzi capaces de degradar los substratos reducen la tensién de estas barreras

(Money e Hill, 1997), por lo que es probable que la sintesis y/o secrecién de este tipo de enzimas

esté modulada por la pared celular.
Por otra parte, las enzimas liticas no son secretadas unicamente con fines de asimilacion.

La naturaleza individual de las hifas requiere que su superficie se encuentre en una interaccién
constante con el medio que le rodea. La versatilidad estructural de las proteinas las hace un buen
candidato para desarrollar una multitud de interacciones de las hifas con sus alrededores. Existe

evidencia de que las proteinas secretadas, unidas a la pared celular, cumplen tales funciones

(Wessels, 1993).
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Existen numerosos reportes de enzimas asociadas a la superficie celular y, aunque no existe
evidencia clara de su localizacion, se ha propuesto que se encuentran directamente unidas a la
pared celular. Se piensa que son las encargadas de degradar los compuestos incapaces de atravesar
la barrera de permeabilidad de las célula, generando productos de bajo peso molecular que sirven
como inductores o como fuente de energia para promover el crecimiento y la produccion de otras
enzimas liticas (Peberdy, 1990; Ruiz-Herrera, 1992).

El apice hifal en crecimiento no sélo es el lugar de sintesis de la pared celular, también es
el sitio con mayor exocitosis de vesiculas. Estas pueden contener en su membrana enzimas
destinadas al plasmalema (como las ATPasas y las sintetasas de polisacaridos) y, en su lumen, a
los componentes de la pared, enzimas que la modifiquen y enzimas liticas de secrecion.
Numerosas evidencias citolégicas indican que los procesos de extension de la pared y de exocitosis
estidn estrechamente relacionados (Wdsten ef al, 1991; Wessels, 1993).

La obtencién de protoplastos de hongos filamentosos ha provisto un nuevo enfoque para el
estudio de las propiedades morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas altamente integradas de las
hifas fungicas (Isaac, 1985). La formaci6n de una nueva pared celular es un paso crucial en'la
regeneracion de los protoplastos, necesaria para el restablecimiento de la forma celular del hongo.
El proceso de regeneracion resulta un modelo morfogenético interesante que provee un sistema
experimental en el que se pueden entender problemas asociados al ciclo celular y a varios aspectos
de biogénesis de la pared celular, incluyendo el papel de ésta, asi como el del ensamblaje de los
elementos que la componen, en procesos morfogenéticos (Necas y Svoboda, 1985; Peberdy, 1990).

La formacion de los protoplastos conlleva una serie de alteraciones estructurales y
funcionales que puecden ser cambios en la distribucién y ultraestructura de los organelos, en la
estructura de la membrana plasmadtica y del citoesqueleto, asi como la pérdida de substancias
presentes en el espacio periplasmatico. Se ha demostrado que los protoplastos fungicos, siempre y
cuando contengan nicleo, son capaces de reparar estas alteraciones ad integrum y de regenerar la
pared celular faltante como una estructura bioactiva, produciendo una célula completa y funcional.
Sin embargo, no todos los protoplastos de la poblacién ven concluida su reparacién debido,
aparentemente, a que algunas etapas del proceso de regeneracion no se completan (Necas y

Svoboda, 1985).
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Uno de los principales problemas en términos de morfogénesis de la pared celular esla
determinacién de la forma final de la pared celular regenerada. Muchos estudios han demostrado
que, por lo menos en las etapas tempranas, la sintesis de la pared celular es desequilibrada y por lo
tanto, diferente del proceso que ocurre en células normales. Bajo condiciones normales de
.biogénesis, nuevos componentes estructurales son agregados a la pared celular existente, ésta
provee informacion acerca de la localizacion precisa de las moléculas recién insertadas y de su
orientacién espacial. La pared celular existente opera aqui como un sistema de informacion
epigenético. En células, cuya superficie carece de todos los remanentes de la pared celular
original, la regeneracion ocurre por completo de novo. La tnica informacién que determina la
estructura supramolecular es aquella inherente a los polimeros secretados. El autoensamblaje
resulta en la formacion de una pared celular significativa que esta bajo un estricto control genético,
suficiente para contener la presion de turgencia del protoplasto, pero menos operante que la normal
(Necas y Svoboda, 1985; Peberdy, 1990).

Las condiciones ambientales también son de gran importancia. El proceso de sintesis de
los polisacaridos estructurales, ¢l proceso de ensamblaje en microfibrillas y la subsecuente
organizacion de los materiales de la pared celular dependen en gran medida de factores externos
como el pH. La actividad de las enzimas responsables de la sintesis de los polisacaridos tiene un
intervalo de pH 6ptimo. (Ruiz-Herrera, 1992). El proceso de autoensamblaje de los materiales de
la pared celular depende de una modificacion de los polimeros secretados; ésta tiene lugar
basicamente por la formacion de enlaces covalentes entre los diferentes polimeros estructurales y
por la aparicion de puentes de Hidrégeno entre las cadenas homélogas que los componen. Este
proceso puede ser alterado por las condiciones microambientales (Burnett, 1979; Wessels er al,

1990; Ruiz-Herrera, 1992). En la pared celular de las plantas han sido disefiados modelos en los
que se describe el ordenamiento de los polimeros de la matriz que unidos por enlaces covalentes
forman una red, asociada a las fibras de celulosa por enlaces de Hidrégeno; cuando estos enlaces
son afectados, las microfibrillas pueden rotar o deslizarse. En este sentido, es sabido que
diferentes iones alteran las propiedades mecanicas de las paredes celulares vegetales y sobre todo,
los iones H+ inducen su ablandamiento. En la regidn apical de las paredes celulares fngicas
(Mucor) se ha descrito un fenoémeno similar que se puede explicar de acuerdo con el sistema de la
pared vegetal. A lo largo de las hifas existe un gradiente de pH que ha sido extensamente asociado

a los fenémenos de polarizacidn responsables del crecimiento hifal (Ruiz-Herrera, 1992).
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Los seres vivos estan en equilibrio constante con el medio que los rodea; para mantenerlo,
deben ajustarse a los cambios fisicos que ocurren en su entorno; esto se logra mediante
adaptaciones fisiologicas y moleculares. Al enfrentarse a ambientes extremos pueden ocurrir
cambios en el comportamiento o en la morfologia de los organismos, asi como el ajuste de sus vias
metabélicas o una completa reorientacién de la expresion genética (Newbury y Peberdy, 1996;
Park er al, 1996).

Los hongos frecuentemente se encuentran en contacto con soluciones acuosas y el pH de
éstas afecta su desarrollo (Park er al, 1996). Las especies del género Aspergillus son capaces de
crecer en un intervalo amplio de pH, Aspergillus niger puede crecer dentro de un intervalo de pH
1.5 - 9.8, Aspergillus repens (Eurotium repens) entre 1.8 y 8.5, y Aspergillus nidulans (Emericella
nidulans) entre 2.5 y 9 (Caddick et al, 1986; Kozakiewicz y Smith, 1994). Estos organismos
tienen mecanismos de control homeostatico muy eficientes; asi, la mayoria de las enzimas
intracelulares que se requieren deben actuar sélo en un intervalo de pH muy estrecho; sin embargo,
las enzimas extracelulares y permeasas no estan protegidas de valores extremos de pH. Resulta
clara la necesidad de un sistema regulatorio que asegure que estas enzimas sean sintetizadas solo
en intervalos de pH en los cuales puedan actuar efectivamente. En Aspergillus nidulans los niveles
de un nimero de enzimas que son por lo menos parcialmente extracelulares, asi como de ciertas
permeasas, son controlados por el pH del medio externo. Por ejemplo, en intervalos de pH acido,
los niveles de la fosfatasa dcida son elevados y los de la fosfatasa alcalina son bajos, mientras que
a pH alcalino ocurre lo contrario. La regulacidn de la expresion de los genes de estas enzimas es
una respuesta a los cambios de pH del medio ambiente (Caddick er al, 1986; Denison er al, 1995).
También el sistema regulatorio por pH afecta la sintesis de otras moléculas localizadas
extracelularmente; éstas pueden scr producto del metabolismo secundario, por ejemplo: la _

produccion de penicilina en 4. nidulans esta regulada por el pH del medio (Shah er a/, 1991).

Por otra parte, los mecanismos celulares que controlan el pH estdn estrechamente ligados a
las respuestas cclulares a los estimulos externos. El pH citoplasmatico puede tener un papel muy
importante en las vias de transduccién de sefiales en células eucariontes, particularmente aquellas
implicadas en la diferenciacion celular y el metabolismo (Gadd, 1995). Los procesos

morfogenéticos y las alteraciones en la forma de las células requieren de la integracién de muchas
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funciones celulares y ocurren en respuesta a sefiales del medio ambiente; se ha descrito la
presencia de genes regulados por pH necesarios para el establecimiento y mantenimiento del
crecimiento apical hifal, asi como para los procesos morfogenéticos de hongos dimérficos
(Saporito et al, 1995).

Se ha demostrado la presencia de exopectinasas de naturaleza constitutiva en hongos del
género Aspergillus (Aguilar y Huitrén, 1990). La secrecién de enzimas de este tipo esta
telacionada con la fase de crecimiento activo del hongo. Estas pectinasas pueden encontrarse
unidas al micelio y a los conidios de Aspergillus y se sugiere que estin asociadas a la superficie de
su pared celular. Es probable que desempeiien un papel importante en la generacion de inductores
para las demas enzimas del complejo pectinolitico de Aspergillus, que es capaz de producir
enzimas pectinoliticas inducibles (exo y endopectinasas) en una gran variedad de substratos
derivados de la pectina (Aguilar y Huitrén, 1990, 1993; Aguilar er al, 1991).

La produccién de las enzimas del sistema pectinolitico de Aspergilius resulta altamente
sensible al pH del medio de cultivo. Las enzimas endo y exopectinoliticas pueden ser producidas
en valores de pH tan acidos como 2.5, condiciones en las cuales, la mayoria de las cepas tienen un
incremento considerable en su actividad pectinolitica (Aguilar er al, 1991). Sin embargo, no todos
los Aspergilli responden de la misma manera a las condiciones acidas del medio, un numero alto
de cepas reducen su crecimiento mientras que otras lo incrementan; lo mismo puede ocurrir con su
actividad enzimatica (Delgado, 1997).

Aguilar y sus colaboradores (1991) encontraron que las actividades exo y
endopectinoliticas de Aspergillus CH-Y-1043 muestran sus niveles mas altos a pH 2.5, aun
cuando el crecimiento del microorganismo en esta condicion resulta de aproximadamente el 50%
del que se obtiene en valores de pH mas neutros. Este efecto es mas evidente con la actividad
endopectinolitica, en donde a pH 2.5 se obtienen valores 5 veces mayores que a pH 3.5. A pH 4.2
y 5.2 a su vez, la actividad es menos del 1% del valor que se obtiene a pH 3.5. Se determind que la
ausencia de esta actividad se debe a una sintesis linitada de enzimas y no a una pérdida de sus

actividades o a una acumulacion intracelular de ellas; tampoco es debida a represion catabélica.
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Delgado (1997), al estudiar el efecto que tiene el pH en la secrecién de las enzimas
pectinoliticas, encontré que el fenémeno descrito por Aguilar y colaboradores (1991) se presenta
en varias cepas de Aspergilli, siendo Aspergillus FP-180 la cepa que ticne una respuesta mas
sobresaliente' ante el pH acido. Existe un grupo de cepas, como Aspergillus awamori, en el que el
fenomeno entre la relaciéon de crecimiento y actividad a pH 4cido se invierte.

Aspergillus FP-180 se seleccioné para realizar el estudio de regeneracion en condiciones de
tension por pH acido. Esta se obtuvo a partir de una fruta en pudricién y presenta una morfologia
semejante a la de las especies comprendidas en la seccidn Flavipedes del subgénero Nidulates
(Grupo A. flavipes Thom y Raper 1926): estipites hialinos, vesiculas ovaladas o subglobosas en
cabezas conidiales biseriadas (mmétulas presentes), masas conidiales de color blanco a avellana. La
especie tipo de esta seccion, 4. flavipes presenta estadio teleomorfo (Fennellia flavipes) y son
caracteristicas en ella las células de Hiille u otras células de pared engrosada; sin embargo, no se
han encontrado estadios teleomoérficos de todas las especies de esta seccién (Raper y Fennell 1965,
Samson, 1992). Tampoco se ha observado estadio teleomérfico en Aspergillus sp. FP-180.

Al estudiar la regeneracién de la pared celular en condiciones de tensién por pH acido, se
puede obtener informacion en diversos sentidos. En primer lugar, este sisterna de regcneracién
celular, al mismo tiempo que ejerce una tension fisiolégica por pH acido a la célula, representa una
condicién ante la cual la célula fungica expresa selectivamente ciertos genes, como es el caso de
las pectinasas a pH 2, o bien, como es el establecimiento y mantenimiento de determinados
procesos morfogenéticos. Al evaluar cémo el proceso de regeneracién celular en tales condiciones
determina el estado final de las células regeneradas, se puede generar informacion de cémo estan
organizados los eventos que determinan este proceso (como la construccion de la pared celular y la
secrecion de enzimas) y de cOmo éstos interactiian en las células fungicas. El sistema pectinolitico
de Aspergillus esta modulado por el pH del medio extracelular, es determinante para generar los
recursos citoplasmaticos que originan el crecimiento y presumiblemente esta relacionado con la
pared celular. Resulta de interés evaluarlo después de la regeneracidén ya que representa un modelo
que refleja el estado fisiologico en general de las células.

' De las cepas que presentan una relacion de crecimiento menor entre los valores de pH 2.5/3.5 y una

relacion de actividad mayor en los mismos valores, Aspergillus FP-180 es la que tiene una actividad
pectinolitica mayor a pH 2.5
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Ahora bien, se presenta un modelo Que nos permite evaluar en condiciones extremas hasta
qué grado la pared celular puede seguir siendo regenerada y las alteraciones en la célula, que se
producen en la formacién de los protoplastos, pueden seguir siendo reparadas para dar lugar a
células funcionales capaces de restablecer el ciclo celular. Por otra parte, la regeneraciéon de los
protoplastos representa un proceso morfogenético que, si bien dificilmente ocurre per se en la
naturaleza, resulta en un modelo interesante para evaluar cé6mo se determina la forma y estructura
final de las células.

Por otra parte, es claro que en un micelio activo es vital una interaccién eficiente entre los
organelos. Para ello, debe implementarse un alto grado de organizacién espacial de sus
componentes citoplasmaiticos. Esta organizacion debe estar presente a lo largo de todo el micelio;
sin embargo, resulta mas evidente y esencial en los apices hifales. Aqui, el complejo apical se
puede identificar como una regién altamente organizada con una ultraestructura diferente al resto
de la hifa (Markham, 1995). Asi, ademas de los elementos ubicuos, los elementos celulares
responsables del proceso que conlleva el crecimiento polarizado pueden encontrarse bien
representados en fracciones de células cuyo contenido citoplasmatico proviene de las regiones
apicales (Ruiz-Herrera, 1992). Es importante tomar en cuenta esta organizacién celular en un
estudio en el que se pretende explicar procesos celulares de hongos.

Por ultimo, con esta aproximacién se genera informacién en otros sentidos: sobre el
entendimiento de la regulacion y disposicion del sistema pectinolitico, sobre los procesos de
sintesis y secrecion de las pectinasas, asi como sobre el de un mejor conocimiento del modelo que
brindan los protoplastos en la investigacion fisiolégica y genética y para el mejoramiento en la

productividad en hongos con potencial industrial.
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OBJETIVOS

-Establecer un sistema de formacioén, recuperacion y regeneracién de protoplastos (células carentes
de pared celular) para hongos del género Aspergillus.
-Establecer un sistema eficiente de formacién de protoplastos de Aspergillus spp.
-Establecer un sistema eficiente de recuperacion y purificacién de protoplastos de
Aspergillus spp.
-Desarrollar un sistema de regeneracién para protoplastos de Aspergillus spp.
-Establecer un sistema de formacion de protoplastos provenientes de las regiones apicales
de las hifas de Aspergillus sp.
~Evaluar la capacidad de regeneracién celular de protoplastos de Aspergillus sp. en un

medio rico y en uno minimo con pectina como unica fuente de carbono.

-Evaluar la regeneracion celular de los protoplastos de Aspergillus sp. en condiciones de tensién
por pH acido.
-Evaluar la capacidad de reparacioén celular y de regeneracion de la pared celular de los
protoplastos de Aspergillus sp. en condiciones de tensiéon por pH acido.
-Valorar la capacidad de regeneracion de los protoplastos provenientes de las diferentes
partes de las hifas de Aspergillus sp.
-Valorar morfolégicamente la regeneracion celular de protoplastos Aspergillus sp. en
condiciones de acidez extrema.
-Conocer los efectos que la acidez extrema tiene en la regeneracién de protoplastos de
Aspergillus sp. Estimar cémo la reparacion celular y la construccion de una nueva pared
celular repercuten en el estado fisiologico de la célula fiangica usando el sistema

pectinolitico como modelo.
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MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMO

Las cepas utilizadas fueron Aspergillus sp FP-180, Aspergillus awamori NRRL 3112 (USDA
Agriculture Research Service Culture Collection. Peoria, Illinois, USA), Aspergillus niger NRRL
334, Aspergillus oryzae NRRL 692 y Aspergillus_fumigartus (Fac. Quimica, UNAM, México). Las
cepas 4. awamori, A. niger, A. oryzae, A. fumigatus se emplearon para determinar el tiempo de
crecimiento del microorganismo en la formacién de los protoplastos. Para establecer el protocolo
de formacion y regeneracion de los protoplastos se emplearon las cepas 4. awamori y Aspergillus
FP-180; mientras que para el estudio de reversion celular en condiciones de tensién por pH acido
se trabajé en particular con la cepa Aspergillus FP-180. Esta cepa fue aislada por el Dr. Guillermo
Aguilar a partir de una fruta podrida y presenta una morfologia semejante a la de las especies
comprendidas en la seccidn Flavipedes del subgénero Nidulates (Grupo A4. flavipes Thom y Raper
1926).

CRECIMIENTO DEL MICROORGANISMO EN CULTIVO SUMERGIDO

Matraces Erlenmeyer de 500ml conteniendo 200ml de medio de cultivo liquido fueron
inoculados con una suspensién de esporas, para dar una concentracién final de 1x10° esporas/ml
de medio.

El crecimiento del hongo se llevd a cabo en cultivo sumergido, en una incubadora con una
agitacion reciprocante de 100 golpes’ por minuto con 1 pulgada de desplazamiento, a una
temperatura de 37°C.

Para obtener ¢l inéculo, el hongo fue crecido en matraces Erlenmeyer de 250ml con 50ml
de medio de cultivo con agar (s6lido) que se incubaron a 37°C por 3-7 dias (o hasta quec esporuld

el microorganismo). De este matraz, se hizo una suspensién de esporas en 10ml de agua estéril.

! En un sistema reciprocante, un golpe es equivalente a un ciclo o a una revolucién de un sistema orbital.
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DETERMINACION DE LA BIOMASA MICROBIANA

La biomasa se determiné por peso seco: un volumen conocido del cultivo en ¢l cual se
desarrollé el organismo fue filtrado con vacio utilizando membranas Millipore de 0.45pun

previamente p das; é fueron secadas en un horno de microondas a una temperatura de 150°C

por intervalos de 1min c/u hasta obtener un peso constante.

DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS

La determinacién del namero de células (esporas, protoplastos) en suspension se realizé
mediante el recuento directo de la poblacién celular utilizando una camara de Neubauer (o

hemocitémetro) Brigth-Line, en un microscopio optico de campo claro a un aumento de 400x.

FORMACION DE PROTOPLASTOS

DETERMINACION DEL TIEMPO DE CULTIVO DEL MICROORGANISMO

Micelio

El tiempo de cosecha del micelio, para la formacién de protoplastos, se determiné mediante
una cinética de crecimiento de la cepa seleccionada. Esta se llevé a cabo en cultivo sumergido con
200ml de medio con glucosa al 1% y de extracto de levadura al 0.3% (Medio GEL), a pH 6. Se
tomaron muestras de la fermentacion cada 6hr, durante 48hr.
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Esporas en germinacién

Para la germinacioén de las esporas se determiné el tiempo necesario para el desarrollo de
tabulos germinales carentes de pared celular secundaria. Se realizé una cinética de crecimiento
como la antes descrita y se tomaron muestras de la fermentacién a diferentes intervalos de tiempo;
el tiempo 6ptimo de germinacion fue elucidado mediante el andlisis de la longitud de los tubos
germinales en el sistema de crecimiento, realizado por observacién directa al microscopio y de

fotomicrografias de estas muestras.
FORMACION DE PROTOPLASTOS

La formacién de protoplastos se desarrollé en condiciones de esterilidad total en los

experimentos en que se examiné la regeneracion celular.

Obtencién de protoplastos de micelio

Para la obtencioén de micelio se llevé a cabo el crecimiento del hongo en cultivo sumergido
en medio GEL, durante 12hr.

Para la formacién de protoplastos, el micelio obtenido fue lavado hasta eliminar las
proteinas extracelulares secretadas por el hongo, los restos de medio de cultivo y las esporas
formadas, para lo cual se realizaron lavados del micelio con agua, con amortiguador de fosfatos pH
6 (AF) y con amortiguador de estabilizacion (AE), (£4°C).

El micelio lavado se resuspendié en amortiguador de estabilizacién (AE) y se llevé a una
concentracion de 12mg (PS)/ m! de suspension.

Las enzimas utilizadas para la lisis de la pared celular fueron:

Quitinasa de Strepromyces griseus (Sigma Chemical Co. USA)
Hemicelulasa de Aspergillus niger (Sigma Chemical Co. USA)
B-Glucuronidasa de Helix pomatia (Sigma Chemical Co. USA)
Enzimas liticas de Trichoderma harzianum (Sigma Chemical Co. USA)

El sistema de digestion fue incubado a 37°C con agitacién reciprocante de 100 golpes por

minuto con 1 pulgada de desplazamiento. La incubacion con el sistema de digestion fue de 3hr, y

para la obtencién de protoplastos del apice hifal fue de lhr.
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Figura 6. FORMACION DE PROTOPLASTOS
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Obtencién de protoplastos de esporas en germinacién

Para la forrnacién de protoplastos apicales se emplearon esporas en germinacion ademas de
a antes d ita. Se

micelio. Estas se hicieron germinar en un cultivo sumergido de la r
colectaron y lavaron por centrifugacién; el sobrenadante fue decantado y las esporas germinadas se

resuspendieron en amortiguador de fosfatos (AF) y al final con amortiguador de estabilizacion
(AE). Se realizé un total de 4 lavados. La digestiéon enzimatica se realizé de la manera descrita

para micelio.

RECUPERACION DE LOS PROTOPLASTOS

Se utilizaron dos sistemas para la recuperacién de los protoplastos.
Uno de ellos consistioé en la recuperacion de protoplastos después de filtrarlos para eliminar

los restos celulares y lavarlos por centrifugacién para eliminar las enzimas liticas. El segundo, la

recuperacion por centrifugacion de densidad diferencial, resulté mas eficiente cuando se requirié

de protoplastos libres de esporas.



Recuperacién por filtracién-centrifugacién

La filtracién se realizé haciendo pasar la suspensién de protoplastos por gasa en un
embudo. La suspensién de protoplastos fue centrifugada con una fuerza de 420 x g por Smin; se
deseché el sobrenadante y el paquete de protoplastos fue resuspendido con Sml de AE fresco. Se

realizaron tres lavados por centrifugaciéon. El botdn final, resuspendido en AE, result6 en los

protoplastos listos para ser utilizados.

Recuperacion por centrifugaciéon de densidad diferencial

Para remover conidios y restos de pared celular, la suspensién de protoplastos fue colocada
cuidadosamente sobre una solucidn de sacarosa al 30% (p/v) en tubos de centrifuga; éstos fueron
centrifugados en un rotor de columpio a baja velocidad. L.os protoplastos fueron removidos de la
interfase entre el AE y la solucién de sacarosa y resuspendidos en AE fresco 0.8M de KCl. El
sistema litico enzimatico fue eliminado después de centrifugar la suspensién y los protoplastos

fueron resuspendidos en 5ml de AE fresco.
La viabilidad de los protoplastos se determiné con los ensayos de regeneracién.

REGENERACION DE MICELIO

Los ensayos de regeneracion fueron realizados inmediatamente después de recuperar los
protoplastos. El mimero de protoplastos en suspensién fue determinado en una cadmara de
Neubauer. Se realizaron diluciones con AE para obtener de 20 a 300 protoplastos / ml. Muestras
de 1 a 3ml fueron inoculadas en placas de agar con el medio de regeneracién seleccionado. Lus
placas fueron incubadas durante 3-7 dias a 37°C.

La regeneracion de protoplastos en condiciones de tensién por pH acido se realizé en
medio minimo con pectina al 1% (MMP) a pH 1.2, 1.5, 1.7 y 2. El mismo medio a pH 6, asi como
un medio rico (extracto de malta EMA), fueron empleados como controles de la reversién celular
sin tensién por pH acido.

En cuanto aparecieron las colonias regeneradas y estando aun definidas, se realizaron los
aislamientos para los analisis fisioldgicos. También se realizaron conteos de las colonias

regencradas en los diferentes medios para el analisis de viabilidad y reversion de los protoplastos.
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Figura 7. REGENERACION Y REVERSION CELULAR
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Se realizé un aislamiento de las colonias mas representativas, en base a su tamatfio, del total
de colonias regeneradas; adicionalmente se aislaron las colonias que presentaron diferencias
fenolégicas.

Células fisiologicamente activas (esporas en germinacioén) y esporas en latencia fueron
propagadas en los mismos medios como control de la actividad fisiolégica de la cepa madre
integra.

Las colonias se mantuvieron en el medio de presion selectiva usado en la regeneraciéon y
fueron analizadas una generacién después de su reversién celular. Esto se logré aislando las
colonias en el medio de regeneracién con pectina a pH 3.5 para que las colonias esporularan. Las
esporas fueron utilizadas inmediatamente como inéculo de las fermentaciones en cultivo
sumergido; éstas se llevaron a cabo en MMP, y en medio minimo con pectina y sorbitol (MMP-S)

al 1%, ambos a pH 2.
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En los medios MMP, MMP-S y minimo con sorbitol (MMS) a pH 2 y 6, se realizaron
cinéticas de crecimiento de estas cepas y en ellas se determiné su crecimiento y sus actividades exo
y endopectinolitica. Tambien se evaluaron su crecimiento y su actividad enzimatica en xilanos,

como una fuente de carbono diferente a la empleada en la regeneracién.

ANALISIS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Actividad exopectinolitica

La actividad exopectinolitica fue determinada cuantificando los azucares reductores
producidos a partir de pectina utilizada como substrato por las enzimas presentes en el filtrado
extracelular. ’

La mezcla de reaccién fue la siguiente: 0.5ml de pectina citrica (de 8.6% de metoxilacién)
al 1% (p/v), pH 5; 0.4ml de amortiguador de acetatos 0.17N, pH 5, y 0.1ml del filtrado enzimatico
problema. Esta mezcla fue incubada a 45°C por 20 minutos, después de los cuales 2ml de reactivo
de DNS fueron adicionados. Se realizaron muestras control para cada muestra problema en las que
el filtrado enzimadtico se adicioné después de Ja incubacién. Todas las muestras fueron sometidas a
bafio en ebullicion, fueron diluidas con agua destilada y centrifugadas para eliminar la pectina
restante; el porcentaje de transmitancia fue determinado a 540nm.

El nimero de grupos reductores se expresa como acido galacturénico liberado a partir de la
solucién de pectina. Una unidad de actividad exopectinolitica quedé definida como la cantidad de

enzima que cataliza la formacién de 1umol de acido galacturénico en las condiciones de ensayo.

Actividad endopectinolitica
La actividad endopectinolitica fue determinada mediante la reduccién en la viscosidad de¢
una solucién de pectina por las enzimas del filtrado enzimatico. Para ello se emplearon

viscosimetros de Cannon-Fenske del N° 200.
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En este sistema, la mezcla de reaccion fue la formada por 10ml de pectina (8.6% de
metoxilacion) al 1% (p/v) en amortiguador de acetatos 0.2N pH 4.2 con 3% (p/v) de NaCl. A ésta
se agregaron 0.5ml del filtrado enzimitico y la fluidez relativa fue determinada de inmediato con el
viscosimetro inmerso en un bafio a una temperatura constante de 30°C. El viscosimetro fue
calibrado con agua destilada y con el substrato.

Una unidad de actividad endopectinolitica fue definida como la cantidad de enzima que
reduce en un 50% la viscosidad de la solucién de pectina en 10min.

Actividad xilanolitica

La actividad xilanolitica fue determinada también cuantificando por el método de DNS los
azucares reductores producidos a partir de xilanos por las enzimas presentes en el filtrado
extracelular. La mezcla de reaccién fue la siguiente: 0.5ml de xilanos (avena) al 1% (p/v), bH 5;
0.4ml de amortiguador de acetatos 0.17N, pH 5, y 0.1ml del filtrado enzimatico problema. Esta
mezcla fue incubada a 50°C por 30 minutos, después de los cuales se adicioné 1ml de DNS. Se
realizaron muestras control para cada muestra problema en las que el filtrado enzimatico se
adicionod después de la incubacion. Todas las muestras fueron sometidas a bafio en ebullicién por
5 minutos, después de los cuales el porcentaje de transmitancia fue determinado a 540nm.

El namero de grupos reductores se expresa como xilosa liberada a partir de la solucion de
xilanos. Una unidad de actividad xilanolitica qued6 definida como la cantidad de enzima que

cataliza la formacién de 1pumol de xilosa en las condiciones de ensayo.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Se realizaron réplicas de los mismos experimentos que indican que los resultados son
reproducibles. Los datos que se presentan corresponden a experimentos representativos, salvo en
los casos indicados, en donde los datos presentados corresponden al valor de la media =+ la
desviacion estandar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se dividen en dos grupos para su analisis y discusién. El primero
de ellos contiene los resultados obtenidos al establecer el protocolo de formaciéon y regeneracion de
protoplastos. La segunda parte incluye la informacioén acerca del proceso de regeneracién y

reversion celular propiamente, asi como el andlisis fisioloégico que se realiz6 después de tales
eventos.

FORMACION Y REGENERACION DE PROTOPLASTOS

Para evaluar el efecto del pH en la regeneracion de las células carentes de pared celular, se
analizo la capacidad de regeneracion de los protoplastos de dos sistemas: de una poblacién
heterogénea de protoplastos de micelio y de una poblacién homogénea de protoplastos obtenidos
de las regiones apicales de las hifas. Para ello fue necesario formar protoplastos empleando

conidios en germinacién y/o micelio en la fase exponencial de crecimiento.

FORMACION DE PROTOPLASTOS

Para determinar el tiempo de cultivo del micelio para la formacién de los protoplastos se
comparé la cinética de crecimiento de 4 cepas de Aspergilli, que son reconocidas como
importantes productores de enzimas (Berka ef al, 1992; Oxenbell, 1994; Samson 1994) y quc
tienen una actividad pectinolitica elevada (Delgado, 1997). La cinética de crecimiento de estas
cepas fue comparada con la de la cepa Aspergillus FP-180 descrita por Delgado (op cir).

Se ha demostrado que el rendimiento en la obtencion de protoplastos es mejor cuando se
emplea un micelio en la fase exponencial de crecimiento. Las paredes celulares de los cultivos en
las etapas temprana y media de esta fase resultan mas susceptibles a lisarse que las paredes
derivadas de los cultivos del hongo en la fase estacionaria (Peberdy, 1979; Davis, 1985). Por lo

tanto, se empled micelio en la etapa media de la fase exponencial de crecimiento.
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Figura 8. Cinética de crecimiento de las cepas de Aspergilius
en glucosa con extracto de levadura (GEL)

Se analizaron las curvas de crecimiento de los hongos (Figura 8) y, en base a éstas, se,
determiné el tiempo de cultivo del micelio necesario para la forrnacién de los protoplastos. La
media de la fase exponencial del crecimiento resulté de 12hr para las cepas probadas y coin¢idié

con la de Aspergilius FP-180.

Se determinaron las condiciones ideales para la formacion de los protoplastos, evaluando

los factores que afectan su liberacién.

Tomando en consideracion la composicién de las paredes celulares de los hongos cuyo
componente fundamental es la quitina, asi como las caracteristicas particulares de las paredes
celulares de los hongos del género Aspergillus, se determino la composicion del complejo
enzimitico necesaria para la degradacién de la pared celular.

Un complejo enzimadtico utilizado frecuentemente en la degradacion de las paredes
celulares de los hongos es el producido por Trichoderma harzianum. Este ha mostrado ser
eficiente ante una gran variedad de hongos, dentro de éstos los Aspergilli (Peberdy, 1979, 1985;
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Collings er al/, 1988; Hashiba, 1992). Existen actualmente preparaciones comerciales de las

enzimas liticas producidas por 7' Aarzianwum en los cuales se han caracterizado las actividades
i 8!...

enzimiticas. Se seleccion6 un complejo enzimaético de 7. harziarnum que cc

protecasas y quitinasas activas.
En las paredes celulares de varios hongos se ha identificado un gran nimero de

heteropolisacaridos que contienen dcido D-glucurénico. Este componente es caracteristico de las
hemicelulosas de las paredes celulares vegetales y ha sido encontrado en las paredes celulares de
los hongos del género Aspergillus; el polisacarido del que forma parte no ha sido identificado
(Ruiz-Herrera, 1992). Las hemicelulasas se han empleado con éxito para la formnacién de
protoplastos de los Ascomycetes (Hashiba, 1992). Por otra parte, el complejo enzimdtico que mas
frecuentemente se ha utilizado para degradar las paredes celulares filngicas es el jugo digestivo del
caracol Helix pomatia; en €l se han detectado mas de 30 enzimas. La B-glucuronidasa es una de
las mas eficaces, se ha usado para formar protoplastos de Aspergillus parasiticus y se ha
demostrado que al emplearla conjuntamente con una quitinasa, incrementa considerablemente la
liberacién de los protoplastos de los hongos Aspergillus fumigatus, A. nidulans y A. niger
(Peberdy, 1979, 1985; Davis, 1985; Hashiba, 1992). Con estos antecedentes se seleccioné una
hemicelulasa producida por Aspergillus niger y una p-glucuronidasa producida por Helix pomatia.
La liberacion de los protoplastos es dependiente de la degradacién de la quitina. Collings y
sus colaboradores (1988) demostraron que el nimero de protoplastos de Aspergillus niger y A.
Jumigatus es mayor al emplear las enzimas liticas de 7. Aarzianum en combinacién con una
quitinasa, que al emplearlas solas. Los actinomicetos del género Streptomyces son productores
importantes de enzimas micoliticas, muchas de las cuales han sido empleadas para formar
protoplastos de diversos Aspergilli. Se selecciond una quitinasa de Srrepromyces griseus que ha
probado ser efectiva sobre las paredes celulares de Aspergillus niger (Peberdy, 1985; Hashiba,
1992) y se evalué si al adicionarla al complejo enzimatico, formmado por las enzimas liticas de 7°
harziameon, la hemicelulasa y la B-glucuronidasa, se incrementa la formacion de los protoplastos de

i (Fig 9).
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Figura 9. Efecto de la adicién de una quiti de Strep sy ces gri sobre dos
concentraciones de micelio en la formacién de protoplastos de Aspergillus awamori

Se observé que al agregar 3ug de quitinasa por cada miligramo de micelio (PS), el nimero

de protoplastos que se liberaron fue mayor. Este incremento fue de un 66% cuando se empled
12mg (PS) de micelio por ml de solucién a digerir, y de un 49% cuando la concentracién del
micelio fue de 6mg/ml. Es importante mencionar que este efecto se evalué antes de optimizar la

concentraciéon del KCl en el amortiguador de estabilizaciéon (AE) y se empled en una concentraciéon

1.0M. Estos resultados coinciden con los presentados por Collings y sus colaboradores (1988)
para otras cepas de Aspergilli y resaltan la importancia de la quitina en la pared celular fungica.

Como la concentracién del micelio ejerce un efecto importante en la formacion de protoplastos, s

realizé un analisis de tal efecto (ver texto adelante).
La composicién final que se utilizé en el sistema litico enzimaitico fue la siguiente:

50mg de Enzimas liticas de Trichoderma harzianum
1mg de Quitinasa de Strepromyces griseus
1mg de Hemicelulasa de Aspergillus niger
11,500U de B-Glucuronidasa de FHelix pomatria

Estas cantidades se emplearon en una suspensién de 25ml con 12mg de micelio (PS) por ml.
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El tiempo de digestiéon necesario para la formacion de las células carentes de pared celular,
fue determinado mediante la observacion directa al microscopio. Sc realizé la cinética del proceso
de formacién de protoplastos tomando muestras del sistema de digestion cada 30miny

analizdandolas al microscopio.

Figura 10. Sistema de formacién de protoplastos de Aspergillus awamori.
Micelio intacto (A), formacidn de los protoplastos apicales después de 60min

de digestién (B) y digestion de la pared celular después de 180min (C).
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Después de 60 minutos de digestion (Fig 10 B) se observé la formacion de los primeros

protoplastos, provenientes de las regiones apicales de las hifas. Este proceso continué hasta los

180min, cuando la degradacion de la pared celular fue casi total (Fig 10 C), dando lugar a células

esféricas que contienen la mayor parte del citoplasma hifal.
La concentracién del micelio que se emplea en la suspension a digerir es un factor

determinante para la formacion de los protoplastos. Este efecto fue evaluado de manera que la

relacién entre la cantidad de la enzima y del substrato permanecié constante, y el namero final de

protoplastos se expresé en funcion de cada mg de micelio (Fig 11). Para ello se empleé AE con

KC1 0.8M
1000
£
"= oo
=
=
=
2 600 —
E
k]
=9 ]
g e
&.
a5
g 200
S
)

6 10 12
Concentracién del micelio (mg (PS) / ml)

t ion del micelio en la

Figura 11. Efecto dela
formacién de protoplastos de Aspergillus awamori
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La concentracion de 12mg de micelio (PS)/ ml de suspensién mostré una liberacion de
protoplastos mayor que las de 6 y 10mg/ml también probadas. El rendimiento de los protoplastos
obtenidos fue cuatro veces mayor al emplear una concentracion al doble de micelio. Esto indica
que la interaccion entre las enzimas y el substrato se favorese conforme el volumen disminuye lo
cual puede ser debido al incremento de la frecuencia de encuentro entre la enzima y el substrato.
Collings y sus colaboradores (1988) han encontrado el mismo efecto con las cepas A. niger, A.
Sumigatus, Penicillium ochrochloron y Geosmithia emersonii. Se ha reportado que la
concentracién 6ptima del micelio para la formacién de los protoplastos de Aspergillus es de 30 -
40mg/ml; sin embargo, en estas condiciones es dificil separar los protoplastos de las grandes
cantidades de micelio que quedan sin digerir (Collings et al, 1988).

Es de gran importancia para la obtencién de los protoplastos la naturaleza y la
concentracion del estabilizador osmético. El cloruro de Potasio (KCI1) ha sido el estabilizador
osmético que mas exitosamente se¢ ha empleado en un gran nimero de cepas representativas de
Aspergillus (Davis, 1985; Hashiba, 1992). Para determinar la concentracién en la cual este
estabilizador proporcione un soporte osmotico eficiente a los protoplastos, se determiné su efecto

tanto en la formacién de protoplastos (Figura 12), como en la recuperacién subsecuente (Fig. 13).
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Figura 12. Efecto de la i6n del KC] como estabilizador osmético
en la for ién de protoplastos de Aspergillus awamori




El rendimiento en la recuperacion de los protoplastos no sélo depende de la concentracion
del estabilizador osmético, sino también de la fuerza de la centrifugacion a la que se realiza el
lavado; por esto, esta evaluacion se realizé tomando en cuenta ambos factores (Fig. 13). Se
observé que para eliminar el sistema litico enzimatico se requieren tres cambios de AE.

100 —
= Condiciones
< 80 — del lavado
—@— KCl10.6 M
60 — -760 x g
—— KCLO6M
8 ~-430 x g
% 40 - —a— KC10.8M
= -430xg
E —w— KCl1.0M
20 — -520xg

0
T T T T
filtracion 1° lavado 2° lavado 3° lavado
Euwapas de la recuperacién
Figura 13. Determinacién de las condiciones de lavado en la recuperacién

de los protoplastos de Aspergillus a i C racion del
tabilizador osmético (KKC)) y fuerza de centrifugacién (x g)

La concentracién de 0.8M resultd la mias favorable en la formacion de protoplastos
(Figura 12). Al emplear la concentracién de 1.0M ocurrié un decremento importante en la
formacién de los protoplastos; esto se pudo deber a que KCIl, en tales concentraciones, tuvo un
efecto inhibidor de la actividad de las enzimas liticas.

El rendimiento de recuperacién de los sistemas probados (Figura 13) muestra el
decaimiento en ¢l porcentaje de protoplastos que se recuperaron después de cada etapa del sistema.
En este andlisis se pretendieron evaluar los factores que intervienen en el lavado de los

protoplastos. Por ello, €l numero de protoplastos que se obtuvo después la filtracién fue
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considerado como 100%. La condicién que mostré una eficiencia mayor en la recuperacion de
protoplastos fue en la que se empled el estabilizador osmético en una concentracién 1.0M y la
centrifugacion se realizé con una fuerza de 520 x g. En esta condicién, el porcentaje de
recuperacién de protoplastos tras el lavado por centrifugaciéon fue cercano a 80%. La
concentracion 0.8M de KCl, al centrifugar el sistema con una fuerza de 430 x g, mostré una
eficiencia buena en relacion a las demas condiciones probadas.

Es importante tomar en cuenta ¢l efecto que tiene la concentracién del KCl en la formacién
de los protoplastos (Figura 12); al emplear una concentraciéon de KCI 0.8M., la liberacién de los
protoplastos fue mayor, en mas del doble, que la de 1.0M, por lo que al evaluar ambas condiciones
en el procedimiento total (formacidn-recuperacion), resulté mas eficiente emplear en todo el
procedimiento AE con KC1 0.8M, aun cuando en la recuperacion de los protoplastos el
rendimiento fue mayor al emplear la concentracién 1.0M.

Una vez que se establecio este protocolo con Aspergillus awamori NRRL 3112, se probd
con la cepa Aspergillus sp FP-180. El mismo procedimiento resultd eficiente con esta cepa (Tabla
5). Se comparé el nimero de protoplastos obtenidos con ambas cepas después de cada etapa del
sistema y el porcentaje de recuperacion que representa. El nimero de protoplastos obtenido

después de la digestion enzimatica se consideré como 100%.

Tabla 5. Comparacién de la formacién de protoplastos en 1a cepas
Aspergillus awamori 'y Aspergillus sp. FP-180.

Procedimiento Numero de protoplastos' (%%)
Aspergillus awamori Aspergillus sp. FP-180

Digestion 119.7 (100) 174.0 (100)

Filtracién 106.0 (88.6) 126.0 (72.5)

1* Centrifugacién 76.0 (63.5) 100.6 (57.8)

3* Centrifugaciéon 65.0 (54.3) 72.2 (41.5)

' Numero de protoplastos (10°). El nimero mostrado aqui es el total de protoplastos obtenidos
al emplear el protocolo descrito con 300mg de micelio en 25ml de suspension.
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El numero de protoplastos que se obtuvo mediante este procedimiento fue del mismo orden
de magnitud que los reportados por otros protocolos descritos para Aspergillus.

En este sentido, es dificil realizar una comparacién precisa debido a que los pardmetros de
comparacion en la mayoria de los casos no se expresan de la misma manera o son ambiguos. Sin
embargo, se pueden hacer algunas inferencias que confronten la eficiencia de este protocolo.

Marmolejo (1994) desarrollé un protocolo de formacién de protoplastos para la cepa A.
nidwlans CLK1 en el cual, a partir de 1g (peso hiimedo) de micelio logra obtener cercade 17
millones de protoplastos. En nuestro trabajo se logroé obtener entre 65 y 72 millones de
protoplastos a partir de 300 mg (PS) de micelio que, considerando el contenido de agua de la
céluls, puede ser equiparable a 1 g (peso humedo). Esta diferencia se debe a que en el protocolo
de Marmolejo unicamente se emplean las enzimas liticas de Trichoderma harzianum y en una
concentraciéon menor.

Collings, Davis y Mills (1988) han evaluado los factores que afectan la liberacién de los
protoplastos de algunos hongos, de entre ellos 4. niger y A. fumigatus; en sus resultados presentan
rendimientos finales de 2.42 y 5.3 x 10° protoplastos / mg de micelio, respectivamente. Estos
valores son del mismo orden de magnitud que los presentados en este trabajo: 2.2 x 10°
protoplastos / mg de micelio (PS) para 4. awamoriy 2.4 x 10° para Aspergillus sp. FP-180. El
numero de protoplastos que se obtiene a partir de las cepas A. niger y 4. awamori (que pertenecen
a la misma seccién (Nigri) del subgénero Circumdatti) es muy parecido. Por otra parte, estos
autores emplean en el sistema enzimatico Novozima 234 un complejo de enzimas liticas de 77
harzianmum cuya composicion y actividad puede ser diferente al de las enzimas que se emplearon en
este protocelo. Los mismos autores reportan que al agregar una quitinasa, el namero de
protoplastos que se obtiene a partir de 4. niger se incrementa cuatro veces y al doble con 4.
Jumigatus; sin embargo, estos resultados se obtienen usando NaCl como estabilizador osmético;

cuando emplean KCl como estabilizador osmético, observan un decremento del 75 y 50%,

respectivamente, de sus valores.

Se seleccioné un medio rico para regenerar los protoplastos. Este consistié en EMA en AE
con la misma concentracion de KCl que se emple6 en el sistema de formacién de protoplastos. En

este medio se logré regenerar el 80% de los protoplastos de Aspergillus avwamori.
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Al establecer el sisterna de regeneracion en MMP fue necesario cambiar el estabilizador
osmético debido a que la concentracidn alta de sales y los valores de pH Acidos precipitan el
soporte osmotico. Existe una gama de estabilizadores osméticos eficientes para los protoplastos
como los azucares y azucares alcoholes. Se seleccioné el sorbitol, que es un estabilizador
osmoético no metabolizable por Aspergillus y que ha sido eficiente con los protoplastos de varias
especies de hongos filamentosos (Davis, 1985; Hashiba, 1992). La cepa de Aspergillus sp. FP-180
fue incapaz de crecer en MM (sélido y liquido) con sorbitol como unica fuente de Carbono a pH 2

y 2.5, y en valores de pH cercanos a la neutralidad (pH 6), su crecimiento fue escaso.
FORMACION DE PROTOPLASTOS APICALES

El sistema de formacion de protoplastos descrito generd protoplastos de las diferentes
regiones que existen a lo largo de las hifas. Esto representa una poblacion de protoplastos muy
variada en términos de su composicion y actividad bioquimica. Esta heterogenidad se ve reflejada
en la frecuencia de regeneracién de los protoplastos que, ademas de ser muy variable, ocurre
asincrénicamente (Peberdy, 1979a). La obtencién de los protoplastos de una region especifica de
las hifas resulta en un sistema mas homogéneo en términos de composicién y de estructura.

En los apices hifales de un micelio en crecimiento, se encuentra la actividad metaboélica y
fisioldgica mas intensa. El complejo apical se puede identificar como una regién altamente
organizada en donde sc encuentran los elementos que determinan el crecimiento de los hongos y la
sintesis de la pared celular (Markham, 1995; Ruiz-Herrera, 1992).

Con base en estudios realizados en Aspergillus nidulans, se ha sugerido que los
protoplastos liberados en la primera hora de la digestién provienen del apice hifal. La proporcién
de protoplastos sin nicleo en esta preparacion es alta. Tomando en consideraciéon el volumen de la
region apical carente de nucleo (volumen comprendido en los 17.5um por detras del apice hifal) y
el volumen promedio de los protoplastos, se estima que pueden formarse alrededor de 10
protoplastos de esta region. Empleando KCI como estabilizador osmético, cerca del 50% de la
poblacién contiene un nicleo. Al emplear periodos de digestiéon mas largos, se liberan los
protoplastos de las regiones distales de las hifas y es posible que muchos de ellos carezcan de los
requerimientos bioquimicos y de los organelos necesarios para la regeneracion y la reversién
celular (Peberdy, 1979a; Davis, 1985).

60



Para obtener los protoplastos apicales se probaron dos sistemas de formacién con base en el
protocolo para los protoplastos del sistema micelial completo. El primero de ellos consistié en
emplear esporas en germinaciéon y el segundo consistiéo en degradar sélo parcialmente las paredes

celulares del micelio en la fase exponencial de crecimiento.

Esporas en germinacién

Se determind el tiempo necesario para el desarrollo de los tibulos germinales carentes de
pared celular secundaria. El andlisis de la longitud de los tubos germinales en el sistema de
crecimiento se realizé por observacion directa al microscopio y por fotomicrografias. Se obtuvo el
tiempo 6ptimo de germinacion cuando la mayoria de las esporas germinadas presentd tabulos de
50-100um y resulto ser de 8hr.

Conforme transcurre el crecimiento de Aspergillus en cultivo sumergido, inmediatamente
después de la germinacion, se observa el arreglo caracteristico de agregados del micelio en medio
liquido. Este ordenamiento consiste en una agregacion de las esporas, en la cual los tubos
germinales se desarrollan hacia la periferia de la estructura. Para obtener los protoplastos apicales

se intentd evitar la formacién de los agregados (Tabla 6).

Tabla 6. Tratamientos empleados para evitar los agregados de
las esporas en Aspergillus sp. FP - 180

Medio de Agitacién en el Concentracién Formacién de Esporas libres
crecimiento crecimiento! Triton-X-1002 “agregados™ (%)
GEL pH6 100 [o] + < 0.1
GEL pH6 150 ) + < 0.1
GEL pH6 175 o) + < 0.1
GEL pH6 150 0.05 “+ 0.2
GEL pH6 150 0.1 + 1

GEL pH 4.5 150 o + 0.35
GEL pH4.5 150 0.05 “+ 1.7
GEL pH4.5 150 0.1 -+ 1.7
GEL pH 4.5 150 0.2 + 0.6
Golpes por minuto con 1 pulgada de desplazamiento
2 En% (p/v)
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“Se alteraron las condiciones de incubacion: se incrementé la agitacion del medio y se

cambid su fuerza idnica, modificando su pH y adicionando detergentes iénicos

El detergente (Tritén-X-100) logré incrementar el nimero de esporas libres en el medio; sin
embargo, aun en esta condicién, la mayoria de las esporas y de las esporas en germinacion siguid
formando agregados. Con los tratamientos dados no se logré evitar la formacién de los agregados.
En ellos, los tubos germinales se dirigen hacia la periferia de la estructura y quedan en su mayoria
expuestos; por otra parte, los tratamientos de digestién de la pared celular son capaces de disgregar
estas estructuras por lo que, aun cuando esto no se logrd antes de la digestion, se utilizé el sistema
de esporas en germinacion para formar los protopastos apicales. Es importante mencionar que

después de 8 horas de crecimiento existe un alto porcentaje de esporas sin germinar.

Formacién de protoplastos apicales

Debido a que el tamafio y la forma de los protoplastos que se liberaron fueron muy
cercanos al los de los conidios de Aspergillus, utilizando el sistema de recuperacion de filtracién-
centrifugacion existe la posibilidad de encontrar conidios en la suspension final de los
protoplastos, especialmente cuando en el sistema de formacién de protoplastos empleado existe un
alto namero de conidios sin germinar. Por ello, los protoplastos se recuperaron empleando un
sistema de densidad diferencial.

El mimero de conidios sin germinar en el sistema de esporas en germinacion es
considerablemente mayor que el del micelio en la etapa exponencial de crecimiento; por ello,
ambos sistemas fueron comparados. Al mismo tiempo se defini6 la concentracién de sacarosa
necesaria para retener eficientemente los protoplastos en la centrifugacién de densidad diferencial
(Tabla 7).

Se determind el numero de protoplastos viables y de esporas presentes en la suspension
final después de la recuperacién, mediante ensayos de regeneracién en MMP a pH 6. Empleando
el mismo sistema de formacién y recuperacion (sacarosa al 25%) de protoplastos, a partir de
micelio en etapa exponencial de crecimiento (12hr) se logrd obtener 203 protoplastos capaces de
regenerar en MMP pH 6 por cada mg (PS) de micelio sometido a digestién; al emplear esporas en
germinacion (8hr) se logré obtener 198 / mg (PS). El namero de protoplastos que se pudo obtener
por estos procedimientos fue similar; sin embargo, el porcentaje de esporas en las UFC presentes

en la suspension final fue en general mayor al emplear esporas en germinacién (Tabla 7).



Tabla 7. Comparacién de los sistemas de recuperacion de protoplastos obtenidos a partir de
esporas en germinacién (8hr) y de micelio (12hr)

Tiempo de cultivo Concentracion de UFC' en MMP pH 6
del microorganismo sacarosa en la Protoplastos? Esporas®
(hr) recuperacién (26 (p/v)) (%0) (%)
8 35 82.7 17.3
8 30 84.1 15.9
8 25 89.4 10.6
12 25 96.5 3.5
12 20 79.7 20.3

!  Unidades Formadoras de Colonias (UFC). El total de las colonias desarrolladas representa el 100%.
2 Pporcentaje de las UFC que representan los protoplastos capaces de regenerar.

3  Porcentaje de las UFC que representan las esporas capaces de crecer.

Los resultados mostraron que la recuperacién con una concentracién de sacarosa al 25%
®/V)r 1t6 mas eficiente que cualquier otra condicién probada para obtener protoplastos

provenientes del micelio en crecimiento exponencial (Tabla 7). Por otra parte, se determiné el
porcentaje de esporas capaces de crecer en MMP a pH 2 presentes después de la recuperacion con
este sistema y se encontré que del total de las colonias formadas (UFC), sélo el 426 proviene de
esporas (conidios). Este bajo porcentaje es similar al encontrado en MMP pH 6 e indica que es
mejor emplear el micelio de la fase exponencial de crecimiento para obtener los protoplastos
apicales y que éstos se deben recuperar y purificar por centrifugacion de densidad diferencial en
sacarosa al 25%.

Como se esperaba, al someter el micelio a una hora de digestion, la degradacién de éste fue
sélo parcial; esto se vié reflejado en el nimero de protoplastos que se obtuvieron por cada mg de
micelio sometido a digestion. Se logré obtener 2,050 protoplastos (apicales) por mg (PS) de
micelio a digerir tras 1hr de digestion, mientras que después de 3hr el nimero ascendié a 10,404

(sistema completo).
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REGENERACION Y REVERSION CELULAR

Se logroé regenerar protoplastos de Aspergillus FP-180, tanto apicales como de un sistema
completo, en medio minimo con pectina. La capacidad de regeneracién de los protoplastos-
depende de su naturaleza (Figura 14).

100 J/

A

A\
AN

Protoplastos regenerados (%)

Completo Apicales Completo Apicales
pH 6 pH2
Figura 14. Comparacién de Ia capacidad de regeneracién de los protoplastos de
Aspergillus sp. FP-180 provenientes del spice hifal (Apicales) y de un sistema
micelial completo (Completo), en pectina a pH 6 y pH 2.

Condicion

Al regencrarlos a pH 6, se observé que el porcentaje de regeneraciéon en ambos sistemas es
similar, cercano al 10%. Lo contrario ocurrié con los protoplastos que son capaces de regenerar a
pH 2: el namero de protoplastos capaces de regenerar fue mas del doble cuando provinieron dc tas
regiones apicales de las hifas que cuando provienen del sistema integro. El porcentaje de
protoplastos apicales capaz de regenerar en MMP a pH 6 fue del mismo orden que a pH 2. Esto
probablemente refleja la constitucién celular de los protoplastos ya que provienen del sitio en el
que se encuentra la actividad metabdlica mas intensa, con una ultraestructura diferente al resto de
1a hifa (Markham, 1995). Considerando las estimaciones de Isaac (Peberdy, 1979a), cerca del 50%
de los protoplastos provenientes de las regiones apicales carecen de nicleo. Resulta interes_ame

observar que, de los protoplastos restantes (con por lo menos un nicleo) cerca del 20% tuvo la

capacidad de regenerar a pH 2.
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La regeneracién de los protoplastos fue escasa o inexistente en valores de pH menores a 2.
A pH 1.7 se logré regenerar una colonia de Aspergillus, proveniente de un sistema integro de
protoplastos, colonia que representa ¢l 0.5% del total de protoplastos inoculados en tal medio. En
valores de pH menores a 1.7 no se logré regenerar ningian protoplasto. El pH minimo de
regeneracién en MMP de 1.7 coincidié con el pH minimo al cual la cepa 4spergillus FP-180 fue

capaz de crecer.

Los protoplastos fueron capaces de regenerarse como células funcionales en un medio
minimo con pectina como unica fuente de Carbono. Los protoplastos son capaces de utilizar la
pectina, o los productos de su degradacion presentes en el medio, sin la necesidad de las enzimas
exopectinoliticas presentes en la superficie del micelio ya que éstas se pierden al degradar su
pared. Se ha propuesto que las enzimas presentes en la superficie de la cé€lula son las encargadas
de degradar los compuestos grandes, generando moléculas utilizables que sirven como inductores
o como fuente de energia para promover €l crecimiento y la produccién de otras enzimas liticas.
La capacidad de regeneracion de las células de Aspergillus desprovistas de los elementos de su
superficie celular en el medio de regeneracion provee informacién de que las enzimas asociadas a
la superficie pueden ser dispensables, por lo menos en este medio minimo y para el sistema.
pectinolitico. Es probable que los niveles constitutivos de exopectinasa que se secretan en la fase
de crecimiento activo del hongo se mantengan en los protoplastos.

Los protoplastos tuvieron la capacidad de regenerar su pared celular y de reparar sus
alteraciones celulares en condiciones de acidez extrema para restablecer su ciclo de vida. Esto
indica que la maquinaria enzimaética y celular necesaria para la construccién de una pared nyeva.
asi{ como para la regeneracion de hifas, es activa en tales condiciones. El proceso de ensamblaje
(¢ autoensamblaje?) de materiales de la pared celular pudo llevarse a cabo en tales condiciones. El
medio minimo con pectina a pH 2 representa un sistema selectivo en el cual sélo se expresan
algunos genes; la capacidad de regeneracion de las células no se perdié en tales condiciones. 3in

embargo, el porcentaje de células que retienen esta capacidad fue bajo (Figura 14).

65



ANALISIS MORFOLOGICO Y FISIOLOGICO

Se realizaron experimentos control en los cuales las hifas y los conidios fueron sometidos a
las condiciones de formacién y regeneraciéon de los protoplastos, salvo la digestién. Se realizé un
aislamiento de algunas cepas representativas de la poblacién de colonias regeneradas y de colonias
empleadas como controles. Las colonias se aislaron en MMP acido (pH 3.5) de manera que. se
mantuvo la presién de seleccion ejercida en la regeneracién. El andlisis fisioldgico se desarrollo

con un inéculo proveniente de la primmera generaciéon después de la regeneracion de los

protoplastos.

Anslisis morfolégico
Se realizé un andlisis morfolégico de las colonias regeneradas. Todas las colonias

provenientes de protoplastos regenerados a pH 2 y 6 presentaron la misma morfologia que la cepa
Aspergillus sp. FP-180.

En MMP a pH 6, se desarrollan colonias planas con escaso micelio aéreo y con conidios
blancos que presentan halos concéntricos que culminan en un halo con una coloracién mas
obscura. El micelio dentro del agar presenta una coloraciéon café clara (Fig 15 E). ApH2, la
formacién de conidios es escasa, por lo que el color que predomina en las colonias es el café, con
4reas blancas hacia el centro de la colonia. El didametro de las colonias es considerablemente
menor al de las forrmadas a pH 6 (Fig 15 A). En un medio rico, EMA, las colonias son semejantes
a las desarrolladas en MMP pH 6; sin embargo, aqui se desarrollan depresiones en la colonia con
un arreglo radial. El micelio del substrato presenta una tonalidad mas obscura que en MMP y
culmina en un halo negro al borde de la colonia.

La colonia regencrada en MMP pH 1.7 (LP-10) presentd una morfologia diferente a la
cepa original (FP-180). En primer lugar, en el medio de regeneracion MMP pH 2 (Fig 15 B),
desarrolla colonias de tamafio mayor que las desarrolladas por la cepa FP-180. Estas presentan una
textura algodonosa dada por el micelio aéreo que es de color blanco, la esporulaciéon es escasa.
Esta cepa fue capaz de crecer en MMP a pH 1.2, desarrollando colonias semejantes a la descrita a
pPH 2 pero de menor tamaiio (Fig 15 D). En MMP a pH 6, LP-10 también desarrollo colonias con

diferente morfologia; éstas fueron semejantes a las formadas por la cepa FP-180.
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Figura 15. Mortologin macroscopica de las cepas de Aspergillus FP-180 (A, Cy E).

v LP-10 (B. ID v FF) creciendo en pectina y sorbitol (MMP-S) a
pH 2.5 (A y B). pH 1.5 (C y D) v pH 6 (E y F, pag. siguiente)
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Sin embargo, la pigmentacién de la colonia se invirtié: café al centro (conidios maduros) con una
pigmentacién mas clara hacia la periferia (Fig 15 F). El micelio se desarrolla en el agar de manera
semejante que la cepa FP-1 SQ. En EMA se observa una morfologia semejante a la descrita por la
cepa FP-180, mas con una pigmentacion café. La tonalidad café de la colonia es menos intensa y
el halo exterior es de menor tamafio que en MMP pH 6. La pigmentacion del micelio en el agar
nuevamente se invierte, siendo el centro de la colonia la region mas obscura.

Microscépicamente se compard la morfologia de la cepa FP-180 con la de la cepa LP-10.

A pH 6 ambas presentaron una morfologia semejante, micelio ramificado con cabezas
conidiales biseriadas, con 2-3 fidlides originandose a partir de cada métula y esporas (conidios)

globosas.

En MMP a pH 2 hay diferencias morfoldgicas evidentes entre las dos cepas (Fig 16)

Aspergillus sp FP-180 en MMP pH 2.5

Figura 16. Morfologia microscopica de las cepas Aspergillus FP-180 (A) ¥ LP-10 (B, pag.

siguiente) creciendo en pectina y sorbitol (MMP-8) a pH 2.5.
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Fig. 16 B

[.P-10 en MMP pHI
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La cepa FP-180 desarrolla un micelio incipiente (pseudomicelio), con hifas muy pequeiias y
escasamente ramificadas; son abundantes vesiculas y estructuras libres con forma esférica que
semcjan células levaduriformes (de mayor tamafio). Sin embargo, ¢s posible observar cabezas
conidiales bien desarrolladas (Fig 16 A). A diferencia de esta morfologia, la cepa LP-10 desarrolla
un micelio mas evidente, las hifas son largas y altamente ramificadas; es posible observar
vesficulas, éstas forman parte de las hifas y pueden dar lugar a ramificaciones. No se observan las
estructuras esféricas de la cepa FP-180. Los conidiéforos formados aqui presentan alteraciones
morfoldgicas, es posible observar métulas alargadas, en ocasiones ramificadas, a partir de las
cuales se desarrollan una o varias fidlides (que también pueden ser mas largas) con escasos
conidios (Fig 16 B). También es posible observar cabezas conidiales en las que las métulas se
desarrollan a partir de una vesicula conidial reducida o directamente del pedicelo del conidiéforo
(semejando esporangios de Penicillium), asi como cabezas conidiales normales.

Las diferencias morfolégicas que presenta la cepa LP-10 se mantuvieron aun después de
varias generaciones (resiembras), y en valores de pH cercanos a la neutralidad o en medios de
cultivo ricos (PDA, EMA).

Andlisis fisioldgico

Adicionalmente a las diferencias morfolégicas que presento la cepa LP-10 con respecto a
Aspergillus FP-180, se observaron diferencias en su capacidad de crecer en el medio de
regeneracién en valores de pH extremos (en placa). En primer lugar la cepa LP-10 desarrolla
colonias de tamaifio considerablemente mayor en un intervalo de valores de pH 1.7 a 2.5 (Fig 15 A-
D). Ladiferencia de crecimiento entre estas cepas disminuye en ausencia de sorbitol; sin embargo.
si esté presente, la diferencia de crecimiento se mantiene aian despues de varias resiembras de la
cepa LP-10.

En valores de pH menores a 1.7 la cepa FP-180 fue incapaz de crecer (Fig 15 C), mientras
que LP-10 desarrollé colonias aun a pH 1.2. Este comportamiento se observé siempre y cuando se
mantuviera el sorbitol en el medio, y se perdié después de tres resiembras (generaciones) de la
cepa.
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Se analizaron y compararon las actividades fisiol6gicas (la actividad enzimética y el
crecimiento) de las cepas Aspergillus FP-180 y LP-10 en el sistema pectinolitico, y fueron
comparadas con las del sistema xilanolftico de ambas cepas: sistema que no esta relacionado con el
sistema de presién selectiva al que se sometié al protoplasto en su regeneracién.

Se comparé el crecimiento de las cepas LP-10 y FP-180 en MMP (Pectina), MMS
(Sorbitol) y MMP-S (Pectina y Sorbitol) a pH 2 y S (Figura 17).

Crecimiento a pH 5§ Crecimiento a pH 2

A B

6 —
£
\g; N
=

2 —1

o T T T

o 24 48 72 96 o 24 48 72 96
Tiempo (hr) Tiempo (hr)

—@— FP 180 Pectina

Figura 17. Crecimiento de Ias cepas de Aspergilius FP-180 y —@— FP 180 Pect-Sorb
-—4— FP 180 Sorbitol

LP-10 en medio minimo con pectina, pectina-sorbitol y LP 10 Pout;

e — )'—' ectina
sorbitol, a pH S (A) y pH 2 (B) — LP 10 Pect-Sorb

—<x— LP 10 Sorbitol

Fue sobresaliente el crecimiento de la cepa LP-10 en MMP-S a pH 2 (Fig 17-B), siendo su

valor miximo (72 hr) cerca de tres veces mayor que el de la cepa FP-180 en las mismas
condiciones. El crecimiento de la cepa LP-10 en pectina en ausencia de sorbitol (MMP) se reduce
mias de tres veces. Sin embargo, sigue siendo mayor que el de la cepa FP-180, que también es

afectada por la de sorbitol. Es importante observar que a pH 2 ninguna de las dos cepas

fue capaz de crecer en sorbitol como unica fuente de Carbono.
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A pH 5 ambas cepas crecieron igual (Fig 17-A). El perfil de crecimiento de LP10 en MMP-

S es el mismo que a pH 2, la etapa de decaimiento del crccimit{lto ocurre después de 72 hr. El
crecimiento de la cepa FP-180 es mayor, tanto en MMP como en MMP-S, que a pH 2. Ambas

cepas presentaron un crecimiento escaso en sorbitol como unica fuente de Carbono.
Se evalué la actividad pectinolitica (exo y endodegradativa) de ambas cepas en las mismas

condiciones (Figuras 18 y 19 respectivamente).

Actividad exopectinolitica Actividad exopectinolitica
especifica pH S especifica pH 2
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Figura 18. Actividad exopectinolitica especifica de las cepas —;—
Aspergillus FP-180 y LP-10 en medio minimo con pectina ——
pectina-sorbitol y sorbitol a pH S (A) y pH 2 (B) —O—

_{j~

—_—

FP 180 Pectina
FP 180 Pect-Sorb
FP 180 Sorbitol_
LP 10 Pectina
LP 10 Pect-Sorb
LP 10 Sorbitol

Los valores de actividad exopectinolitica especifica (Unidades de actividad / mg de micelio

(PS)) de ambas cepas creciendo en pectina como unica fuente de Carbono fueron muy cercanos
entre si, tanto a pH 5 como a pH 2 (Figura 18). Es notable que la cepa LP-10 en MMP-S a pH 2
(siendo la condicién que mayor crecimiento presenta) no tiene actividad exopectinolitica (Figura
18 B). Este fenémeno no se observé con la cepa FP-180, donde si bien la actividad pectinolitica
en MMP-S es menor a la producida en MMP, esta presente y es mayor que la producida a pH 5.
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A pH 5 los niveles de actividad exopectinolitica de ambas cepas fueron menores que a pH 2
(Fig 18-A). La cepa LP-10 nuevamente carece de actividad exopectinolitica en MMP-S, a pesar de
que su crecimiento es elevado. La cepa FP-180 en cambio sf presenta actividad exopectinolitica en
este medio y nuevamente es menor a la obtenida en ausencia de sorbitol. En ambos casos (pH2 y
5) la actividad exopectinolitica de las cepas, en sorbitol como tinica fuente de Carbono, es escasa,
limitada probablemente a los niveles basales de actividad de esta enzima constitutiva, como se ha
propuesto por Aguilar y Huitrén, (1990) para Aspergillus sp. CH-Y-1043.

El patrén de actividad exopectinolitica de ambas cepas es muy parecido al que tiene su

actividad endopectinolitica (Fig 19).

Actividad endopectinolitica Actividad endopectinolitica
— especifica pH S = especifica pH 2
g 20 E 20
=) A 2 B
& £
‘! 1.5 b+
g ' 28
@ ]
g 8
= 1.0 =
[=3
0.5 — =]
% ki
| =B
- S
& 00 g
< o 24 a8 72 96 =< o 24 48 72 %6
Tiempo (hr) Tiempo (hr)
Figura 19. Actividad endopectinolitica especifica de las cepas @— FP 180 Pectina
Aspergillus FP-180 y LP-10 en medio minimo con pectina, #— FP 180 Pect-Sorb
pectina-sorbitol y sorbitol a pH 5 (A) y pH 2 (B) 4— FP 180 Sorbitol
—O— LP 10 Pectina
—3— LP 10 Pect-Sorb
—— LP 10 Sorbitol

En MMP, ambas cepas tienen niveles de actividad endopectinolitica especifica muy
cercanos (Fig 19). Nuevamente la cepa LP-10 en la condicién que mas crece, MMP-S, tanto a pt
2 como a pH 5, no tiene actividad pectinolitica, en este caso endodegradativa. Por su parte, la cepa

74



Biomasa (mg/ml)

FP-180 se comporta igual en sus niveles de actividad endo y exopectinoliticas en MMP-S. Ambas

cepas carecen de actividad endopectinolitica en sorbitol como tinica fuente de Carbono (pH 2 y S).
Con el objetivo de evaluar los cambios en un sistema enzimdtico que no se requirié en el

iva al que se sometié al protoplasto en su regeneracién, se compararon

. de presién sel
parémetros del desarrollo de ambas cepas en xilanos como fuente de Carbono (Fig 20).

Actividad xilanolftica especifica

Crecimiento en xilanos

Actividad xilanolitica especifica (Ufmg)

[¢] 24 48 72 96
Tiempo (hr) Tiempo (hr)
Crecimiento en xilanos (A) y actividad xilanolitica —@— FP 180
—— LP1I0O

Figura 20.
especifica (B) de las cepas Aspergillus FP-180 y LP-10

En primer lugar se observa que al crecer ambas cepas en xilanos como iinica fuente de
Carbono (pH 4), la cepa LP-10 presenta un crecimiento cerca de dos veces mayor que el de la cepa

FP-180 (Figura 20-A). Al igual que con el sistema pectinolitico, el crecimiento no refleja lo que
ocurre con ¢l sistema enzimidtico. La actividad xilanolitica es mayor para la cepa FP-180 (Fig 20-

B), aun cuando su crecimiento es menor.
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El crecimiento y las actividades pectinoliticas de la cepa LP-10 se evaluaron después de
propagar S generaciones (resiembras) de esta cepa en medios ricos (PDA) a pH 6. El mismo
patrén de crecimiento y actividad fue observado. Al igual que la morfologia, las diferencias
fisiologicas con la cepa FP-180 se mantienen. Esto indica que los resultados obtenidos de la
actividad fisiolégica no s6lo son reproducibles, sino que se mantienen de manera estable.

Los cambios que se observan en la cepa LP-10, al parecer, son de naturaleza diversa. En
primer lugar, muchos de ellos estin en relacion con el sistema de presion selectiva al que se
sometio al protoplasto en su regeneracion. Se presentan diferencias en los patrones
morfogenéticos que desarrolla la cepa en las condiciones de tensién por pH y diferencias en los
perfiles de actividad enzimatica. Las diferencias en la construccion del micelio pueden estar en
relacion con la capacidad de crecimiento que presenta la cepa regenerada en tales condiciones.
Este punto de vista esta apoyado por la evidencia de que en las condiciones de mayor crecimiento
(pectina-sorbitol) no se observa actividad pectinolitica (Fig 18 y 19).

No se determiné la desaparicion del sorbitol del medio de cultivo. La ausencia de
crecimiento en sorbitol como unica fuente de Carbono y la ausencia de actividad pectinolitica
indican que es indispensable la presencia de ambos azicares para que el crecimiento tan
sobresaliente de la cepa LP-10 se presente. Se ha demostrado, en hifas de 4. niger, que la
presencia de sorbitol puede disminuir la producciéon de pectinasas hasta en un 80% y se ha
propuesto que actiia como un represor catabolico de pectinasas (Acufia-Argilelles er al, 1994).
Este fenémeno puede ser el responsable de la ausencia de actividad pectinolitica de la cepa LP-10;
sin embargo, en caso de que el sorbitol estuviera siendo utilizado como fuente de Carbono, no
explica porqu¢ sélo se utiliza cuando la pectina se encuentra presente en €l medio. El crecimiento
de la cepa FP-180 en MMP-S pH 2 también es elevado. Sin embargo, no es tan sobresaliente
como en la cepa LP-10, y la cepa FP-180 no carece de actividad pectinolitica.

Ya que la pigmentacion de los hongos esta determinada por elementos (melaninas) de la
pared, el cambio en la pigmentacion representa una evidencia de las diferencias en las paredes
celulares de la cepa LP-10 con respecto a la FP-180. Por otra parte, al observar las difercntes
morfologias que adoptan las células de ambas cepas en MMP-S en valores de pH acido, es de

esperarse que, por lo menos aqui, se presenten diferencias en los patrones de sintesis de la pared
celular.

76



La mayor parte de los cambios estin en relacién con el sistema de presion selectiva que se
ejerce en el medio de cultivo; sin embargo, las diferencias en la actividad xilanolitica sugieren que
el cambio en la constitucion celular de esta cepa puede deberse al desequilibrio generalizado al que
se sometio a la(s) célula(s) fingica(s) de la(s) cual(es) provino esta colonia.

Por altimo, la evidencia de que estos cambios se presenten consistentemente en la cepa, aun
después de eliminar la tensién fisioldgica o la presion de seleccion, sugiere que por lo menos parte
de la alteracion de las cepas es a nivel génetico y es estable.

Es muy imporante considerar que la colonia en que se presentan los cambios fenolégicos
representa un porcentaje muy bajo de la poblacién de las colonias regeneradas.

Este estudio representa la primera aproximacion para tratar de explicar mediante el analisis
de la actividad enzimaitica el efecto que la construccion de la pared celular y la reparacion del
protoplasto tienen sobre las células regeneradas. Por ello, los resultados que se obtuvieron son
poco concluyentes. Sin embargo, se presenta informacién importante acerca de la capacidad de

regeneracién de los protoplastos, asi como de aspectos relacionados a la pared celular y al sistema
pectinolitico de Aspergillus.
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CONCLUSIONES

Se logroé establecer un método para la formacién de protoplastos y de protoplastos apicales de
Aspergillus con una eficiencia elevada. También se logro establecer dos sistemas de recuperacién
de protoplastos, uno altamente eficiente en el niimero de protoplastos que se recuperan y €l otro
con un nivel de pureza elevado con respecto al nimero de esporas restantes tras la recuperacion.
Mediante estos sistemas se obtuvieron rendimientos maximos de 54.32% en la
recuperacion de los protoplastos (con respecto al nimero de protoplastos obtenidos después de la
digestion), llegando a obtener un total de 2.4 x 10° protoplastos / mg. (PS) de micelio sometido a
digestién. Por otra parte se logro obtener eficientemente protoplastos apicales, asi como niveles de
pureza en los cuales s6lo un maximo de 3.5% de las UFC en los sistemas de regeneracién
provienen de conidia.

Se lograron regenerar protoplastos de Aspergillus FP-180, tanto apicales como de un
sistema completo de protoplastos, en medio minimo con pectina.

Es posible regenerar protoplastos de Aspergillus en condiciones de alta acidez.

La capacidad de regeneracion de los protoplastos de Aspergillus en condiciones de acidez
extrema ¢S mayor para los protoplastos provenientes del apice hifal.

En cuanto al namero de protoplastos que tienen la capacidad de regenerar en un medio
minimo con pectina, hay poco efecto del pH (6 y 2) sobre la regeneracion de los protoplastos
provenientes del apice hifal. El porcentaje de regeneracion es menor en valores de pH Acido
cuando los protoplastos provienen de toda la hifa

Se pueden presentar cambios en 1a regeneracion celular generando diferencias en la
fenologia y fisiologia de las cepas regeneradas. Estos cambios pueden estar en relacién a la tension
fisiologica que se cjercid en el sistema de regeneracion.

La frecuencia en que se presentan estas alteraciones es baja; sin embargo, estas alteraciones
pueden estar en funcion de la estrecha relacion que existe entre la construccién de la pared celular
vy la determinacion del estado celular funcional de las hifas. No existe evidencia clara en cuanto al

efecto que tiene la regeneracion del protoplasto en condiciones de tensidn sobre el estado
fisioldgico final de la cepa regenerada.
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APENDICE

MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS!
AGAR - PAPA DEXTROSA (PDA)

-Extracto de papa-dextrosa
con agar (PDA) 39g/1
-Agar purificado (o bacterioléogico).
-H20 destilada

0.5% (p/v)
AGAR - EXTRACTO DE MALTA (EMA)

-Extracto comercial de malta
con agar (EMA) 33.6g/1
-H;O destilada
! 6

0.5% (p/v)
-Extracto de malta

-Agar purificado (o bacteriolégico)

20g/1
-Agar purificado (o bacteriolégico)

20g/1
MEDIO GLUCOSA - EXTRACTO DE LEVADURA (GEL)?
Glucosa

Extracto de levadura

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121°C y 15psi
(1 psi = 6.89kPa) durante 16 minutos.
En los indicad

1.0% (p/v)
0.3%
Se esterilizan glucosa y extracto de levadura por separado y el pH final se obtiene ajustando
el pH del extracto de levadura.
]
2

p

on las sales del medio minimo (basal) en GEL
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MEDIO MINIMO (MEDIO BASAL) (MM?%)

-KHPO,
-K;HPO,
-(NHL4)2SO4

-Fuente de Carbono’®

0.2% (p/iv)
0.2%
0.2%
1.0%

Se esterilizan fuente de Carbono y sales por separado. El pH final se obtiene ajustando el
pH de las sales. En los casos en que MM* fue preparado para cultivo en placa (medio s6lido), agar

purificado o bacteriolégico al 2.0% (p/v) fue adicionado.

MEDIOS DE REGENERACION

AGAR - EXTRACTO DE MALTA (EMA)

El medio EMA antes descrito fue empleado en la regeneracién de protoplastos.

El medio de regeneracién se elabord empleando amortiguador de estabilizaciéon (AE)

0.6 - 1.0M KCIl pH 6, como disolvente.

MEDIO MINIMO (MEDIO BASAL) (MM?)

El medio MM descrito fue empleado en la regeneracion de protoplastos.

El medio de regeneracion se elaboré empleando Amortiguador de estabilizacién (AE) 0.6-

1.0M Sorbitol, o KCI pH 6, como disolvente.

El pH final del medio de regeneracion se ajusté en la solucién de sales y

al adicionar dcido tanarico.

3

Pectina  (MMP), sorbitol (MMS), glucosa (MMG), pectina y sorbitol (MMP-S), etc
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AMORTIGUADORES

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS (AF)
Solucién Stock 10x

-KH;PO, 2.0g
-Na;HPO, - 7H,O 11.5g
-H,O destilada Aforar a 11
E! pH se la solucién final diluida 1x resulta: pH = 7.3

Se ajusta el pH de la solucién de trabajo, antes de aforar al volumen final, con H,SO, -
NaOH. El pH de la solucién de trabajo se ajusto a pH 6.0.
) La concentracion final de la solucién de trabajo 1x del amortiguador de fosfatos resulta:
4.3mMNa;HPO,
1.4mM KH>PO,4

AMORTIGUADOR DE ESTABILIZACION (AE)

El amortiguador de estabilizacion consistié en AF suplementado con un estabilizador
osmético. KCl y sorbitol fueron empeados como estabilizadores. El pH fue ajustado a pH 6 con

H;S0O, - NaOH. Las concentraciones a las que se emplearon fueron:

-KCl 0.6M, 0.8M, 1.0M
~-Sorbitol 0.6M, 0,72M, 0.9M 1.0M

AMORTIGUADOR DE ACETATOS

Se utilizaron dos amortiguadores de acetatos, el primero de ellos a una concentracién
0.17N a pH 5, y el segundo 0.2N pH 4.2. Ambos se elaboraron a partir de acido acético
(CH3COOH) 2N, el pH final se ajusté con NaOH y se aford con H,O destilada. Al amortiguador
de acetatos 0.2N pH 4.2 se adicionaron 30g/1 de NaCl.
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