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RESUMEN 

La pared celular es la estructura que confiere a los hongos la mayor parte de sus características. 

Los procesos de síntesis y extensión de la pared celular detenninan el crecimiento de las hifas y, en 

consecuencia, la fonna celular que adoptan los hongos. La pared celular es también la interfase 

entre el organismo y el medio externo y tiene un gran número de funciones vitales que modulan la 

actividad citoplasmática 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 fisiológica de la célula 

füngica. Por otra parte, la actividad fisiológica de las células está 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 tensión fisiológica ante la cual la célula fúngica expresa 

selectivmnente 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 dimórficas. Se estableció un protocolo de fonnación y regeneración de protoplastos 

de Aspergil/us mediante el cual fue posible regenerarlos en pectina bajo condiciones de acidez 

extrema. Se observó que la capacidad de regeneración de los protoplastos en pH ácido depende en 

gran medida de su naturaleza y constitución celular, siendo los provenientes de regiones apicales 

los que presentan el porcentaje de regeneración más elevado. Resulta interesante que se puedan 

generar cepas distintas a la original, tanto en su actividad fisiológica como en su morfología. No 

existe una evidencia clara del efecto que tienen la reparación celular y la regeneración de la pared 

celular sobre la constitución y actividad de las hifas regeneradas bajo tensión fisiológica. Sin 

embargo, la mayor parte de estos cambios está en relación con la presión selectiva que se ejerció 

en el sistema de regeneración, como la actividad pectino-enzimática y el crecimiento sobresaliente 

que presenta en valores de pH extremos. 
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INTRODUCCIÓN 

La fisiología filngica se interesa por entender los mecanismos celulares y bioquímicos responsables 

de los diversos aspectos del desarrollo y crecimiento de los hongos (Garraway y Evans, 1991 ). 

Esta investigación generalmente se ha desarrollado en dos etapas. Un estudio descriptivo 

de los fenómenos de interés (formación y germinación de esporas, el crecimiento hifül, el 

desarrollo de estructuras sexuales y asexuales, etc.), que puede incluir información sobre cómo 

éstos pueden ser af"ectados por diversos estimulos (nutrientes, luz, temperatura, etc.), provee las 

bases para examinar los mecanismos fimdamentales por los cuales estos fenómenos se llevan a 

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

secuencialmente (Garraway y Evans, 1991). 

PANORAMA HISTÓRICO 

Los primeros registros de hongos son dispersos y dificiles de interpretar. Con seguridad 

alaunos hongos fueron comidos por los griegos y los romanos, así como por otras civilizaciones 

contemporáneas. Para los escritores antiguos, los hongos se limitaban a las formas macroscópicas 

como los champiftones y. a pesar de que se conocían diversas enfermedades de plantas causadas 

por hongos, no fueron asociadas a ellos hasta entrado el siglo XVII (Martín, 1968). 

Se tiene evidencia también de que hongos alucinógenos fueron empleados desde tiempos 

remotos por culturas asiáticas y mesoamericanas y pocas "plantas de los dioses" han recibido tanta 

veneración como la de los hongos sagrados de México y Centroamérica (Evans y Hofmann, 1 982). 

Estas culturas seguramente tenían un gran conocimiento de los factores que af"ectaban 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 

fisiológicas "descriptivas" acerca de hongos, siendo los micólogos orientados gastronómicamente 

los que generaron conocimientos sobre cómo algunos hongos crecen mejor en determinados 

substratos y bajo ciertas condiciones (Garraway y Evans, 1 991 ). 
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La introducción del microscopio, seguido del perfeccioruuniento de las lentes, fue un paso 

fundamental en la microbiología: Anton Van Leeuwenhoek, el primero que vió las bacterias, 

tanibién observó células de levaduras. Las primeras ilustraciones de los hongos microscópicos 

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 

atención a la descripción de hongos conocidos ahora como Rhizopus, Mucor. Pentcilltum y 

Botrytis (Casadesus et al, 1985). 

El primer trabajo experimental significativo hecho con hongos fue el realizado por Antonio 

Micheli ( 1679-1737), padre de la micología, quien además de realizar las descripciones 

taxonómicas de Aspergillus, Mucor, Botrytis y otros hongos, demostró con experimentos muy 

elegantes y controlados, de campo y laboratorio, que los hongos se reproducen consistentemente 

por medio de esporas, así como que el crecimiento de diferentes especies de hongos varía 

dependiendo del tipo de substrato y de las condiciones ambientales. Su trabajo contribuyó a la 

elucidación de la naturaleza real de las causas de enfermedades de plantas y animales y a la 

desmitificación de la generación espontánea (Garraway y Evans, 1991). 

En el siglo XIX, el surgimiento de nuevas técnicas para propagar hongos en medios 

estériles, el adelanto en la teoría celular, la completa refutación de la teoría de la generación 

espontánea y la verificación 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 nutrición sobre el desarrollo de los hongos, entendimiento que llevó 

a nuevas ideas sobre los mecanismos responsables de éste. Una contribución importante fue la de 

Louis Pasteur, quien. además de establecer la naturaleza viva de los hongos al desechar por 

completo la idea de la generación espontánea, demostró, a mediados del siglo XIX, que las 

levaduras (fermentos) eran responsables de los procesos de fermentación alcohólica, también 

probó que las fermentaciones no se llevaban a cabo si no se agregaba una fuente de Carbono y 

Nitrógeno, y que eran acompaftadas por una pérdida de estos elementos en el medio y un 

subsecuente aumento de los mismos en la composición de las levaduras (Garraway y Evans, 1 991 ). 
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POSICIÓN TAXONÓMICA DE LOS HONGOS 

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

organismos conocidos colectivamente con el nombre de "hongos .. habían sido clasificados dentro 

del reino vegetal (Herrera y Ulloa. 1990). 

Paralelunente al desarrollo de las ideas sobre su naturaleza. se especuló también sobre su 

posición natural. es decir. semejanzas y diferencias con otros organismos y clasificación como 

grupo. Esto ocurrió 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 logró consenso. Ya 

Linneo en su Philosophia Botanica de 1 751 babia reconocido sólo dos reinos de seres vivos, y 

dentro del de las plantas babia colocado a los hongos (Cifuentes. 1984 ). 

Los hongos se clasifican como grupo (aunque dentro de los vegetales) con Persoon en 180 l 

y con Fries en 1821. Una vez que la naturaleza viva de los hongos queda establecida. y que las 

bases para la clasificación natural se asientan de acuerdo con la reciente Teoría Evolutiva de 

Dlll'Win (1859). surge el problema del origen filogenético de los hongos. En un principio la idea de 

su afinidad vegetal se fortaleció y se sugirió un estrecho parentesco con las algas. Basándose en 

sus características heterótrofas se consideró la posibilidad de un ancestro protozoario primitivo; 

algunos otros sugirieron la posibilidad de un ancestro independiente de plantas y animales. Esta 

última idea. retomada por Zuck en 1953. planteó que las plantas, los hongos y los animales 

constituyen tres formas de nutrición diferenciadas en las primeras etapas evolutivas: la autotrol1a, 

la lisotrofia (digestión exuacelular y extracorporal) y la fagotrofia (digestión intracelular e 

intracorporal); por lo cual deberían existir cuando menos tres reinos: Phyta. Myketes y Zoa 

(Cifuentes. 1984). 

Hacia mediados del siglo XIX. Haeckel había 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 reclasificación 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). 
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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 or¡ianismo con tales canM:teristicas 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 

(rnixornicetos plasrnodioforomicetos y acrasiomicetos) se incluyeron como tales, mas al observar 

la germinación de sus esporas se descubrió que en realidad son amebas fagotróficas que forman 

plasmodios de vida libre y se les definió como falsos hongos (Cifuentes, 1984). Excluyendo a 

estos grupos, todos los demás 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 morfológicas al modo de 

nutrición por absorción; su origen está entonces relacionado directamente con la evolución de los 

tipos de nutrición. Con base en lo anterior, Witthak.er definió a los hongos en su propio reino 

"Fungi" y, desde este punto de vista, todos los hongos quedan relacionados por su tipo de nutrición 

lisotrófica. Sin embargo, esto no necesariamente significa que el grupo sea monofilético. 

Mientras algunos grupos de hongos cada día aparecen más estrechamente relacionados 

(Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota), otros se separan claramente 

(Hifochytridiomycota y Oomycota) y, aunque aún falta información sobre grupos menores o poco 

conocidos (Trichomycota o Labirintulomycota), puede plantearse que los hongos presentan varias 

líneas 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 vías metabólicas 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). 
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Deuteromycete• 

Existe un grupo de hongos conocido como Deuteromycetes u hongos imperfectos. En este 

grupo se han reunido todos los honaos que aparentemente carecen de un estado sexual y, por lo 

tanto, no tienen un lugar conveniente en el resto del sistema de clasificación fúngica, basado 

principalmente en el modo de reproducción 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 mayoría de los Deuteromycetes corresponden a las fonnas asexuales (o 

anamoños) de hongos con reproducción sexual pertenecientes a Ascomycetes o a Basidiomycelcs. 

Frecuentemente el estadio sexual (teleomoño) es descubierto después y ambos estadios del hongo, 

anamoño y teleomorfo (=holomoño) son transferidos al grupo taxonómico al cual pertenece el 

teleomoño. 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 ensamble de 

honaos clasificados juntos por conveniencia y que, por lo tanto, carecen de cualquier origen común 

o relación monofilética. A pesar de esto, se puede afirmar la existencia de algunos grupos 

naturales, asi como que la especiación puede ocurrir aun en ausencia de la reproducción sexual en 

los hongos. Este taxón es designado como Forma-División por su composición artificial 

(Kendrick y Murase, 1994; Moore-Landecker, 1996). 

Tabla 1. Esquemas taxonómicos propuestos para los hongos 

Ainswortb, Sparrow y Sussmaa, 1971 
(Tom ... o de C..adesus ~I al, 1985) 

Subreino Ronco• 
División My:comycota 

Clase .Acrasiomycetes 
Clase My:comycetes 
Clase Plasmodiophoromycetes 

División EMmycota 
Subdivisión Mastigomycotina 

Clase Chytridiomycetes 
Clase Hyphochytridiomycetes 
Clase Oomycetes 

Subdivisión Zygomycotina 
Subdivisión Ascomycotina 
Subdivisión Basidiomycotina 
Subdivisión-Forma DetderO/fl'l)ICOtina 

Moore-Landecker, 1996 

Reino Protoctista 
División PlasmodiophoronJycota 

Reino Chromista 
División Hyphochytridiomycota 
División Oomycota 

Reino Fungí 
División Chytridiomyco/a 
División ZygO"'JICO/a 
División A.scomyco/a 
División Basidiomycola 
División-Forma Deu1eromyco1a 
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BIOLOGÍA DE LOS HONGOS 

"El éxito evolutivo de los hongos puede ser atribuido básicamente a la capacidad de extensión y de 

penetrabilidad del micelio" (Bartnicki-García. 1987). 

EL SISTEMA MICELIAL 

A lo largo de la mayor parte de su ciclo de vida. la mayoría de los hongos consta de hifas: 

células cilíndricas 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 germinación de la espora. Esto 

ocurre generalmente con la aparición de un tubo germinal o hifa primaria que crece por extensión y 

dando lugar a ramificaciones. Así sucesivamente, se forma un complejo sistema radiante de hifas 

conocido como micelio (Carlile, 1995). 

Los hongos viven en una gran variedad de materiales orgánicos; éstos pueden ser cuerpos 

vivos o muertos de plantas, animales u otros organismos, así como sus fragmentos, desechos o 

exudados. También pueden vivir en el suelo, que tiene una buena cantidad de materia orgánica. 

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 ápice hifal; esta forma de crecimiento resulta muy efectiva ya que de ser intercalar 

conllevaría dai'los en las hifas por fricción y podría ser bloqueado por el choque del ápice con 

obstáculos. La propagación del micelio se lleva a cabo de manera eficiente gracias aJ desarrollo de 

sus complejos y variados patrones de ramificación del micelio (Carlile, 1995). 

Los flujos protoplásmicos presentes en las hifas llevan materiales al ápice hifal y confieren 

los productos del metabolismo a una larga región de la hifa. sosteniendo el rápido avance apical 

aun en regiones carentes de nutrientes. Por otra parte, al ser la muerte celular local, limitada a 

zonas o módulos no funcionales del micelio, clonas de un mismo individuo genético pueden cubrir 

grandes superficies y vivir por mucho tiempo (Smith et al, 1992; Carlile, 1995). 

Además de esta eficiente propagación, la producción de nuevos individuos puede darse por 

la frasmentación de las hifas o por el desarrollo de estructuras de propagación 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 dispersión (Carlile, 1995). 

El sistema micelial presenta carKterísticas que pueden ser desventajosas. Resulta una 

estructura muy costosa en ténninos de sus requerimientos nutricionales ya que conforme crece, 

grandes cantidades de Carbono y Nitrógeno son abandonadas en sus partes viejas; además, el ápice 

hifal resulta una estructura vulnerable, constantemente expuesta a daño fisico. Se ha visto que una 

forma alterna ahaJ'llente eficiente es la de las levaduras ya que la mayor economía en los materiales 

de la superficie se logra con células esféricas. Éstas se reproducen por gemación, proceso en el 

que la célula madre no muere y la aparición de una yema toma un tiempo corto por lo que está 

menos expuesta a dallo fisico que el ápice hifal. Las levaduras confieren ventajas cuando no hay 

necesidad de penetrar o extenderse sobre substratos densos. Existen diversas especies füngicas 

que son capaces de transfonnarse de una morfología a otra (dimórficos) en respuesta a estímulos 

ambientales (Carlile, 1995; Gow, l 995a). 

LISOTROFiA Y METABOLISMO 

Los hongos están en contacto directo con los nutrientes del medio que los rodea. Las 

moléculas pequeftas que están disueltas en la película de agua que rodea a las hifas pueden 'l!er 

absorbidas directamente por éstas. Los polímeros largos (la celulosa, la pectina, el almidón, etc.) 

deben sufrir primero una digestión preeliminar (Fig. 1 ). Para que un hongo pueda utilizar un 

substrato debe ser capaz de sintetizar y secretar las enzimas necesarias para su hidrólisis, debe 

poseer los mecanismos para transportarlo a su interior y la maquinaria metabólica para convertir 

sus moléculas en energía celular y en materiales para su crecimiento y desarrollo (Garrawayy 

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 más 

pequeftas que pueden ser absorbidas por el hongo. Las enzimas digestivas son altamente 

específicas y son capaces de controlar la hidrólisis de moléculas particulares. La digestión 

completa de polimeros grandes es un proceso progresivo que implica diferentes enzimas, hasta que 

r--­
r 
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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 orgánicas que los hongos pueden utilizar como fuente de energía 

(Archer y Wood, 1995). 

Hifa 

Absorción 
por lahifa 

o o--o 
Unidades solubles 

del polímero 

00 

Productos 
intermedios 

Figura 1 . Digestión y absorción de nutrientes por los hongos 

(Tomado de Moore-Landecker, 1996) 

Secreción enzimática 

Las proteínas extracelulares son sintetizadas preferentemente por ribosomas unidos a 

membrana., mientras que las citoplásmicas son hechas por ribosomas libres. La traducción de 

ARN mensajero (ARNm) a proteínas ocurre simultáneamente con la translocación de éstas al 

Jumen del retículo endoplasmático rugoso (RER), asegurando que la proteína no se sintetice sin 

envoltura. Es aquí donde comienza la glicosilación de la proteína (Darnell et 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 función. 
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La ruta más simple que siguen las proteínas extracelulares es la siguiente: 

RER -- REL -- Complejo de Golgi2 
-- Vesículas secretorias -- Medio extracelular 

Resulación metabólica 

Los hongos responden a estímulos ambientales controlando la expresión génica y la 

secreción de enzimas particulares. Se ha demostrado, en estudios de producción de enzimas, que 

existen varios mecanismos para su regulación. En éstos se incluye la inducción de enzimas, en 

donde la presencia de un substrato adecuado que puede ser metabolizado, activa o incrementa 

considerablemente la producción de enzimas; por ejemplo, la celobiosa, dímero que forma parte de 

la celulosa, actúa como inductor de celulasas. En algunos casos la substancia inductora no es 

necesariamente metabolizable (Archer y Wood, 1995). 

La producción de enzimas puede también ser reprimida por crecer en presencia de 

compuestos que son los productos finales del metabolismo; por ejemplo, cuando los hongos 

celulolíticos crecen en presencia de compuestos como glucosa, ésta reprime la producción de 

c:elulasas. También hay sistemas constitutivos, es decir, sistemas en los cuales las enzimas 

siempre están presentes en las células, a diferencia de los sistemas que requieren necesariamente 

de un inductor; puede haber mecanismos de regulación en la actividad enzimática que consisten en 

la inhibición por retroalimentación, en donde el producto final de una vía metabólica regula la 

actividad de una enzima "temprana" de esta vía. Por ejemplo, la glucosa inhibe la actividad de la 

endoglucanasa (Archer y Wood, 1995). 

Éstos son los principales mecanismos que conservan los recursos celulares y que 

incrementan la eficiencia energética de la célula, permitiendo una respuesta relativamente rápida a 

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

2 Unicarnente los Oomycetes tienen un complejo de Golgi "bien desarrollado'', el resto de los hongos 
carecen del ordena.miento tradicional en dictiosomas de las cisternas del típico complejo de Golgi y sólo 
tienen algunas cistemas individuales o pobremente asociadas. Los hongos carecen de un sistema de Golgi 
(estructuralmente), mas tienen elementos análogos que desempeftan las funciones de éste (Ruiz-Herrera, 
1992, Mark.ham, 1995). 
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Pectinas y xilanos: Enzimas pectinoUticas y xilanoliticas 

Las paredes celulares de las plantas superiores contienen cierto número de polisacáridos. 

Mientras que las fibras estructurales de la pared celular vegetal están formadas por celulosa, la 

matriz está formada por otros dos grupos de polisacáridos de composición más variable y compleja 

que la celulosa: pectinas y hemicelulosas (Alberts et al, 1989; Darnell et al, 1990). 

El tercer polisacárido más imporante de las paredes celulares en las plantas es la pectina; 

éste es un heteropolisacárido ramificado formado por residuos de ácido galacturónico 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 lámina media, la capa entre las 

paredes celulares de células adyacentes; es por ello que al someter tejidos vegetales a enzimas 

pectinoliticas generalmente ocurre la separación de las células con sus paredes celulares (Alberts et 

al, 1989; Darnell et al, 1990). 

Las enzimas pectinoliticas o pectinasas están presentes en hongos. Tienen un papel 

fundamental en la degradación de frutos y vegetales, son fundamentales en los procesos de 

patogénesis en plantas (Aguilar y Huitrón, 1990; Fogarty, 1994) y han sido encontradas de manera 

importante en hongos rnicorricicos, sei\alando un importante papel en los procesos de 

reconocimiento e invasión de hongos endomicorricicos (Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi, 1995). 

Las enzimas pectinoliticas incluyen a las pectinesterasas, que remueven los residuos 

rnetoxilo 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, ácido péctico o ácido oligogalacturónico. 

-Si el mecanismo de acción es por una ruptura transeliminativa o por hidrólisis. 

-Si la degradación 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 solubilización y modificación de los compuestos 

derivados de la pectina ya que facilitan los procesos de filtración o clarificación de extractos de 

frutas (vinos, jugos, etc.) (Berka et al, 1992; Fogarty, 1994). 
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Las hemicelulosas son un grupo de heteropolisacáridos formados por un esqueleto linear 

compuesto por un tipo de pentosa, unidas por enlaces P 1-4 altamente ramificado; sus 

ramificaciones están formadas por azúcares diferentes a los presentes en el esqueleto. Dentro de 

este grupo de polisacáridos los más comunes son los xilanos, cuyo esqueleto linear está formado 

por residuos de D-xilosa con cadenas laterales de arabinosa y otros azúcares. Estos polisacáridos 

ayudan a unir las fibrillas de celulosa entre si, con la pectina y con otros elementos de la matriz 

(Alberts et al, 1989; Darnell et al, 1990; Lehninger, 1991). 

El xilano, como componente de las paredes celulares vegetales, es uno de los principales 

componentes de la biomasa ligninocelulósica. Puede llegar a representar el 40% del peso seco de 

los productos de desecho agrlcola. Claramente, las enzimas implicadas en la hidrólisis de estos 

materiales resultan de gran interés (Berka el al, 1992; Fogarty, 1994). 

Las hemicelulasas son mezclas de enzimas que degradan en general materiales 

ligninocelulósicos. La degradación del xilano es debida a las actividades de xilanasa y P­
xilosidasa. La mayoria de los microorganismos xilanolíticos producen xilanasas 

concomitantemente con celulasas. Para algunos tratamientos industriales (tratamiento de pulpas de 

celulosa) se requieren las preparaciones de estas enzimas con una mlnima actividad de celulasa, 

como son las producidas por Aspergillus (Berka el al, 1992). 
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PARED CELULAR Y CRECIMIENTO HIFAL 

"La pared celular es la estructura que confiere a los hongos la mayor parte de sus 

características únicas" (Bartnicki-García, 1987). 

La pared celular resulta indispensable para contener la presión de turgencia, permite al 

protoplasto generar una alta concentración de metabolitos intracelulares y aumentar sus tasas 

metabólicas y de crecimiento. Este incremento en el potencial de crecimiento probablemente fue 

la razón primordial del éxito evolutivo de los organismos con pared celular (plantas, hongos y 

bacterias). Se considera que la evolución de los organismos cuya alimentación está basada en la 

absorción no hubiera sido posible sin la aparición de esta estructura (Bartnicki-García, 1 987). 

Por otra parte, la pared celular permite a las células asumir una gran variedad de formas que 

se ajustan a los nichos ecológicos que los hongos pueden colonizar. Es determinante en la 

dispersión, invasión y adaptación a los hospederos y en el entrecruzamiento de las hifas. Como la 

parte más externa de la envoltura celular, la pared celular provee la interfase entre el organismo y 

el medio externo y tiene un gran número de funciones vitales aportando información al protoplasto 

con respecto al exterior. Se sabe que de alguna manera controla la división 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, 

así como de enzimas relacionadas con la permeabilidad de la célula, la degradaci6n de substratos, 

etc. (Peberdy, 1979, 1990; Khun y Trinci, 1990; Ruiz-Herrera, 1 992). 

En términos generales, las formas celulares presentes en los hongos pueden ser entendidas 

en términos de la modulación de dos patrones básicos de extensión de la pared: el desarrollo hifal, 

básicamente generado por una versión polarizada del crecimiento de extensión de la pared, y el 

crecimiento levaduriforme, como una versión de crecimiento isodiamétrico de extensión de la 

pared. Se puede comprender el crecimiento de los hongos al entender el proceso de síntesis y 

extensión de la pared celular (Bartnicki-García y Liprnann, 1969; Bartnicki-García, 1987). 
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LA PARED CELULAR 

La mayor parte de los componentes de las paredes celulares son polisacáridos que 

comprenden aproximadamente el 80°/o de su peso seco. Hay también proteínas que se encuentran 

en proporciones que van del 3 al 20°/o, así como lípidos, pigmentos y sales inorgánicas en 

proporciones menores (Ruiz-Herrera, 1992). 

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

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 eomponente Ejemplos espeeifieos 

Fibrilar 

Matricial 

Quitina, celulosa, 13-glucana. 

13-glucana, a-glucana, quitosana, 
glícoproteinas, lípidos, sales 

inorgánicas, pigmentos. 

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

enlaces 13-1,4, que forma cadenas denominadas glucosaminoglucanos; éstas se unen por puentes 

de Hidrógeno formando microfibrillas. 

o o o 
NH NH 

1 1 
o== c -cH, o== c --CH3 

Figura 2. Una porción de una molécula de quitina 
(Tomado de Moore-Landecker 1996) 
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El ordenamiento característico de las microfibrillas presentes en los seres vivos (a-quitina) 

consiste en el agrupamiento de tres cadenas de glucosarninoglucanos de forma antiparalela (Ruiz­

Herrera., 1992; Ruiz-Herrera et al, 1992; Sentandreu et al, 1994). Estas microfibrillas son muy 

resistentes a las fuerzas de tensión por lo que la quitina ha sido considerada el componente 

ultraestructural más importante de la pared celular (aun cuando no es el más abundante) (Ruiz­

Herrera, 1992). 

Los glucanos son polisacáridos compuestos por glucosa. Dentro de este grupo están la 

celulosa que presenta enlaces 13-1,4 y las glucanas. La 13-glucana presenta enlaces 13-1,3 y 13-1,6 

en proporción variable y la a-glucana tiene enlaces a-1,3. La pared celular también está 

compuesta por mananas, formadas principalmente por manosa y por algunos polisacáridos 

característicos de ciertos grupos fungales, como la quitosana (un análogo desacetilado de quitina) y 

por algunos polisacáridos de galactosamina, glucopiranosa, ácido glucurónico, etc. (Ruiz-Herrera, 

1992; Sentandreu et al, 1994). 

Salomón Bartnicki-García (1968) describió que las paredes de los hongos pueden ser 

agrupadas en 8 quimiotipos de acuerdo con su composición de polisacáridos. Estos quimiotipos 

revelan relaciones filogenéticas que han sido consistentes con un gran número de marcadores 

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

Tabla 3. Quimiotipos de las paredes celulares de los hongos 

(Tomado de Bartnicki-García, 1968) 

Quimiotipo 

I Celulosa-glucógeno 
II Celulosa-glucana 
ill Celulosa-quitina 
IV Quitosana-quitina 
V Quitina-glucana 

VI Manana-glucana 
VII Manana-quitina 
VIII Poligalactosamina-galactana 

~¡--------------··---··--- .. 

Grupo taxonómico 

Acrasiales 
Oomycetes 
Hyphochytridiomycetes 
Zygomycetes 
Chytridiomycetes 
Euascomycetes 
Homobasidiomycetes 
Deuteromycetes 
Hemiascomycetes 
Heterobasidiomycetes 
Trichomycetes 
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Las proteínas son componentes importantes de la pared celular, las formas glicosiladas son 

las más abundantes. Estas glicoproteínas están formadas por un segmento proteínico unido 

covalentemente a cadenas de carbohidratos formadas principalmente por manosa (razón por la cual 

también han sido denominadas manoproteínas) aunque también pueden estar presentes otros 

azúcares y grupos fosfodiester (Ruiz-Herrera, 1992; Sentandreu et al, 1994). 

Man~ 
a-1,6 "-......... 

Man 
a-1,3 ~ 

Man~ 

13-1,4 
---- acGlcN 

13-1,4 
acGlcN - (Asn) Proteína 

Figura 3. Estructura básica de las glicoproteínas 
(Tomado de Ruiz-Herrera 1992) 

Diversas técnicas citoquímicas y de microscopía han demostrado que la estructura de la 

pared celular puede describirse como un sistema de dos fases, en donde sus superficies interna y 

externa muestran diferencias fundamentales. La superficie interna de la pared celular se 

caracteriza por su apariencia fibrilar; se ha demostrado que está formada por los polisacáridos 

estructurales que son los materiales más resistentes. Estos polisacáridos son altamente insolubles y 

forman una red microfibrilar que confiere a la pared celular la rigidez necesaria para soportar 

fuerzas de tensión altas (Peberdy, 1990; Ruiz-Herrera, 1992). 

El esqueleto fibrilar se encuentra inmerso en una matriz de glicoproteínas, lípidos y 

polisacáridos no fibrilares que resultan evidentes en la superficie extema de la pared celular. Esta 

matriz amorfa se encarga de organizar y mantener la estructura básica, de dar resistencia a fuerzas 

de compresión y protección a las fibras de ataques químicos. En esta fase reside un gran número 

de procesos fisiológicos (Ruiz-Herrera, 1992). 

Esta descripción corresponde al modelo típico de especies filamentosas como Aspergillus; 

sin embargo, la composición 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 

reproducción, así corno 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 expansión y crecimiento de la pared 

celular, no deben ser relacionadas estrictamente con las regiones de crecimiento de las hifas. Se ha 
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esclarecido la existencia de 4 zonas: la apical propiamente dicha (domo apical), la subapical no 

extensible (SOµin desde el ápice), una zona subapical de crecimiento en grosor de la pared3 y, por 

detrás de ésta, una región madura que ya no se incrementa4 (Burnett, 1979; Peberdy, 1990; Ruiz­

Herrera, 1992). 

CRECIMIENTO 

"El origen del rein.;.fúngico puede hallarse en el momento en que determinados eucariontes 

con pared primitiva, los progenitores de los hongos, descubrieron el crecimiento apical" 

(Bartnicki-Garcia., 1987). 

El proceso de extensión de la pared celular, entendido como el proceso de adición de 

materiales de pared a las regiones en expansión de la célula y no a una pared preexistente. ocurre 

en el ápice y es el principal mecanismo de crecimiento de los hongos. El fonómeno de crecimiento 

intercalar o difuso. en donde la extensión es el resultado de la expansión de todas las regiones de la 

superficie de la célula, es sumamente raro y está restringido únicarnente al alargamiento de los 

estípites de ciertos macromicetos (Wessels el al, 1990; Ruiz-Herrera, 1992). Los hongos deben su 

Corroa a la pared celular. que a su vez adquiere una determinada moñologia no por sus 

características químicas en sí, sino por su patrón de síntesis (Burnett, 1979; Ruiz-Herrera, 1992). 

BASES CELULARES DEL CRECIMIENTO 

La expansión de la pared celular fúngica puede considerarse como la última manifestación 

de un mecanismo celular que trae consigo el crecimiento polarizado. Las enzimas responsables de 

sintetizar la pared deben ser depositadas en el lugar de síntesis (el ápice o la yema). Se ha 

observado que su transporte ocurre en vesículas asociadas al sistema de membranas y que la fusión 

de éstas con el plasmalerna provee la membrana necesaria para su expansión y la maquinaria 

Al crecimiento 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 (Burnen. 1979; Ruiz-Herrera, 
1992). 
4 Se ha demostrado que en los períodos de agotamiento de recursos esta región de las hifas puede 
proveer de nutrientes al microorganismo al ocurrir autólisis de sus componentes (Bume~ 1979; Ruiz­
Herrera. 1992). 
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enzimática para la síntesis de la pared; el problema del crecimiento polarizado puede ser reducido 

a una exocitocis vesicular localizada. Existen varias caracteristicas estructurales de las células 

fúngicas que son importantes para el crecimiento, mas podernos considerar como principales 

participantes a las vesículas, al citoesqueleto, y a la pared celular (Bracker et al, l 976; 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 proteínas 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 bioquímicos, ha quedado claro que las 

vesículas son las responsables del crecimiento de la pared celular. Se demostró que la mayor 

concentración de éstas se localiza hacia la región apical, en lo que se ha denominado el aparato 

vesicular y se ha sugerido que pueden provenir del aparato de Golgi o bien, directamente del RER 

localizado en la región subapical (Grove y Bracker, 1970; Ruiz-Herrera y Bartnicki-García, 197 4; 

Bartnicki-García el al, 1990; Fevre et al, 1990; Gow et al, 1992; Ruiz-Herrera, 1992). 

Las vesículas se han clasificado en dos grupos: microvesículas (30-lOOrun.) y 

macrovesiculas (100-400nm). Aunque muchas de las macrovesículas pueden ser producto de la 

fusión de las microvesiculas. en general se ha considerado que las primeras están relacionadas con 

la construcción de los elementos fibrilares, mientras que las segundas lo están con los procesos de 

secreción y reparto de los componentes de la matriz amorfa (Bartnicki-García, 1987; Ruiz-Herrera, 

1992). 

El modelo más estudiado es el de las microvesiculas relacionadas con la síntesis de quitina, 

conocidas como quitosomas. Se ha demostrado que su contenido corresponde a la forma inactiva 

(zimógeno) de la sintetasa de quitina y que son capaces de construir microfibrillas de quitina in 

"Vítro. Para que se presente esta actividad, el zimógeno debe ser activado por una proteasa externa 

al quitosoma; in vivo, ésta parece localizarse en la superficie celular. por lo 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 

Garcla., l 974; Bracker et al, 1976; Bartnicki-García el al, 1979; Ruiz Herrera, 1992; Ruiz Herrera 

et al, 1992). 
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Depositación y ensamblaje 

Numerosas evidencias indican que el arreglo de los elementos en la pared es consecuencia 

de un proceso de autoensarnblaje regulado muy delicadamente; no hay enzimas relacionadas con 

este proceso. En la pared celular naciente las cadenas de glucosaniinoglucanos se encuentran 

libres, formando una estructura laxa entre la cual se deposita la a-glucana que permanece de 

manera soluble. La distensión de esta estructura permite la continuación de la fibrogénesis y la 

depositación de más materiales. Conforme esto ocurre, la formación de enlaces entre las cadenas 

de glucosarninoglucanos y las glucanas tiene lugar; las glucanas, ahora como cadenas insolubles en 

agua. pueden asociarse entre si por puentes de Hidrógeno y formar fibrillas de tres cadenas. Éstas 

promueven y determinan la unión de las cadenas de glucosarninoglucanos (también por puentes de 

Hidrógeno) presente en las fibras de la a-quitina. Este proceso ocurre del ápice hacia las regiones 

subapicales, conformando una estructura cada vez más rígida, y puede ser el responsable del 

alargamiento de los estípites de los esporomas. El papel de las enzimas auto\iticas presentes en la 

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

al, 1992). 

Procesos de polarización y dirección 

Actualmente existen evidencias que indican que el citoesqueleto y las corrientes iónicas son 

los mecanismos que imponen polaridad a la célula y dirigen la migración de las vesículas a zonas 

específicas de la superficie celular. Se ha sugerido una estrecha relaCi6ñ-entre lo•'noOT1Ip01>entcs .. del 

citoesqueleto y la migración de las vesículas (Ruiz-Herrera, 1992; Gow, 1995; Heath, 1995). 

Un posible mecanismo de la actuación del citoesqueleto en el crecimiento es que en vez de 

estar encargado del movimiento individual de las vesículas, lo esté de un organelo responsable de 

su formación (Ruiz-Herrera. 1992). Bartnicki-García y sus colaboradores desarrollaron un modelo 

matemático para explicar la morfología fúngica que implica un centro suministrador de vesículas 

(VSC) moviéndose a lo largo de la hifa. Un .. organelo", el Spitzen/cQrper, puede ser un buen 

candidato para ser desplazado y adecuadarnente dirigido por el citoesqueleto. Éste debe actuar 

como un depósito en el cual las vesículas son colectadas y como la fuente de vesículas que irán a 

fusionarse a la superficie celular durante el proceso de alargamiento celular. Se ha sugerido que el 

VSC debe colectar las vesículas en el ápice hi:fal antes de descargarlas y distribuirlas en la 

superficie celular (Bartnicki-García et al, 1990; Bartnicki-Garcia y Gierz, 1995). 
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Spltze,.l<iJrper 

Se ha detectado la presencia de un cuerpo esférico denso en el ápice de las hifas de los 

hongos ascomicetos y basidiomicetos al que se ha llamado Spitzen/Wrper (cuerpo apical, en 

alemán) (Ruiz-Herrera, 1992). Los hongos zigomicetos y oomicetos tienen una acumulación 

apical de vesiculas5
, pero no un spitzcnkorper observable. Grove y Bracker (1970) cuestionaron el 

que este corpúsculo sea equivalente a la acwnulación de vesiculas del aparato vesicular y lo· 

consideraron como una pequefta región especializada en el centro de las vesículas de los hongos 

septados. Se ha observado que la localización del spitzenkorper determina la forma de las hifas, 

sus cambios de dirección 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 aparición y 

migración del spitzenkorper y de cuerpos apicales satélites asociados a él. Estos descubrimientos 

demuestran su importancia en la expansión localizada de la pared celular y como un organelo 

dinámico en la morfogénesis fúngica (López-Franco et al, 1994, l 994a; Bartnicki-García et al, 

1995; Bracker, 1995; Gow, 1995). 

5EI aperalO veaicut.r de los zigomicetos se acumula como una banda creciente cercana a la pared apical y 
el de loa oomicetos se encuentra disperso sin presentar ninguna región especializada. 
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PROTOPLASTOS FÚNGICOS 

La remoción de la pared celular fúngica resulta en la liberación de protoplastos: entidades 

esf"éricas, discretas, altamente sensibles a la osmolaridad del medio. Estas células han sido 

importantes en el desarrollo de la micología en las últimas décadas (Peberdy y Ferenczy, 1985; 

Peberdy, 1990). 

En un principio, el interés por obtener protoplastos surgió 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 sumamente drásticos, conllevan daños en los 

organelos celulares por lo que los protoplastos fueron de gran valor en estudios de biosíntesis. 

Esta práctica continúa 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 fisiología 

celular, dirigidos sobre todo, al proceso de regeneración celular y al de reversión a las formas 

celulares normales. Son una herramienta importante en diversos estudios de biología celular, 

bioquímica, genética, etc. (Peberdy 1979, Collings et 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 enzimáticos para la obtención de protoplastos 

En general, los sistemas no enzimáticos han sido utilizados en investigaciones bioqujmicas 

en donde se requieren protoplastos a gran escala y el uso de sistemas enzimáticos resulta costoso, o 

bien. pma estudiar problemas biológicos específicos (Peberdy, 1979; Nolan. 1985). 

Diversas substancias químicas han sido utilizadas para la obtención 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, 1 979; Davis, 1 985). 
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Un proceso altamente especializado de liberación de protoplastos se ha observado en 

hongos patógenos de insectos. Los conidios de los hongos Entomophthorales producen tubos 

genninales que liberan su contenido citoplasmático en f"onna de protoplasto. Se observó qui": se 

mantienen en el hospedero desde el momento de la invasión hasta poco antes de la muerte del 

insecto y se ha propuesto que este patrón de comportamiento es parte del ciclo de vida de estos 

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

Procedimientos enzimáticos 

Los métodos no enzimáticos no han sido utilizados de manera extensa debido a que se trata 

de métodos especfficos para organismos en particular, o bien, a que los tratamientos químicos 

empleados pueden inducir cambios metabólicos en los protoplastos. La mayoría 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 taxonómicos 

mayores, su fonnación depende de la degradación parcial o total de la pared hifal por las enzimas 

lfticas adecuadas. En un principio fueron utilizadas preparaciones a base de jugo digestivo de 

caracol (He/be pomatia), posterionnente, con el desarrollo de investigaciones en microbiología, se 

introdujo el uso de diversas enzimas de origen microbiano (Peberdy, 1 976). 

Debido a la diversidad en Ja composición de las paredes celulares de los hongos de 

diferentes grupos taxonómicos (Tabla 3) no existe un complejo enzimático que sea efectivo para 

todos los hongos, pero frecuentemente contienen qutinasas, proteasas y glucanasas. Para el 

desarrollo de un sistema lítico adecuado se debe tomar en cuenta la composición de la pared 

celular (Peberdy, 1976, 1979, 1 985; Rokern et al, 1 986; Sanadhu et al, 1989; Hashiba, 1 992). 

-Enzimas micolfticas 

Muchos grupos que trabajan con hongos filamentosos han considerado que Ja manera más 

efectiva de obtener protoplastos, es mediante la producción de complejos enzimáticos, a partir de 

microorganismos (con capacidad micolftica), en sus propios laboratorios (Peberdy, 1979, 1985). 

Recientemente se han desarrollado complejos comerciales de enzimas micolíticas que son 

producidos por una gran diversidad de microorganismos. 
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El jugo gástrico del caracol He/be pomatia o las enzimas aisladas de él, son comúnmente 

utilizados. Las bacterias de los géneros Arthrobacter y Baci/lus y las myxobacterias del género 

Cytophaga son efectivas para degradar las paredes celulares cuyo componente fundamental es la 

glucana, mientras que los actinomicetos Streptomyces, Micromonospora y Oerskovia, son capaces 

de degradar las paredes celulares de los grupos rnuy 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 Penicil/ium son los más comunes. 

Trichoderma es uno de los más importantes ya que es capaz de degradar las paredes celulares de 

un gran número de hongos (Peberdy, 1985; Sandhu et al, 1989; Hashiba, 1992). Un hongo en 

particular puede ser la fuente de sus propias enzimas líticas. La presencia de enzimas autolíticas se 

ha demostrado en diversos hongos (cuando cesa el crecimiento y comienza la autólisis celular) 

(Polacheck y Rosenberger, 1978; Burnett, 1979; Peberdy, 1985; Wessels et al, 1990; Ruiz-Herrera, 

1992). 

Factores que afectan el aislamiento de protoplastos 

-Estabilizador osmótico 

Al remover la pared celular resulta indispensable proveer un soporte osmótico al 

protoplasto; para ello se han utilizado sales inorgánicas, azúcares y azúcar alcoholes. En términos 

generales, las sales inorgánicas son más efectivas con hongos filamentosos mientras que los 

azúcares y azúcar alcoholes, lo son con levaduras. Las virtudes de los estabilizadores osmóticos 

son entendidas sólo "emplricamente"; sin embargo, es claro que sus características y la 

concentración en que se empleen, van a influenciar el rendimiento en la formación de los 

protoplastos y su estabilidad (Peberdy, 1976, 1979; Davis, 1985). 

Los estabilizadores osmóticos más utilizados son el KCI, el MgS04, 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 Mes, en general, donde mejores resultados se han obtenido (Davis, 1985; Hashiba, 199'.?). 
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El estabilizador osmótico utilizado cambia la densidad relativa de los protoplastos. Por 

ejemplo, los protoplastos de Schizophyl/um comune sedimentan bajo gravedad en NaCI, KCI, 

manito! y sorbitol; en sacarosa se mantienen en suspensión y con MgS04 (además de que el 

micelio se fragmenta en demasía) los protoplastos flotan (aun después de ser sometidos a 

centrifugación) (Peberdy, 1976, 1979; Da vis, 1 985). El estabilizador osmótico también puede 

tener un efecto estimulador o inhibidor de la actividad enzimática (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 fúngicos son muy 

heterogéneos con respecto a su morfología, a su estado fisiológico y bioquímico (Peberdy, 1979). 

Se ha sugerido que en tiempos cortos de digestión los ápices 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 núcleo y tienen un tamai\o menor. Conforme 

los protoplastos se van liberando de la hifa, en dirección apical-distal, se observa un incremento en 

su vacuolización y en su tamai\o, hasta que los protoplastos liberados de las regiones distales 

carecen de los organelos celulares y/o de los requerimientos bioquímicos para su viabilidad 

(Peberdy, l 979a; Davis, 1985). 

En este sentido, el estado fisiológico del cultivo es un factor crucial en la formación de los 

protoplastos. La edad y naturaleza del cultivo determinan el 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 digestión de las paredes celulares; 

pueden alterar la disposición celular de los protoplastos y la estabilidad de sus membranas. 

También se relacionan estrechamente con la actividad de las enzimas del sistema lítico y con los 

estabilizadores osmóticos. El amortiguador en el medio de incubación también puede afectar el 

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

Los protoplastos fúngicos han sido utilizados exitosainente en estudios de genética fúngica. 

La tecnología de recombinación del ADN ha revolucionado el entendimiento de la estructura de 

los aenes, su replicación, expresión, mutación y fundamentalmente su función. 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 fusión de células somáticas, el aislamiento de 

kidos nucléicos para los análisis de secuenciación y clonación, así como recipientes para la 

tnmsfol'DUICión y la transducción (Bennett, 1985). 

Fuai6a de protoplastos en honsos 

Las técnicas de fusión de protoplastos se han utilizado para sobrepasar muchas de las 

barreras naturales que evitan el entrecruzamiento entre los hongos. Se han realizado fusiones de 

protoplutos en muchos hongos deuteromicetos carentes de ciclos sexuales, en ascomicetos donde 

el ciclo sexual es dificil o imposible de demostrar y en hongos simbióticos, tales como los 

micorrizicos, que en laboratorio no esporulan ni completan su ciclo sexual. La fusión de 

protoplutos ha permitido el intercambio genético en estos hongos, haciendo posible el desarrollo 

de estudios de génetica básica y la posibilidad de mejorar cepas sobrepasando las barreras de 

incompatibilidad intraespecífica (Brikett y Hamlyn, 1985; Croft, 1985; Barren et al, 1989; Pe'er y 

Chet, 1990; Gadau y Lingg, 1992) y dando lugar a híbridos fungales (Peberdy, 1979; Anné y 

Peberdy, 1985; Gadau y Lingg, 1992). 

Estas técnicas han sido de gran importancia para transferir elementos genéticos 

citoplum4ticos tales como los plásmidos, las mitocondrias o los núcleos celulares, permitiendo así 

estudios de genética mitocondrial o bien la manipulación y transformación genética (Ferenczy, 

1985; Sivan et al, 1990; Vágv()Jgyi y Ferenczy, 1991; Gadau y Lingg, 1992). 

Transformación en bonsos mediada por ADN 

Los hongos tienen paredes celulares rígidas que constituyen una barrera para la entrada de 

toda macromolécula, tal como el ADN exógeno. Por lo tanto, la mayoría de los protocolos para 

transformar células que implican la adición e incorporación de ADN al genoma filngico requieren 

la aeneración de protoplastos (Peberdy, 1979; Goosen et al, 1992; Upshall, 1992). 
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LOS PROTOPLASTOS EN LA BJOQUiMJCA Y FISJOLOGiA CELULAR 

La pared celular representa una barrera flsica en los hongos; muchos de los problemas en 

estudios fisiológicos y bioquímicos son debidos a la dificultad de poder preparar sistemas libres de 

"hilas. En términos de biología celular, las preparaciones de protoplastos han proporcionado un 

aran número de ventajas, siendo reconocidos como sistemas de células que son una fuente de 

materiales para la preparación de fracciones subcelulares (Isaac, 1985). 

Por otra parte, se asume que los protoplastos son entidades metabólicamente activas con 

propiedlldes bioquímicas y fisiológicas 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 fracción de la hifa y en conjunto son un sistema 

hctcro&éneo que refleja la diferenciación hifal. Es posible separar las fracciones de los 

protoplastos que representen predominantemente las regiones apical, subapical y distal del 

citoplasma de las hifas (Peberdy, l 979a; Isaac, 1985). 

Los protoplastos han sido empleados en estudios bioquimicos y de ultraestructura de las 

membranas plasmáticas, pues se ha demostrado que éstas se mantienen bioquímicamente intactas 

cleap•s de la ruptura y dearadación de la pared celular. En este sentido, también han brindado 

información 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 preparación de los protoplastos tendrá efectos 

muy marcados en la fisiología de los hongos, resultando en la disgregación de algunas funciones 

normalmente integradas (Isaac, 1985). 
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REGENERACIÓN DE LA PARED CELULAR Y REVERSIÓN 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 regeneración de protoplastos como 

reversión de protoplastos. La regeneración de la pared celular es un evento clave ya que sin ella el 

proceso de citocinesis no sería posible. El término "reversión" puede también ser utilizado en un 

sentido más riguroso para designar sólo la serie de eventos de todo el proceso de reparación (de la 

regeneración del protoplasto) que se caracterizan por la renovación del control del ciclo celular, 

llevando a la restauración del estado normal de Ja célula. En esta terminología "regeneración del 

protoplasto" incluirá dos procesos claves, la regeneración propiamente de Ja pared celular y Ja 

reversión del protoplasto "con pared" (Necas y Svoboda, 1985). 

El proceso de regeneración de Ja pared celular y la subsecuente reversión celular han sido 

Jos aspectos más extensamente estudiados en los protoplastos fúngicos (Peberdy, 1979). 

La investigación de Ja regeneración de Jos protoplastos provee información en diversos 

aspectos. Permite la evaluación de la capacidad de regeneración de Ja célula. Representa un 

sistema modelo que ha permitido el entendimiento de varios procesos celulares, bioquímico:; y 

genéticos en hongos tales como: 

-Los procesos de biogénesis de la pared celular: la localización de los Jugares de síntesis y 

de transporte de los polímeros de Ja pared celular, el papel de Ja membrana celular en este proceso; 

el control de Ja organización supramolecular y el papel del autoensarnblaje en los procesos 

morfogenéticos; el conocimiento de las relaciones ultraestructurales entre Jos elementos fibrilares y 

matriciales y la cinética de su depositación. 

-El papel de Ja pared celular en Ja morfogénesis de Ja célula: la determinación 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 Ja función del citoesqueleto, la estructura 

dinámica del plasmalema y las relaciones cuantitativas entre organelos intracelulares y mutantes 

morfológicas (Peberdy, l 979a; Necas y Svoboda, 1985). 
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EL GÉNERO Aspergillus 

Los hongos del género Aspergillus son actualmente conocidos como una de las fonnas de 

vida más abundantes y ampliamente distribuidas del planeta. Son saprófitos comunes en el suelo, 

en vegetales en pudrición y son agentes fundamentales en la descomposición y reintegración de 

materia orgánica al medio. Muchas especies son parásitas de plantas y animales. Fueron de los 

primeros organismos en ser cultivados en medios artificiales y estudiados con fines biológicos. 

Adicionalmente a su papel en la naturaleza, su versatilidad metabólica tiene consecuencias, tanto 

positivas como negativas, en el espacio humano (Bennett y Klich, 1992; Klich et al, 1992; 

Samson, 1994). 

El ciclo de vida de Aspergilli comprende dos etapas. Una definida por la producción 

asexual de esporas y otra que engloba los eventos de su reproducción sexual (Figura 4). La fase 

asexual puede también ser llamada conidiación, ya que comprende los eventos que llevan a la 

formación de estructuras diferenciadas que portan las esporas, producidas por un proceso mitótico, 

que se conocen como conidios (conidia) (Yager, 1992). 

La fase sexual tiene corno resultado la formación de un cleistotecio: una estructura esférica 

cerrada, formada por una red de hifas no esporógenas dentro de la cual se desarrollan esporas 

derivadas de un proceso meiótico. La reproducción sexual comienza cuando la plasrnogarnia toma 

lugar, resultando en la aparición de una hifa dicarionte diferenciada. Los dos núcleos de esta 

célula sufren divisiones sincrónicas para dar lugar a una serie de hifas dicariontes llamadas 

ascógenas. A partir del ápice de cada una de estas hifas aparece un asca una vez que dos <le.: ·.us 

núcleos se fusionan; inmediatamente después ocurre la meiosis y dentro de cada asca aparecen 

cuatro núcleos haploides. Éstos se dividen por mitosis y los ocho núcleos resultantes son 

incorporados en ocho ascosporas inmaduras. Una división rnitótica más da como resultado las 

ascosporas maduras binucleadas. No todos los hongos del género Aspergillus tienen la capacid::J 

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

La primera descripción del género data de 1 727, cuando Micheli aportó una diagnosis e 

ilustraciones que claramente representan sus características. El conidióf"oro que caracteriza al 

género consiste en una hifa larga que culmina en un estructura globosa portadora de esporas; 

Micheli, clérigo florentino, encontró semejanza con el aspergillum (aspersorio) instrumento· 

metálico utilizado por los sacerdotes para rociar agua bendita, de ahí su nombre (Bennett y K.lich, 

1992; Samson, 1994). 

El género Aspergillus pertenece a los Deuteromycetes (Fungi Imperfecti), Hyphomycetes, y 

es caracterizado por el aspergillum (conidióforo) (Figura 5). Los estados teleomórficos 

corresponden a hongos Ascomycetes, cuyas ascosporas son formadas en cleistotecios 

(Plectomycetidae) (Samson, 1992, 1994) . 

.________::esic:,.a .......... 
Pedicelo 

"'"=S=--- Célula ----':f;::::....:Z::: _._____ pie 

Conidióforo Conidióforo 
mono seriado biseriado 

Figura 5. Estructuras del conidióforo de Aspergillus (Tomado de Samson, 1992) 

El soporte en la identificación de los hongos de este género es principalmente morfológico; 

el análisis de los conidióforos, las características de los conidios y del micelio vegetativo (forma, 

tamaño, color, etc.) y la presencia de esporomas, pueden ayudar a definir las especies. Además de 

las características convencionales se han desarrollado nuevas aproximaciones (análsis utilizando 

métodos moleculares, los perfiles de las enzimas y de los metabolitos secundarios y ensayos 

inmunológicos) que han sido congruentes con caracteres morfológicos y son de potencial 

taxonómico para la identificación de los Aspergilli (Samson, 1992, 1994). 
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En 1965, Raper y Fennell establecieron una clasificación infragenérica para los hongos del 

género Aspergillus en la que los conceptos genéricos y específicos quedaron circunscritos. Gams y 

sus colaboradores en 1 985, reemplazaron la estructura de grupos de esta clasificación por una 

secciona! acorde al Código Internacional de Nomenclatura Botánica (Raper y Fennell, 1965; 

Samson, 1992) (Tabla 4). 

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

Subgénero Aspergillus 

Sección Aspergi//us (grupo A. glaucus)* 

Sección Restricti 

Subgénero Fumigati 

Sección Fumigati 

Sección Cervini 

Subgénero Ornati 

Subgénero Clavati 

Sección Clavati 

(grupo A. restrictus) 

(grupo A.famigatus) 

(grupo A. cervinus) 

(grupo A. ornatus) 

(grupo A. c/avatus) 

Subgénero Nidulates 

Sección Nidulates (grupo A. nidulans) 

Seccjón Versico/ores (grupo A. versicolor) 
Sección Usti (grupo A. ustus) 
Sección Terrei 

Sección Flavipedes 

Subgénero Circumdati 
Sección Wentii 

Sección Flavi 

Sección Nigri 

(grupo A. terreus) 

(grupo A. flavipes) 

(grupo A. wentii) 

(grupo A.flavus) 

(grupo A. niger) 

Sección Circumdati (grupo A. ochraceus) 
Sección Candidi (grupo A. candidus) 

Sección Cremei 
Sección Sparsi 

(grupo A. cremeus) 

(grupo A. sparsus) 

• Los nombres de Jos grupos utilizados por Raper y FenneJI ( 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 relación de grandes poblaciones de 

hongos con diversas actividades humanas (Cotty et al, 1994). 

La lermentación es uno de los métodos de preservación de alimentos más antiguos. El 

origen de estos procesos y el ejemplo tal vez más evidente se remonta a las culturas asiáticas que 

han utilizado muchos Aspergilli en la lermentación de alimentos desde tiempos remotos. El koji, 
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que es un cultivo sólido de mohos-koji (Aspergil/us 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 elaboración de 

alimentos fermentados como el sake, miso. shoyu (salsa de soya). etc. (Hara, et 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, así como 

en México y otras partes de América (Herrera y Ulloa, 1990; Cook y Campbell-Platt, 1994 ). 

Son de importancia en la elaboración de bebidas y están presentes en la microbiota 

superficial de muchos quesos, jamones, salchichas y otros embutidos, así 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 más característico de alimentos, granos y semillas almacenados. Son importantes no sólo 

por el efecto que tienen en la calidad de estos alimentos y granos, sino también debido a que 

muchas de estas especies producen metabolitos tóxicos, mientras que otras son patógenas 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 biológica incluyendo la toxicidad para marnif"eros. Los más 

importantes en términos de su impacto en el ser humano son las Aflatoxinas (dspergillus .fl.gyus 

toxinas); causan una variedad de afecciones en el desarrollo de animales, en el sistema inmune y 

en órganos vitales; son agentes mutagénicos-carcinogénicos muy potentes y pueden transmitirse 

con escasa modificación química por la leche o al ingerir alimentos contaminados (Cotty et al. 

1994; Moss, 1994). 

La acumulación de ácidos orgánicos en grandes cantidades es una de las características 

particulares de Aspergilli. Este fenómeno ha atraído Ja atención de numerosos investigador~s. El 

ácido cítrico producido por A. niger y otras especies de Aspergillus es de gran importancia en "1 

industria alimenticia y farmacéutica (Harvey y McNeil, 1994; Kubicek et al, 1994). 

Las especies de Aspergilli poseen la capacidad de producir una gran cantidad de enzimas. 

Éstas tienen diversas aplicaciones, como en el procesamiento de almidón y de materiales 

ligninocelulósicos, en Ja elaboración de quesos y cervezas, en Ja clarificación y modificación de 

jugos y de vinos, en el acondicionamiento de pastas y Ja preservación de aliincntos, etc. (Oxcnb,1JJ. 

1994). 
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ANTECEDENTES 

La invasión de los substratos por los hongos ocurre por una combinación de la presión mecánica y 

la hidrólisis enzimática. Al extender el ápice, las hifas pueden penetrar los substratos al mismo 

tiempo que secretan las enzimas capaces de digerir los polímeros que los componen (Wessels, 

1993; Archer y Wood, 1995). La presión 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 expansión controlada de la pared 

celular que está relacionada con su actividad citoplasmática. 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 función de éste (Wessels, 1993). 

Existe una constante interacción entre la presión de turgencia y los procesos de biogénesis 

de la pared celular. La presión de turgencia regula la secreción de las enzimas que controlan las 

propiedades mecánicas de la pared celular (las glucanasas), así como la actividad de los canales de 

Calcio que controlan su extensión, regulando la tasa de fusión de las vesículas de secreción con la 

membrana plasmática del ápice hífal (Wessels, 1993; Money e Hill, 1997). 

Las hifas se enfrentan a obstáculos con diferente resistencia mecánica; la continua 

modificación de la rigidez de su pared celular permite que el hongo se adapte a las demandas que 

éstos ofrecen. Las enzimas capaces de degradar los substratos reducen la tensión de estas barreras 

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

esté modulada por la pared celular. 

Por otra parte, las enzimas líticas no son secretadas únicamente con fines de asimihtción. 

La naturaleza individual de las hifas requiere que su superficie se encuentre en una interacción 

constante con el medio que le rodea. La versatilidad estructural de las proteínas las hace w1 buen 

candidato para desarrollar una multitud de interacciones de las hifas con sus alrededores. Existe 

evidencia de que las proteínas 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 localización, 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 hurera de penneabilidad de las célula. generando productos de bajo peso molecular que sirven 

como inductores o como fuente de energía para promover el crecimiento y la producción de otras 

enzimas líticas (Peberdy, 1990; Ruiz-Herrera. 1992). 

El ápice hifal en crecimiento no sólo es el lugar de síntesis de la pared celular, también es 

el sitio con mayor exocitosis de vesículas. Éstas pueden contener en su membrana enzimas 

destinadas al plasmalema (como las ATPasas y las sintetasas de polisacáridos) y, en su lumen, a 

los componentes de la pared, enzimas que la modifiquen y enzimas líticas de secreción. 

Numerosas evidencias citológicas indican que los procesos de extensión de la pared y de exocitosis 

están estrechamente relacionados (Wosten et al, 1991; Wessels, 1993). 

La obtención de protoplastos de hongos filamentosos ha provisto un nuevo enf"oque para el 

estudio de las propiedades moñológicas, fisiológicas y bioquímicas altamente integradas de las 

hif"as füngicas (Isaac, 1985). La formación de una nueva pared celular es un paso crucial en· ta 

regeneración de los protoplastos, necesaria para el restablecimiento de la fonna celular del hongo. 

El proceso de regeneración resulta un modelo moñogenético 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, así como el del ensamblaje de los 

elementos que la componen, en procesos morfogenéticos (Necas y Svoboda, 1985; Peberdy, 1990). 

La formación de los protoplastos conlleva una serie de alteraciones estructurales y 

funcionales que pueden ser cambios en la distribución y ultraestructura de los organelos, en la 

estructura de la membrana plasmática y del citoesqueleto, así como la pérdida de substancias 

presentes en el espacio periplasmático. Se ha demostrado que los protoplastos fúngicos, siempre y 

cuando contengan núcleo, 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 población ven concluida su reparación debido, 

aparentemente, a que algunas etapas del proceso de regeneración no se completan (Necas y 

Svoboda, 1985). 
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Uno de los principales problemas en términos de morfogénesis de la pared celular es la 

determinación de la forma final de la pared celular regenerada. Muchos estudios han demostrado 

que, por lo menos en las etapas tempranas, la síntesis 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 información acerca de la localización precisa de las moléculas recién insertadas y de su 

orientación espacial. La pared celular existente opera aquí corno un sistema de información 

epigenético. En células, cuya superficie carece de todos los remanentes de la pared celular 

original, la regeneración ocurre por completo de novo. La única información que determina la 

estructura supramolecular es aquella inherente a los polímeros secretados. El autoensarnblaje 

resulta en la formación de una pared celular significativa que está bajo un estricto control genético, 

suficiente para contener la presión 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 síntesis de 

los polisacáridos estructurales, el proceso de ensamblaje en rnicrofibrillas y la subsecuente 

organización 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 síntesis de los polisacáridos tiene un 

intervalo de pH óptimo. (Ruiz-Herrera, 1992). El proceso de autoensamblaje de los materiales de 

la pared celular depende de una modificación de los polímeros secretados; ésta tiene lugar 

básicamente por la formación de enlaces covalentes entre los diferentes polímeros estructurales y 

por la aparición de puentes de Hidrógeno entre las cadenas homólogas que los componen. Este 

proceso puede ser alterado por las condiciones microarnbientales (Burnett, 1979; Wessels et al, 

1990; Ruiz-Herrera, 1992). En la pared celular de las plantas han sido diseñados modelos en los 

que se describe el ordenamiento de los polímeros de la matriz que unidos por enlaces covalentes 

forman una red, asociada a las fibras de celulosa por enlaces de Hidrógeno; cuando estos eniaces 

son afectados, las microfibrillas pueden rotar o deslizarse. En este sentido, es sabido que 

diferentes iones alteran las propiedades mecánicas de las paredes celulares vegetales y sobre todo. 

los iones H+ inducen su ablandamiento. En la región apical de las paredes celulares fúngicas 

(Mucor) se ha descrito un fenómeno 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 a.Sociado 

a los fenómenos de polarización responsables del crecimiento hifal (Ruiz-Herrera, 1 992). 
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Los seres vivos están 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 fisiológicas y moleculares. Al enfrentarse a ambientes extremos pueden ocurrir 

cambios en el comportamiento o en la morfología de los organismos, así corno el ajuste de sus vías 

metabólicas o una completa reorientación de la expresión genética (Newbury y Peberdy, 1996; 

Park et al, 1996). 

Los hongos frecuentemente se encuentran en contacto con soluciones acuosas y el pH de 

éstas afecta su desarrollo (Park et 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 horneostático muy eficientes; así. la mayoría de las enzimas 

intracelulares que se requieren deben actuar sólo en un intervalo de pH muy estrecho; sin embargo, 

las enzimas extracelulares y permeasas no están protegidas de valores extremos de pH. Resulta 

clara la necesidad de un sistema regulatorio que asegure que estas enzimas sean sintetizadas sólo 

en intervalos de pH en los cuales puedan actuar efectivamente. En Aspergillus nidulans los niveles 

de un nÚJnero de enzimas que son por lo menos parcialmente extracelulares, así como de ciertas 

permeasas, son controlados por el pH del medio externo. Por ejemplo, en intervalos de pH ácido, 

los niveles de la fosfatasa ácida son elevados y los de la fosfatasa alcalina son bajos, mientras que 

a pH alcalino ocurre lo contrario. La regulación de la expresión de los genes de estas enzimas es 

una respuesta a los cambios de pH del medio ambiente (Caddick et al. 1986; Denison et al, 1995). 

También el sistema regulatorio por pH afecta la síntesis de otras moléculas localizadas 

extracelulannente; éstas pueden ser producto del metabolismo secundario, por ejemplo: la 

producción de penicilina en A. nidulans está regulada por el pH del medio (Shah et al, 1991 ). 

Por otra parte, los mecanismos celulares que controlan el pH están estrechamente ligados a 

las respuestas celulares a los estímulos externos. El pH citoplasrnático puede tener un papel muy 

importante en las vías de transducción de sefiales en células eucariontes, particularmente aq!Jellas 

implicadas en la diferenciación celular y el metabolismo (Gadd, 1995). Los procesos 

morf"ogenéticos y las alteraciones en la forma de las células requieren de la integración de rnuchas 
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funciones celulares y ocurren en respuesta a señales del medio ambiente; se ha descrito la 

presencia de genes regulados por pH necesarios para el establecimiento y mantenimiento del 

crecimiento apical hifal, así como para los procesos morfogenéticos de hongos dimórficos 

(Saporito et al, 1995). 

Se ha demostrado la presencia de exopectinasas de naturaleza constitutiva en hongos del 

género Aspergillus (Aguilar y Huitrón, 1990). La secreción de enzimas de este tipo está 

relacionada con la fase de crecimiento activo del hongo. Estas pectinasas pueden encontrarse 

unidas al micelio y a los conidios de Aspergi/lus y se sugiere que están asociadas a la superficie de 

su pared celular. Es probable que desempeñen un papel importante en la generación de inductores 

para las demás enzimas del complejo pectinolítico de Aspergillus, que es capaz de producir 

enzimas pectinolíticas inducibles (exo y endopectinasas) en una gran variedad de substratos 

derivados de la pectina (Aguilar y Huitrón, 1990, 1993; Aguilar et al, 1991 ). 

La producción de las enzimas del sistema pectinolítico de Aspergillus resulta altamente 

sensible al pH del medio de cultivo. Las enzimas endo y exopectinolíticas pueden ser producidas 

en valores de pH tan ácidos como 2.5, condiciones en las cuales, la mayoría de las cepas tienen un 

incremento considerable en su actividad pectinolítica (Aguilar et al, l 991 ). Sin embargo, no todos 

los Aspergilli responden de la misma manera a las condiciones ácidas del medio, un número alto 

de cepas reducen su crecimiento mientras que otras lo incrementan; lo mismo puede ocurrir con su 

actividad enzimática (Delgado, 1997). 

Aguilar y sus colaboradores (1991) encontraron que las actividades exo y 

endopectinolíticas de Aspergillus CH-Y-1043 muestran sus niveles más altos a pH 2.5, aun 

cuando el crecimiento del microorganismo en esta condición resulta de aproximadamente el 50% 

del que se obtiene en valores de pH más neutros. Este efecto es más evidente con la actividad 

endopectinolítica, 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 l % del valor que se obtiene a pH 3.5. Se determinó que la 

ausencia de esta actividad se debe a una síntesis limitada de enzimas y no a una pérdida de sus 

actividades o a una acumulación intracelular de ellas; tampoco es debida a represión catabólica. 
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Delgado (1997), al estudiar el efecto que tiene el pH en la secreción de las enzimas 

pectinoliticas, encontró que el fenómeno descrito por Aguilar y colaboradores (1991) se presenta 

en varias cepas de Aspergilli, siendo Aspergil/us FP-180 la cepa que tiene una respuesta más 

sobresaliente1 ante el pH ácido. Existe un grupo de eepas, como Aspergi//us awamori, en el que el 

fenómeno entre la relación de crecimiento y actividad a pH ácido se invierte. 

Aspergi//us FP-180 se seleccionó para realizar el estudio de regeneración en condiciones de 

tensión por pH ácido. Ésta se obtuvo a partir de una fruta en pudrición y presenta una morfología 

semejante a la de las especies comprendidas en la sección Flavipedes del subgénero Nidulates 

(Grupo A. flavipes Thom y Raper 1926): estípites hialinos, vesículas ovaladas o subglobosas en 

cabezas conidiales biseriadas (métulas presentes), masas conidiales de color blanco a avellana. La 

especie tipo de esta sección, A. flavipes presenta estadio teleomoño (Fennel/ia.flavipes) y son 

características en ella las células de Hülle u otras células de pared engrosada; sin embargo, no se 

han encontrado estadios teleomórficos de todas las especies de esta sección (Raper y Fennell 1965; 

Samson, 1992). Tampoco se ha observado estadio teleomórfico en Aspergillus sp. FP-l 80. 

Al estudiar la regeneración de la pared celular en condiciones de tensión por pH ácido, se 

puede obtener información en diversos sentidos. En primer lugar, este sistema de regeneración 

celular, al mismo tiempo que ejerce una tensión fisiológica por pH ácido a la célula, representa una 

condición ante la cual la célula fúngica 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 cómo el proceso de regeneración celular en tales condiciones 

determina el estado final de las células regeneradas, se puede generar información de cómo están 

organizados los eventos que determinan este proceso (como la construcción de la pared celular y la 

secreción de enzimas) y de cómo éstos interactúan en las células f'úngicas. El sistema pectinolítico 

de Aspergi//us está modulado por el pH del medio extracelular, es determinante para generar los 

recursos citoplasmáticos que originan el crecimiento y presumiblemente está relacionado con la 

pared celular. Resulta de interés evaluarlo después de la regeneración ya que representa un modelo 

que refleja el estado fisiológico en general de las células. 

De las cepas que presentan una relación de crecimiento menor entre los valores de pH 2.5/3.5 y una 
relación de activict.d mayor en los mismos valores, Aspergi/lus FP-180 es la que tiene una actividad 
pectinolltica 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 f"ormación de los protoplastos, pueden seguir siendo reparadas para dar lugar a 

células funcionales capaces de restablecer el ciclo celular. Por otra parte, la regeneración de los 

protoplastos representa un proceso monogenético que, si bien dificilmente ocurre per se en la 

naturaleza, resulta en un modelo interesante para evaluar cómo se determina la forma y estructura 

final de las células. 

Por otra parte~ es claro que en un micelio activo es vital una interacción eficiente entre los 

organelos. Para ello, debe implementarse un alto grado de organización espacial de sus 

componentes citoplasmáticos. Esta organización debe estar presente a lo largo de todo el micelio; 

sin embargo, resulta más evidente y esencial en los ápices hifales. Aquí, el complejo apical se 

puede identificar como una región altamente organizada con una ultraestructura diferente al resto 

de la hif"a (Markharn, 1995). Así, además 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 citoplasmático proviene de las regiones 

apicales (Ruiz-Herrera, 1992). Es importante tomar en cuenta esta organización celular en un 

estudio en el que se pretende explicar procesos celulares de hongos. 

Por último, con esta aproximación se genera información en otros sentidos: sobre el 

entendimiento de la regulación y disposición del sistema pectinolitico, sobre los procesos de 

sintesis y secreción de las pectinasas, así corno sobre el de un mejor conocimiento del modelo que 

brindan los protoplastos en la investigación fisiológica y genética y para el mejoramiento en la 

productividad en hongos con potencial industrial. 
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OBJETIVOS 

-Establecer un sistema de fbrmación, recuperación y regeneración de protoplastos (células carentes 

de pared celular) para hongos del género Aspergi//us. 

-Establecer un sistema eficiente de fbrmación de protoplastos de Aspergil/us spp. 

-Establecer un sistema eficiente de recuperación y purificación de protoplastos de 

Aspergi//us spp. 

-Desarrollar un sistema de regeneración para protoplastos de Aspergillus spp. 

-Establecer un sistema de :formación de protoplastos provenientes de las regiones apicales 

de las hifas de Aspergi//us sp. 

-Evaluar la capacidad de regeneración celular de protoplastos de Aspergillus sp. en un 

medio rico y en uno mínimo con pectina como única fuente de carbono. 

-Evaluar la regeneración celular de los protoplastos de Aspergi//us sp. en condiciones de tensión 

por pH ácido. 

-Evaluar la capacidad de reparación celular y de regeneración de la pared celular de los 

protoplastos de Aspergillus sp. en condiciones de tensión por pH ácido. 

-Valorar la capacidad de regeneración de los protoplastos provenientes de las di:ferentes 

partes de las hi:fas de Aspergil/us sp. 

-Valorar rnor:fológicamente la regeneración celular de protoplastos Aspergillus sp. en 

condiciones de acidez extrema. 

-Conocer los efectos que la acidez extrema tiene en la regeneración de protoplastos de 

Aspergil/us sp. Estimar cómo la reparación celular y la construcción de una nueva pared 

celular repercuten en el estado fisiológico de la célula :fúngica usando el sistema 

pectinolftico corno modelo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

MICROORGANISMO 

Las cepas utilizadas fueron Aspergi//us sp FP-180, Aspergi//us awamori NRRL 3112 (USDA 

Agriculture Research Service Culture Collection. Peoría, Illinois, USA). Aspergillus niger NRRL 

334, Aspergillus oryzae NRRL 692 y Aspergil/usfamigatus (Fac. Química. UNAM, México). Las 

cepas A. awamori, A. niger, A. oryzae, A. famigatus se emplearon para determinar el tiempo de 

crecimiento del microorganismo en la formación de los protoplastos. Para establecer el protocolo 

de formación y regeneración de los protoplastos se emplearon las cepas A. awamori y Aspergillus 

FP-180; mientras que para el estudio de reversión celular en condiciones de tensión por pH ácido 

se trabajó 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 morfología semejante a la de las especies 

comprendidas en la sección Flavipedes del subgénero Nidulates (Grupo A. flavipes Thom y Raper 

1926). 

CRECIMIENTO DEL MICROORGANISMO EN CULTIVO SUMERGIDO 

Matraces Erlenmeyer de SOOml conteniendo 200ml de medio de cultivo líquido fueron 

inoculados con una suspensión de esporas, para dar una concentración final de lxl06 esporas/mi 

demedio. 

El crecimiento del hongo se llevó a cabo en cultivo sumergido, en una incubadora con una 

agitación reciprocante de 100 golpes' por minuto con 1 pulgada de desplazamiento, a una 

temperatura de 37ºC. 

Para obtener el inóculo, el hongo fue crecido en matraces Erlenmeyer de 250ml con 50rnl 

de medio de cultivo con agar (sólido) que se incubaron a 37°C por 3-7 días (o hasta que esporuló 

el microorganismo). De este matraz. se hizo una suspensión de esporas en lOml de agua estéril. 

1 En un sistema reciprocante, un golpe es equivalente a un ciclo o a una revolución de un sistema orbital. 
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DETERMINACIÓN DE LA BIOMASA MICROBIANA 

La biomasa se determinó por peso seco: un volumen conocido del cultivo en el cual se 

desarrolló el organismo fue filtrado con vacío utilizando membranas Millipore de 0.45µ.m 

previamente pesadas; éstas fueron secadas en un horno de microondas a una temperatura de lSOºC 

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

DETERMINACIÓN DEL NÚMERO DE CÉLULAS 

La determinación del número de células (esporas, protoplastos) en suspensión se realizó 

mediante el recuento directo de la población celular utilizando una cámara de Neubauer (o 

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

FORMACIÓN DE PROTOPLASTOS 

DETERMINACIÓN DEL TIEMPO DE CULTIVO DEL MICROORGANISMO 

Micelio 

El tiempo de cosecha del micelio, para la formación de protoplastos, se determinó mediante 

una cinética de crecimiento de la cepa seleccionada. Ésta se llevó a cabo en cultivo sumergido con 

200ml de medio con glucosa al l % y de extracto de levadura al 0.3% (Medio GEL), a pH 6. Se 

tomaron muestras de la fermentación cada 6hr, durante 48hr. 
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E•pora• ea ser•iaaci6a 

Para la germinación de las esporas se determinó el tiempo nec:esario para el desarTollo de 

túbulos germinales carentes de pared celular secundaria .. Se realizó una cinc!tica de crecimiento 

como la antes descrita y se tomaron muestras de la f"ennentación a diferentes intervalos de tiempo; 

el tiempo óptimo de germinación fue elucidado mediante el análisis de la longitud de los tubos 

germinales en el sistema de crecimiento, realizado por observación directa al microscopio y de 

f"otomicrografias de estas muestras. 

FORMACIÓN DE PROTOPLASTOS 

La f"ormación de protoplastos se desarrolló en condiciones de esterilidad total en los 

experimentos en que se examinó la regeneración celular. 

Obteaci6a de protoplastos de micelio 

Para la obtención de micelio se llevó a cabo el crecimiento del hongo en cultivo sumergido 

en medio GEL, durante 12hr. 

Para la formación de protoplastos, el micelio obtenido fue lavado hasta eliminar las 

proteínas extracelulares secretadas por el hongo, los restos de medio de cultivo y las esporas 

f"onnadas, para lo cual se realizaron lavados del micelio con agua, con amortiguador de fosfatos pH 

6 (AF) y con amortiguador de estabilización (AE), (±4ºC). 

El micelio lavado se resuspendió en amortiguador de estabilización (AE) y se llevó a una 

concentración de l 2mg (PS)/ mi de suspensión. 

Las enzimas utilizadas para la lisis de la pared celular f"ueron: 

Quitinasa de Streptomyces griseus (Sigma Chemical Co. USA) 

Hemicelulasa de Aspergillus niger (Sigma Chemical Co. USA) 

13-Glucuronidasa de Helix pomatia (Sigma Chemical Co. USA) 

Enzimas líticas de Trichoderma harzianum (Sigma Chemical Co. USA) 

El sistema de digestión fue incubado a 37ºC con agitación reciprocante de 100 golpes por 

minuto con 1 pulgada de desplazamiento. La incubación con el sistema de digestión fue de-3hr, y 

para la obtención de protoplastos del ápice hifal fue de lhr. 
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FORMACIÓN DE PROTOPLASTOS 
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Obteacióa de protoplaatos de espora• ea sermiaacicSa 

Para la f"onnación de protoplastos apicales se empicaron esporas en genninación además de 

micelio. Éstas se hicieron genninar en un cultivo sumergido de la manera antes descrita. Se 

colectaron y lavaron por centrifugación; el sobrenadante fue decantado y las esporas germinadas se 

resuspendieron en antortiguador de f"osf"atos (AF) y al final con amortiguador de estabilización 

(AE). Se realiz6 un total de 4 lavados. La digestión enzimática se realizó de la manera descrita 

para micelio. 

RECUPERACIÓN DE LOS PROTOPLASTOS 

Se utilizaron dos sistemas para la recuperación de Jos protoplastos. 

Uno de ellos consistió en la recuperación de protoplastos después de filtrarlos para eliminar 

los restos celulares y lavarlos por centrifugación para eliminar las enzimas líticas. El segundo, la 

recuperación por centrifugación de densidad dif"erencial, resultó más eficiente cuando se requirió 

de protoplastos libres de esporas. 
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Recuperación por f'iltración-centrif'ugación 

La filtración se realizó haciendo pasar la suspensión de protoplastos por gasa en un 

embudo. La suspensión de protoplastos fue centrifugada con una fuerza de 420 x g por Smin; se 

desechó el sobrenadante y el paquete de protoplastos fue resuspendido con 5ml de AE fresco. Se 

realizaron tres lavados por centrifugación. El botón final, resuspendido en AE, resultó en los 

protoplastos listos para ser utilizados. 

Recuperación por centrif'ugación de densidad dif"erencial 

Para remover conidios y restos de pared celular, la suspensión de protoplastos fue colocada 

cuidadosamente sobre una solución de sacarosa al 30% (p/v) en tubos de centrífuga; éstos fueron 

centrifugados en un rotor de coltunpio a baja velocidad. Los protoplastos fueron removidos de la 

interfase entre el AE y la solución de sacarosa y resuspendidos en AE fresco 0.8M de KCI. El 

sistema lítico enzimático fue eliminado después de centrifugar la suspensión y los protoplastos 

fueron resuspendidos en Sml de AE fresco. 

La viabilidad de los protoplastos se determinó con los ensayos de regeneración. 

REGENERACIÓN DE MICELIO 

Los ensayos de regeneración fueron realizados inmediatamente después de recuperar los 

protoplastos. El número de protoplastos en suspensión fue determinado en una cámara de 

Neubauer. Se realizaron diluciones con AE para obtener de 20 a 300 protoplastos /mi. Mt.Iestnb 

de 1 a 3ml fueron inoculadas en placas de agar con el medio de regeneración seleccionado. Las 

placas fueron incubadas durante 3-7 días a 37°C. 

La regeneración de protoplastos en condiciones de tensión por pH ácido se realizó en 

medio mínimo con pectina al 1 % (MMP) a pH 1.2, 1.5, 1. 7 y 2. El mismo medio a pH 6. m;í c.: o mu 

un medio rico (extracto de malta EMA), fueron empleados como controles de la reversión celular 

sin tensión por pH ácido. 

En cuanto aparecieron las colonias regeneradas y estando aún definidas, se realizaron los 

aislamientos para los análisis fisiológicos. También se realizaron conteos de las colonias 

regeneradas en los diferentes medios para el análisis de viabilidad y reversión de los protoplastos. 
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Figura 7. REGENERACIÓN Y REVERSIÓN CELULAR 
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ANÁLISIS DE CARÁCTER FISIOLÓGICO 

Se realizó un aislamiento de las colonias más representativas, en base a su tamaño, del total 

de colonias regeneradas; adicionalmente se aislaron las colonias que presentaron diferencias 

fenológicas. 

Células fisiológicamente activas (esporas en germinación) y esporas en latencia fueron 

propagadas en Jos mismos medios como control de la actividad fisiológica de la cepa madre 

íntegra. 

Las colonias se mantuvieron en el medio de presión selectiva usado en la regeneración y 

fueron analizadas una generación después de su reversión celular. Esto se logró aislando las 

colonias en el medio de regeneración con pectina a pH 3.5 para que las colonias esporularan. Las 

esporas fueron utilizadas inmediatamente corno inóculo de las fermentaciones en cultivo 

sumergido; éstas se llevaron a cabo en MMP, y en medio mínimo con pectina y sorbitol (MMP-SJ 

al 1 %, ambos a pH 2. 
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En los medios MMP, MMP-S y mínimo con sorbitol (MMS) a pH 2 y 6, se realizaron 

cinéticas de crecimiento de estas cepas y en ellas se determinó su crecimiento y sus actividades exo 

y endopectinolítica. Tambien se evaluaron su crecimiento y su actividad enzimática en xilanos, 

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

ANÁLISIS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS 

Actividad exopectinolftica 

La actividad exopectinolítica fue determinada cuantificando los azúcares reductores 

producidos a partir de pectina utilizada como substrato por las enzimas presentes en el filtrado 

extracelular. 

La mezcla de reacción fue la siguiente: 0.5ml de pectina cítrica (de 8.6% de metoxilación) 

al 1 % (p/v), pH 5; 0.4ml de amortiguador de acetatos O. I 7N, pH 5, y O. !mi del filtrado enzimático 

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 enzimático se adicionó después de Ja incubación. Todas las muestras fueron sometidas a 

bafto en ebullición, fueron diluidas con agua destilada y centrifugadas para eliminar la pectina 

restante; el porcentaje de transmitancia fue determinado a 540nm. 

El número de grupos reductores se expresa como ácido galacturónico liberado a partir de la 

solución de pectina. Una unidad de actividad exopectinolítica quedó definida como la cantidad de 

enzima que cataliza la formación de 1 µmol de ácido galacturónico en las condiciones de ensayo. 

Actividad eadopectinolitica 

La actividad endopectinolítica fue determinada mediante la reducción en la viscosidad de 

una solución de pectina por las enzimas del filtrado enzimático. Para ello se emplearon 

viscosfmetros de Cannon-Fenske del Nº 200. 
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En este sistema. la mezcla de reacción fue la formada por lOml de pectina (8.6o/o de 

metoxilación) al 1 % (p/v) en amorti¡piador de acetatos 0.2N pH 4.2 con 3% (p/v) de NaCl. A ésta 

se lllP'Caaron O.Sml del filtrado enzimAtico y la fluidez relativa fue determinada de inmediato con el 

viscosimetro inmerso en un baño a una temperatura constante de 30°C. El viscosimetro fue 

calibrado con agua destilada y con el substrato. 

Una unidad de actividad endopectinolítica fue definida como la cantidad de enzima que 

reduce en un 50% la viscosidad de la solución de pectina en lOmin. 

Actividad :&ilaaolitica 

La actividad xilanolitica fue determinada también cuantificando por el método de DNS los 

azúcares reductores producidos a partir de xilanos por las enzimas presentes en el filtrado 

extracelular. La mezcla de reacción fue la siguiente: 0.5ml de xilanos (avena) al 1 % (p/v), pH 5; 

0.4ml de amortiguador de acetatos O. l 7N, pH 5, y 0.1 mi del filtrado enzimático problema. Esta 

mezcla fue incubada a 50ºC por 30 minutos, después de los cuales se adicionó lml de DNS. Se 

realizaron muestras control para cada muestra problema en las que el filtrado enzimático se 

adicionó después de la incubación. Todas las muestras fueron sometidas a baño en ebullición por 

5 minutos, después de los cuales el porcentaje de transmitancia fue determinado a 540nm. 

El número de grupos reductores se expresa como xilosa liberada a partir de la solución de 

xilanos. Una unidad de actividad xilanolitica quedó definida como la cantidad de enzima que 

cataliza la formación de 1 µmol de xilosa en las condiciones de ensayo. 

ANÁLISIS 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 

desviación estándar. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos se dividen en dos grupos para su análisis y discusión. El primero 

de ellos contiene los resultados obtenidos al establecer el protocolo de forrnación y regeneración de 

protoplastos. La segunda parte incluye la inforrnación acerca del proceso de regeneración y 

reversión celular propiamente, así como el análisis fisiológico que se realizó después de tales 

eventos. 

FORMACIÓN Y REGENERACIÓN DE PROTOPLASTOS 

Para evaluar el efecto del pH en la regeneración de las células carentes de pared celular, se 

analizó la capacidad de regeneración de los protoplastos de dos sistemas: de una población 

heterogénea de protoplastos de micelio y de una población homogénea de protoplastos obtenidos 

de las regiones apicales de las hifas. Para ello fue necesario formar protoplastos empleando 

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

FORMACIÓN DE PROTOPLASTOS 

Para deterrninar el tiempo de cultivo del micelio para la forrnación de los protoplastos se 

comparó la cinética de crecimiento de 4 cepas de Aspergilli, que son reconocidas como 

importantes productores de enzimas (Berka et al, 1992; Oxenb01l, 1994; Samson 1994) y que 

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 cit). 

Se ha demostrado que el rendimiento en la obtención de protoplastos es mejor cuando se 

emplea un micelio en la fase exponencial de crecimiento. Las paredes celulares de los cultivos <!n 

las etapas temprana y media de esta fase resultan más susceptibles a Jisarse que las paredes 

derivadas de los cultivos del hongo en la fase estacionaria (Peberdy, 1979; Davis, 1985). Por lo 

tanto. se empleó micelio en la etapa media de la fase exponencial de crecimiento. 
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Se analizaron las curvas de crecimiento de los hongos (Figura 8) y, en base a éstas, se. 

detenninó el tiempo de cultivo del micelio necesario para la formación de los protoplastos. La 

media de la fase exponencial del crecimiento resultó de l 2hr para las cepas probadas y coincidió 

con la de Aspergil/us FP-180. 

Se detenninaron las condiciones ideales para la formación de los protoplastos, evaluando 

los :fmctores que afectan su liberación. 

Tomando en consideración la composición de las paredes celulares de los hongos cuyo 

componente ftlndamental es la quitina, así como las características particulares de las paredes 

celul11res de los hongos del género Aspergillus, se determinó la composición del complejo 

enzimático necesaria para la degradación de la pared celular. 

Un complejo enzimático utilizado frecuentemente en la degradación de las paredes 

celulares de los hongos es el producido por Trichoderma harzianum. Éste ha mostrado ser 

eficiente .ate una gran variedad de hongos, dentro de éstos los Aspergilli (Peberdy, 1979, 1 985; 
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Collings et al, 1988; Hashiba, 1992). Existen actualmente preparaciones comerciales de las 

enzimas líticas producidas por T. harzianum en Jos cuales se han caracterizado las actividades 

enzimáticas. Se seleccionó un complejo enzimático de T. harzianum que contiene glucanasas, 

proteasas y quitinasas activas. 

En las paredes celulares de varios hongos se ha identificado un gran número de 

heteropolisacáridos que contienen ácido D-glucurónico. Este componente es característico de las 

hemicelulosas de las paredes celulares vegetales y ha sido encontrado en las paredes celulares de 

los hongos del género Aspergi//us; el polisacárido del que forma parte no ha sido identificado 

(Ruiz-Herrera, 1992). Las hemiceluJasas se han empleado con éxito para la formación de 

protoplastos de los Ascomycetes (Hashiba, 1992). Por otra parte, el complejo enzimático que más 

frecuentemente se ha utilizado para degradar las paredes celulares füngicas es el jugo digestivo del 

caracol He/iJt pomatia; en él se han detectado más de 30 enzimas. La j3-glucuronidasa es una de 

las más eficaces, se ha usado para f"ormar protoplastos de Aspergi//us parasilicus y se ha 

demostrado que al emplearla conjuntamente con una quitinasa, incrementa considerablemente la 

liberación de los protoplastos de los hongos Aspergillusfamigatus, A. nidu/ans y A. niger 

(Peberdy, 1979, 1985; Oavis, 1985; Hashiba, 1992). Con estos antecedentes se seleccionó una 

hemicelulasa producida por Aspergillus niger y una 13-glucuronidasa producida por Helix pomatia. 

La liberación de los protoplastos es dependiente de la degradación de la quitina. Collings y 

sus colaboradores (1988) demostraron que el número de protoplastos de Aspergi//us niger y A. 

famigatus es mayor al emplear las enzimas líticas de T. harzianum en combinación con una 

quitinasa, que al emplearlas solas. Los actinomicetos del género Streptomyces son productores 

importantes de enzimas micoUticas, muchas de las cuales han sido empleadas para f"ormar 

protoplastos de diversos Aspergilli. Se seleccionó una quitinasa de Streptomyces griseus que ha 

probado ser ef"ectiva sobre las paredes celulares de Aspergil/us niger (Peberdy, 1985; Hashiba, 

1992) y se evaluó si al adicionarla al complejo enzimático, formado por las enzimas líticas de T. 

harzianum, la hemicelulasa y la 13-glucuronidasa, se incrementa la formación de los protoplastos de 

Aspergi/lus awamori (Fig 9). 
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Ficura9. Ef'ecto de la adición de una quitinasa de S~ptomycf!s gl"isf!us sobre dos 

coaceatraciones de micelio en la f'ormación de protoplastos de Aspergillus awa1nori 

Se observó que al agregar 3µg de quitinasa por cada miligramo de micelio (PS), el número 

de protoplastos que se liberaron fue mayor. Este incremento fue de un 66% cuando se empleó 

12mg (PS) de micelio por mi de solución a digerir, y de un 49% cuando la concentración del 

micelio fue de 6mg/ml. Es importante mencionar que este efecto se evaluó antes de optimizar la 

concentración del KCI en el amortiguador de estabilización (AE) y se empleó en una concentración 

1.0M. Estos resultados coinciden con Jos presentados por Collings y sus colaboradores (1988) 

para otras cepas de Aspergilli y resaltan la importancia de la quitina en la pared celular f'úngica. 

Como la concentración del micelio ejerce un ef'ecto importante en la formación de protoplastos, se 

realizó un análisis de tal efecto (ver texto adelante). 

La composición final que se utilizó en el sistema lítico enzimático fue la siguiente: 

50mg de Enzimas lfticas de Trichoderma harzianum 

lmg de Quitinasa de Streptomyces griseus 

1 mg de Hemicelulasa de Aspergillus niger 

11,SOOU de 13-Glucuronidasa de Helix pomatia 

Estas cantidades se emplearon en una suspensión de 25ml con 12mg de micelio (PS) por mi. 
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El tiempo de digestión necesario para la formación de las células carentes de pared celular, 

fue determinado mediante la observación directa al microscopio. Se realizó la cinética del proceso 

de formación de protoplastos tomando muestras del sistema de digestión cada 30min y 

analizándolas al microscopio. 

A 

B 

-~ ·-
e 

Figura 10. Sistema de formación de protoplastos de Aspergillus awamori. 

Micelio intacto (A). formación de los protoplastos apicales después de 60min 

de digestión (B) y digestión de la pared celular después de l 80min (C). 
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Después de 60 minutos de digestión (Fig 1 O B) se observó la formación de los primeros 

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

l 80min, cuando la degradación de la pared celular fue casi total (Fig 1 O C), dando luaar a células 

esf"éricas que contienen la mayor parte del citoplasma hifal. 

La concentración del micelio que se emplea en la suspensión a digerir es un factor 

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

relación entre la cantidad de la enzima y del substrato permaneció constante, y el número final de 

protoplastos se expresó en función de cada mg de micelio (Fig I I). Para ello se empleó AE con 
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Fisura 11. Ef'ecfo de la concentración del micelio en la 

f'ormación de protoplasfos de Aspergillus awamori 
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La concentración de 12rng de micelio (PS)/ mi de suspensión mostró una liberación de 

protoplastos mayor que las de 6 y lOmg/ml trunbién probadas. El rendimiento de los protoplastos 

obtenidos fue cuatro veces mayor al emplear una concentración al doble de micelio. Esto indica 

que la interacción 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. 

famigatus, Penicillium ochrochloron y Geosmithia emersonii. Se ha reportado que la 

concentración óptima del micelio para la formación de los protoplastos de Aspergillus es de 30 -

40mg/rnl; 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 obtención de los protoplastos la naturaleza y la 

concentración del estabilizador osmótico. El cloruro de Potasio (KCl) ha sido el estabilizador 

osmótico que más exitosamente se ha empleado en un gran número de cepas representativas de 

Aspergil/us (Davis, 1985; Hashiba, 1992). Para determinar la concentración en la cual este 

estabilizador proporcione un soporte osmótico eficiente a los protoplastos, se determinó su efecto 

tanto en la formación de protoplastos (Figura 12), corno en la recuperación subsecuente (Fig. 1 3 ). 
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Fisura 12. Efecto de la concentración del KCl como estabilizador osmótico 
en la formación de protoplastos de Aspergillus awa,,.ori 
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El rendimiento en la recuperación de los protoplastos no sólo depende de la concentración 

del estabilizador osmótico. sino también de la fuerz.a de la centrifugación a la que se realiza el 

lav..SO; por esto. eata evaluación se realizó tomando en cuenta ambos factores (Fia. 13). Se 

observó que para eliminar el sistema Utico enzimático se requieren tres cambios de AE. 

100 

~ 
10 

1 60 

~ 40 

J 20 

o 
filtración !ºlavado 2° lavado 3° lavado 

Etapas de la recuperación 

Condiciones 
del lavado 

--- KCI0.6M 
-760 X g 

---- KCL 0.6 M 
·-430 xg 

__..__ KCI0.8M 
- 430 X g 

--..-- KCI l.OM 
- 520 X g 

lli' ... ra 13. Determinaci6n de las condiciones de lavado en la recuperaci6n 
de los protoplasto• de As~rgU/us awalffOri. Concentración del 
estabilizador osm6tico (KCI) y fuerza de centrifugaci6n (x g) 

La t::0ncentración de 0.8M resultó la más favorable en la fonnación de protoplastos 

(Fisura 12). Al emplear la concentración de l.OM ocurrió un decremento importante en la 

fonnmción de los protoplastos; esto se pudo deber a que KCl, en tales concentraciones, tuvo un 

efecto inhibidor de la actividad de las enzimas líticas. 

El rendimiento de recuperación de los sistemas probados (Figura 13) muestra el 

decaimiento en el porcentaje de protoplastos que se recuperaron después de cada etapa del sistema. 

En este análisis se pretendieron evaluar los factores que intervienen en el lavado de los 

protoplastos. Por ello, el número de protoplastos que se obtuvo después la filtración fue 
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conaidenido como 1 OO"A.. La condición que mostró una eficiencia mayor en la recuperación de 

protoplastos fue en la que se empleó el estabilizador osmótico en una concentración l .OM y la 

centrifilaación se realizó con una fuerza de 520 x g. En esta condición, el pon:entaje de 

recuperación de protoplastos tras el lavado por centrifugación fue cercano a 80%. La 

concentración 0.8M de KCl, al centrifugar el sistema con una fuerza de 430 x g, mostró una. 

eficiencia buena en relación a las demás condiciones probadas. 

Es importante tomar en cuenta el efecto que tiene la concentración del KCl en la formación 

de los protoplastos (Figura 12); al emplear una concentración de KCl 0.8M., la liberación de los 

protopl-os fUe mayor, en más del doble, que la de l .OM, por lo que al evaluar ambas condiciones 

en el procedimiento total (formación-recuperación), resultó más eficiente emplear en todo el 

procedimiento AE con KCl 0.8M, aun cuando en la recuperación de los protoplastos el 

rendimiento fue mayor al emplear la concentración l .OM. 

Una vez que se estableció este protocolo con Aspergillus awamori NRRL 3112, se probó 

con la cepa Aspergi/lus sp FP-180. El mismo procedimiento resultó eficiente con esta cepa (Tabla 

S). Se comparó el número de protoplastos obtenidos con anlbas cepas después de cada etapa del 

sistema y el porcentaje de recuperación que representa. El nÚJnero de protoplastos obtenido 

después de la digestión enzimática se consideró como l 00%. 

Tabla S. Comparación de la formación de protoplastos en la cepas 

Aspergillus awamori y Aspergil/us sp. FP-180. 

Procedimiento 

Digestión 

Filtración 

l ª Centrifugación 

3ª Centrifugación 

Numero de protoplastos1 (%) 

Aspergi/lus awarnori Aspergillus sp. FP-180 

119.7 (100) 

106.0 (88.6) 

76.0 (63.5) 

65.0 (54.3) 

174.0 (100) 

126.0 (72.5) 

100.6 (57.8) 

72.2 (41.5) 

1 Número de protoplastos (106
). El número mostrado aquí es el total de protoplastos obtenidos 

al emplear el protocolo descrito con 300mg de micelio en 25ml de suspensión. 
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El nWnero de protoplastos que se obtuvo mediante este procedimiento fue del mismo orden 

de ftUl&llitud que los reportados por otros protocolos descritos paraAspergi//us. 

En este sentido. es dificil realizar una comparación precisa debido a que los parámetros de 

companM;ión en la mayoría de los casos no se expresan de la misma manera o son ambiguos. Sin 

embar¡io. se pueden hacer algunas inferencias que confronten la eficiencia de este protocolo. 

Mannolejo (1994) desarrolló un protocolo de formación de protoplastos para la cepa A. 

nidulans CLK 1 en el cual. a partir de 1 g (peso húmedo) de micelio logra obtener cerca de 1 7 

millones de protoplastos. En nuestro trabajo se logró obtener entre 65 y 72 millones de 

protoplutos a partir de 300 mg (PS) de micelio que, considerando el contenido de agua de la 

célula. puede ser equiparable a 1 g (peso húmedo). Esta diferencia se debe a que en el protocolo 

de Mannolejo únicamente se emplean las enzimas líticas de Trichoderma harzianum y en una 

concentración menor. 

Collings, Davis y Milis ( 1988) han evaluado los factores que afectan la liberación de Jos 

protoplastos de algunos hongos. de entre ellos A. niger y A. famigatus; en sus resultados presentan 

rendimientos finales de 2.42 y 5.3 x 105 protoplastos / mg de micelio, respectivamente. Estc;>s 

valores son del mismo orden de magnitud que los presentados en este trabajo: 2.2 x 105 

protoplastos / mg de micelio (PS) para A. awamori y 2.4 x 105 paraAspergil/us sp. FP-180. El 

nWnero de protoplastos que se obtiene a partir de las cepas A. niger y A. awamori (que penenecen 

a Ja misma sección (Nigri) del subgénero Circumdatti) es muy parecido. Por otra parte, estos 

autores emplean en el sisten1a enzimático Novozima 234 un complejo de enzimas líticas de T. 

harzianum cuya composición y actividad puede ser diferente al de las enzimas que se emplearon en 

este protocolo. Los mismos autores reportan que al agregar una quitinasa. el número de 

protoplastos que se obtiene a partir de A. niger se incrementa cuatro veces y al doble con A. 

famigatus; sin embargo. estos resultados se obtienen usando NaCI como estabilizador osmótico; 

cuando emplean KCI como estabilizador osmótico, observan un decremento del 75 y 50%, 

respectivamente, de sus valores. 

Se seleccionó un medio rico para regenerar los protoplastos. Éste consistió en EMA en AE 

con la misma concentración de KCI que se empleó en el sistema de formación de protoplastos. En 

este medio se logró regenerar el 80% de los protoplastos de Aspergillus a>vamori. 
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Al establecer el sistema de regeneración en MMP fue necesario cambiar el estabilizador 

osmótico debido a que la concentración alta de sales y los valores de pH ácidos precipitan el 

sopone osmótico. Existe una gama de estabilizadores osmóticos eficientes para los protoplastos 

como los azúcares y azúcares alcoholes. Se seleccionó el sorbitol, que es un estabilizador 

osmótico no metabolizable por Aspergil/us 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 (sólido y líquido) con sorbitol como única fuente de Carbono a pH 2 

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

FORMACIÓN DE PROTOPLASTOS APICALES 

El sistema de formación de protoplastos descrito generó protoplastos de las diferentes 

regiones que existen a lo largo de las hifas. Esto representa una población de protoplastos muy 

variada en términos de su composición y actividad bioquímica. Esta heterogenidad se ve reflejada 

en la frecuencia de regeneración de los protoplastos que, además de ser muy variable, ocurre 

asincrónicamente (Peberdy, l 979a). La obtención de los protoplastos de una región específica de 

las hifas resulta en un sistema más homogéneo en términos de composición y de estructura. 

En los ápices hifales de un micelio en crecimiento, se encuentra la actividad metabólica y 

fisiológica más intensa. El complejo apical se puede identificar como una región altamente 

organizada en donde se encuentran los elementos que determinan el crecimiento de los hongos y la 

síntesis de la pared celular (Markham, 1995; Ruiz-Herrera, 1992). 

Con base en estudios realizados en Aspergi//us nidulans, se ha sugerido que los 

protoplastos liberados en la primera hora de la digestión provienen del ápice hifal. La propqrción 

de protoplastos sin núcleo en esta preparación es alta. Tomando en consideración el volumen de la 

región apical carente de núcleo (volumen comprendido en los l 7.5µm por detrás del ápice hifal) y 

el volumen promedio de los protoplastos, se estima que pueden formarse alrededor de 1 O 

protoplastos de esta región. Empleando KCl como estabilizador osmótico, cerca del 50% de la 

población contiene un núcleo. Al emplear períodos de digestión más largos, se liberan los 

protoplastos de las regiones distales de las hifas y es posible que muchos de ellos carezcan de los 

requerimientos bioquímicos y de los organelos necesarios para la regeneración y la reversión 

celular (Peberdy, l 979a; Davis, 1985). 
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_Para obtener los protoplastos apicales se probaron dos sistemas de forrnación con base en el 

protocolo para los protoplastos del sistema micelial completo. El primero de ellos consistió en 

emplear esporas en aerminación y el segundo consistió en dearadar sólo pan:ialmente las paredes 

celulares del micelio en la fase exponencial de crecimiento. 

E•pora• ea serminaeión 

Se deterrninó el tiempo necesario para el desarrollo de los túbulos gerrninales carentes de 

pued celular secundaria. El análisis de la longitud de los tubos gerrninales en el sistema de 

crecimiento se realizó por observación directa al microscopio y por fotomicrograflas. Se obtuvo el 

tiempo óptimo de germinación cuando la mayoría de las esporas germinadas presentó túbulos de 

50-1 OOµm y resultó ser de 8hr. 

Conforrne transcurre el crecimiento de Aspergil/us en cultivo sumergido, inmediatamente 

después de la gerrninación, se observa el arreglo característico de agregados del micelio en medio 

liquido. Este ordenamiento consiste en una agregación de las esporas, en la cual los tubos 

gerrninales se desarrollan hacia la periferia de la estructura. Para obtener los protoplastos apicales 

se intentó evitar la formación de los agregados (Tabla 6). 

, 
2 

Tabla 6. Tratamientos empleados para evitar los agregados de 

las esporas en Aspergillus sp. FP - 1 80 

Medio de Agitación en el 
crecimiento 1 

Concentración Formación de Esporas libres 
crecimiento Triton-X-1 002 "·agregados"' (%) 

GEL pH6 100 o + <0.1 

GEL pH6 150 o + < 0.1 

GEL pH6 175 o + < 0.1 

GEL pH6 150 o.os + 0.2 

GEL pH6 150 0.1 + 1 

GEL pH4.S 150 o + 0.35 

GEL pH4.S 150 o.os + 1.7 

GEL pH4.S 150 0.1 + 1.7 

GEL pH4.S 150 0.2 + 0.6 
Golpes por minuto con 1 pulgada de desplazamiento 
En%(p/v) 
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. Se alteraron las condiciones de incubación: se incrementó la agitación del medio y se 

cambió su fuerza iónica. modificando su pH y adicionando detergentes iónicos 

El detergente (Tritón-X-100) logró incrementar el número de esporas libres en el medio; sin 

embargo, aun en esta condición, la mayoria de las esporas y de las esporas en germinación siguió 

formando agregados. Con los tratamientos dados no se logró evitar la formación de los agregados. 

En ellos, los tubos germinales se dirigen hacia la periferia de la estructura y quedan en su mayoría 

expuestos; por otra parte, los tratamientos de digestión de la pared celular son capaces de disgregar 

estas estructuras por lo que, aun cuando esto no se logró antes de la digestión, se utilizó el sistema 

de esporas en germinación para formar los protopastos apicales. Es importante mencionar que 

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

Formación de protoplastos apicales 

Debido a que el tamaflo y la forma de los protoplastos que se liberaron fueron muy 

cercanos al los de los conidios de Aspergi//us, utilizando el sistema de recuperación de filtración­

centrifugación existe la posibilidad de encontrar conidios en la suspensión final de los 

protoplastos, especialmente cuando en el sistema de formación de protoplastos empleado existe un 

alto número de conidios sin germinar. Por ello, los protoplastos se recuperaron empleando un 

sistema de densidad diferencial. 

El número de conidios sin germinar en el sistema de esporas en germinación es 

considerablemente mayor que el del micelio en la etapa exponencial de crecimiento; por ello, 

ambos sistemas fueron comparados. Al mismo tiempo se definió la concentración de sacarosa 

necesaria para retener eficientemente los protoplastos en la centrifugación de densidad diferencial 

(Tabla 7). 

Se determinó el número de protoplastos viables y de esporas presentes en la suspensión 

final después de la recuperación, mediante ensayos de regeneración en MMP a pH 6. Empleando 

el mismo sistema de formación y recuperación (sacarosa al 25%) de protoplastos, a partir de 

micelio en etapa exponencial de crecimiento (12hr) se logró obtener 203 protoplastos capaces de 

regenerar en MMP pH 6 por cada mg (PS) de micelio sometido a digestión; al emplear esporas en 

germinación (8hr) se logró obtener 198 I mg (PS). El número de protoplastos que se pudo obtener 

por estos procedimientos fue similar; sin embargo, el porcentaje de esporas en las UFC presentes 

en la suspensión final fue en general mayor al emplear esporas en germinación (Tabla 7). 
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Tabla 7. Comparación de los sistemas de recuperación de protoplastos obtenidos a partir de 

esporas en germinación (8hr) yde micelio (12hr) 

Tiempo de cultivo Concentración de UFC 1 en MMP pH 6 

del microoraanismo s=arosa en la Protoplastos2 Esporas3 

(hr) recuperación(% (p/v)) (%) (%) 

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 Fonnadoras de Colonias (UFC). El total de las colonias desarrolladas representa el 100%. 

Porcentaje de las UFC que representan los protoplastos capaces de regenerar. 

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

Los resultados mostraron que la recuperación con una concentración de sacarosa aJ 25% 

(p/v) resultó nu\s eficiente que cualquier otra condición probada para obtener protoplastos 

provenientes del micelio en crecimiento exponencial (Tabla 7). Por otra parte, se determinó el 

porcentaje de esporas capaces de crecer en MMP a pH 2 presentes después de la recuperación con 

este sistema y se encontró que del total de las colonias formadas (UFC), sólo el 4% 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 

apic:ales y que éstos se deben recuperar y purificar por centrifugación de densidad diferencial en 

sacarosa al 25%. 

Como se esperaba. al someter el micelio a una hora de digestión, la degradación de éste fut: 

sólo parcial; esto se vió reflejado en el número de protoplastos que se obtuvieron por cada mg de 

micelio sometido a digestión. Se logró obtener 2,050 protoplastos (apicales) por mg (PS) <le 

micelio a digerir tras lhr de digestión, mientras que después de 3hr el número ascendió a 10,404 

(sistema completo). 
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REGENERACIÓN Y REVERSIÓN CELULAR 

Se lo¡pó reaenerar protoplastos de Aspergillus FP-180, tanto apicales como de un sil!tema 

completo, en medio mínimo con pectina. La capacidad de regeneración de los protoplastos·· 

depende de su naturaleza (Figura 14). 

~ 

1 
1 

Completo Apicales 
pH6 

Completo Apicales 
pH 2 Condición 

Ftaura 14. Comparación de la capacidad de reaeneraci6a de los protoplastos de 
Aspe,..UlllS sp. FP-180 provenientes del lapice hifal (Apicales) y de ua sistema 

micelial completo (Completo), en pectina a pH 6 y pH 2. 

Al regenerarlos a pH 6, se observó que el porcentaje de regeneración en ambos sistemas t!s 

similar, cercano al 10%. Lo contrario ocurrió con los protoplastos que son capaces de regener::ir a 

pH 2: el núinero de protoplastos capaces de regenerar fue más del doble cuando provinieron de las 

regiones apicales de las hifas que cuando provienen del sistema íntegro. 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 constitución celular de los protoplastos ya que provienen del sitio en el 

que se encuentra la actividad metabólica más intensa,. con una ultraestructura diferente al resto de 

la hifa (Markham, 1995). Considerando las estimaciones de Isaac (Peberdy, l 979a), cerca del 50% 

de los protoplastos provenientes de las regiones apicales carecen de núcleo. Resulta intere~ante 

observar que, de los protoplastos restantes (con por lo menos un núcleo) cerca del 20o/o tuvo la 

capacidad de regenerar a pH 2. 
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La regeneración de los protoplastos fue escasa o inexistente en valores de pH menores a 2. 

A pH 1. 7 se logró regenerar una colonia de Aspergillus, proveniente de un sistema íntegro de 

protoplastos, colonia que representa el 0.5% del total de protoplastos inoculados en tal medio. En 

valores de pH menores a 1 . 7 no se logró regenerar ningún protoplasto. El pH mínimo de 

regeneración en MMP de 1. 7 coincidió con el pH mínimo al cual la cepa Aspergillus FP-180 fue 

capaz de crecer. 

Los protoplastos fueron capaces de regenerarse como células funcionales en un medio 

mínimo con pectina como única fuente de Carbono. Los protoplastos son capaces de utilizar la 

pectina. o los productos de su degradación presentes en el medio, sin la necesidad de las erv.:imas 

exopectinolíticas 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 célula son las encargadas 

de degradar los compuestos grandes, generando moléculas utilizables que sirven como inductores 

o como fuente de energía para promover el crecimiento y la producción de otras enzimas líticas. 

La capacidad de regeneración de las células de Aspergillus desprovistas de los elementos de su 

superficie celular en el medio de regeneración provee información de que las enzimas asociadas a 

la superficie pueden ser dispensables, por lo menos en este medio mínimo y para el sistema. 

pectinolítico. Es probable que Jos 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 enzimática y celular necesaria para la construcción de una pared n9eva. 

así como para la regeneración de hifas, es activa en tales condiciones. El proceso de ensam.blajc 

(¿autoensaniblaje?) de materiales de la pared celular pudo llevarse a cabo en tales condiciones. El 

medio mínimo con pectina a pH 2 representa un sistema selectivo en el cual sólo se expresan 

algunos genes; la capacidad de regeneración de las células no se perdió en tales condiciones. :.>in 

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

Se realizuon experimento• control en loa cuales lu hifu y los conidios fueron sometidos a 

las condiciones de fonnación y regeneración de los protoplastos, salvo la digestión. Se realizó un 

aislmniento de algunas cepas representativas de la población de colonias regeneradas y de colonias 

empleadas como controles. Las colonias se aislaron en MMP ácido (pH 3.5) de manera que se 

mantuvo la presión de selección ejercida en la regeneración. El análisis fisiológico se desarrolló 

con un inóculo proveniente de la primera generación después de la regeneración de los 

protoplastos. 

Aalilbia morf'ol6sico 

Se realizó un análisis morfológico de las colonias regeneradas. Todas las colonias 

provenientes de protoplastos regenerados a pH 2 y 6 presentaron la misma morfología 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 coloración más 

ott.cura. El micelio dentro del agar presenta una coloración café clara (Fig 1 S E). A pH 2, la 

fonnación de conidios es escasa, por Jo que el color que predomina en las colonias es el calé, con 

úeas blancas hacia el centro de la colonia. El diántetro de las colonias es considerablemente 

menor al de las fonnadas a pH 6 (Fig 15 A). En un medio rico, EMA, las colonias son semejantes 

a las desarrolladas en MMP pH 6; sin embargo, aquí se desarrollan depresiones en la colonia con 

un aneaJo radial. El micelio del substrato presenta una tonalidad más obscura que en MMP y 

culmina en un halo nearo al borde de Ja colonia. 

La colonia reaenerada en MMP pH J. 7 (LP-1 O) presentó una morfología diferente a la 

cepa original (FP-180). En primer lugar, en el medio de regeneración MMP pH 2 (Fig 15 8), 

desarrolla colonias de tarnafto mayor que las desarrolladas por la cepa FP-180. Éstas presentan una 

textura alaodonosa dada por el micelio aéreo que es de color blanco, la esporulación es escasa. 

Esta cepa fue capaz de crecer en MMP a pH 1.2, desarrollando colonias semejantes a la descrita a 

pH 2 pero de menor tamaiio (Fig 15 D). En MMP a pH 6, LP-1 O también desarrollo colonias con 

diferente morfología; éstas fueron semejantes a las formadas por Ja cepa FP-180. 
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A 

A~pergillus FP-180 

e 

Aspergillus FP-180 

l\1cdio mínimo con Pectina y sorbitol pH 2.5 

B 

Ll'-1 o 

rvtcdio nlínin10 con Pectina y sorbitol pi 1 1 .5 

D 

I.P-1 O 

Figura 15. l'vlorfr~logía tnacroscc.·lpica t.h: las Cl,!pas de Aspergi/lus FP-180 (A .. e y E) 

y LP-1 O (B. D y F) crccicnd<> en pectina y sorbitol (MMP-S) a 

pH 2.5 (A y B). pi! 1.5 <C y 0) y pi! 6 (E y F, pág. siguiente) 
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Medio mínimo con Pectina y sorbitol pl-1 6 

Fig. 15 E p-.. 

A~pergillus FP-180 

Fig. 15 F 
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Sin embargo, la pigmentación de la colonia se invirtió: café al centro (conidios maduros) con una 

pigmentación más clara hacia la periferia (Fig 15 F). El micelio se desarrolla en el agar de manera 

semejante que la cepa FP-180. En EMA se observa una morfología semejante a la descrita por la 

cepa FP-180, mas con una pigmentación café. La tonalidad café de la colonia es menos intensa y 

el halo exterior es de menor tamaño que en MMP pH 6. La pigmentación del micelio en el agar 

nuevamente se invierte, siendo el centro de la colonia la región más obscura. 

Microscópicamente se comparó la morfología de la cepa FP- 1 80 con la de la cepa LP-1 O. 

A pH 6 ambas presentaron una morfología semejante, micelio ramificado con cabezas 

conidiales biseriadas, con 2-3 fiálides originándose a partir de cada métula y esporas (conidios) 

globosas. 

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

Aspergi/lus sp FP-180 en MMP pl-1 2.5 

Figura 16. Morfología microscópica de las cepas Aspergillus FP-180 (A) y LP-10 (B, pág. 

siguiente) creciendo en pectina y sorbitol (MMP-S) a pl-l 2.5. 
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Fig. 16 B l,l'-10 en MMJ> pi 1 2.5 
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La cepa FP-180 desarrolla un micelio incipiente (pseudomicelio), con hifas muy pequeñ.as y 

escasamente ramificadas; son abundantes vesículas y estructuras libres con forma esférica que 

semejan cl!lulas levaduriformes (de mayor tlllnafto). Sin em.,...110, es posible observar cabezas 

conidiales bien desarrolladas (Fig 16 A). A diferencia de esta morfología, la cepa LP-10 desarrolla 

un micelio mú evidente, las hifas son largas y altamente ramificadas; es posible observar 

veslculas, éstas forman parte de las hifas y pueden dar lugar a ramificaciones. No se observan las 

estructuras esféricas de la cepa FP-180. Los conidióforos formados aquí presentan alteraciones 

morfológicas, es posible observar métulas alargadas, en ocasiones ramificadas, a partir de las 

cuales se desarrollan una o varias fiálides (que también pueden ser más largas) con escasos 

conidios (Fig 16 B). También es posible observar cabezas conidiales en las que las métulas se 

desarrollan a partir de una vesícula conidial reducida o directamente del pedicelo del conidióforo 

(semejando esporangios de Penici/lium), así como cabezas conidiales normales. 

Las diferencias morfológicas que presenta la cepa LP-1 O se mantuvieron aún después de 

varias aeneraciones (resiembras), y en valores de pH cercanos a la neutralidad o en medios de 

cultivo ricos (PDA, EMA). 

Aa6lisis fisiolósieo 

Adicionalmente a las diferencias morfológicas que presentó la cepa LP-1 O con respecto a 

Asperglllus FP-180, se observaron diferencias en su capacidad de crecer en el medio de 

regeneración en valores de pH extremos (en placa). En primer lugar la cepa LP-10 desarrolla 

colonias de tamaiio considerablemente mayor en un intervalo de valores de pH 1.7 a 2.5 (Fi~ 15 A­

D). La diferencia de crecimiento entre estas cepas disminuye en ausencia de sorbitol; sin embargo. 

si está presente, la diferencia de crecimiento se mantiene aún despúes 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 desarrolló colonias aún a pH 1.2. Este comportamiento se observó siempre y cuando se 

mantuviera el sorbitol en el medio, y se perdió después de tres resiembras (generaciones) de la 

cepa. 
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Se -1izaron y compararon las actividades fisiológicas (la actividad enzimática y el 

crecimiento) de las cepas Aspergillus FP-180 y LP-1 O en el sistema pec:tinolítico, y fueron 

comparadas con las del sistema xilanolítico de &nlbas eepaa: sistema que no está relacionado con el 

sistema de presión selectiva al que se sometió al protoplasto en su regeneración. 

Se complllÓ el crecimiento de las cepas LP-1 O y FP-180 en MMP (Pectina), MMS 

(Sorbitol) y MMP-S (Pectina y Sorbitol) a pH 2 y 5 (Figura 1 7). 

Crecimiento a pH 5 Crecimiento a pH 2 
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F .... ra 17. Crec ... iealo de las cepas deAspergi/lus FP-180 y 
LP-10 ea medio mfaimo coa pectina, pectina-sorbitol y 

sorbitol, a pff S (A) y pff 2 (B) 

24 48 72 

Tiempo (hr) 

........... FP 180 Pectina 
~ FP 180 Pect-Sorb _...__ FP 180 Sorbitol 
--O- LP 1 O Pectina 
-o- LP 1 O Pect-Sorb 
-6- LP 1 O Sorbitol 

Fue sobresaliente el crecimiento de la cepa LP-10 en MMP-S a pH 2 (Fig I 7-B). siendo su 

valor mAximo (72 hr) cerca de tres veces mayor que el de la cepa FP- I 80 en las mismas 

condiciones. El crecimiento de la cepa LP-10 en pectina en ausencia de sorbitol (MMP) se reduce 

más de tres veces. Sin embargo, sigue siendo mayor que el de la cepa FP-180, que también es 

aCectada por la auseJK:ia de sorbitol. Es importante observar que a pH 2 ninguna de las dos cepas 

f\ae e11p112 de crecer en sorbitol como única fuente de Carbono. 
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A pH S ambas cepas crecieron igual (Fig 17-A). El perfil de crecimiento de LPI O en MMP­

S es el mismo que a pH 2, la etapa de decaimiento del crecimi~to 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 única fuente de Carbono. 

Se evaluó la actividad pectinoUtica (exo y endodegradativa) de ambas cepas en las mismas 

condiciones (Figuras 18 y 19 respectivamente). 
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Fisura 18. Actividad exopectinoUtica especffica de las cepas 
Alp.,.111- FP-180 y LP-10 en medio mfnimo con pectina 

pectill•--rbitol y aorbitol a pff 5 (A) y pff 2 (B) 

24 48 
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----- FP 1 80 Pectina 
--- FP 1 80 Pect-Sorb 
-A- FP 180 Sorbitol 
-0- LP 1 O Pectina 
-0-- LP 1 O Pect-Sorb 
---6--- LP 1 O Sorbitol 
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Los valores de actividad exopectinolítica especifica (Unidades de actividad I rng de micelio 

(PS)) de ambas cepas creciendo en pectina corno única fuente de Carbono fueron muy cercanos 

entre si, tanto a pH S como a pH 2 (Figura 18). Es notable que la cepa LP-1 O en MMP-S a pH 2 

(siendo la condición que mayor crecimiento presenta) no tiene actividad exopectinolítica (Figura 

18 B). Este fenómeno no se observó con la cepa FP-180. donde si bien la actividad pectinolítica 

en MMP-S es menor a la producida en MMP. está presente y es mayor que Ja producida a pH 5. 
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A pH 5 los niveles de actividad exopectinoUtica de anibas cepas fueron menores que a pH 2 

(Fig 18-A). La cepa LP-1 O nuevaniente carece de actividad exopectinoUtica en MMP-S, a pesar de 

que su crecimiento es elevado. La cepa FP-180 en cainbio si presenta actividad exopectinolítica en 

este medio y nuevaniente es menor a la obtenida en ausencia de sorbitol. En ainbos casos (pH 2 y 

5) la actividad exopectinoUtica de las cepas, en sorbitol como única fuente de Carbono, es escasa, 

limitada probablemente a los niveles basales de actividad de esta enzima constitutiva, como se ha 

propuesto por Aguilar y Huitrón, (1990) paraAspergillus sp. CH-Y-1043. 

El patrón de actividad exopectinolltica de ambas cepas es muy parecido al que tiene su 

actividad endopectinoUtica (Fig 19). 
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Fisura 19. Actividad endopectinolftica especifica de las cepas 
As~rsUlus FP-180 y LP-10 en medio minimo con pectina, 

pecti--aorbitol y sorbitol a pH 5 (A) y pH 2 (B) 
--------__.___ 
-o-

FP 180 Pectina 
FP 1 80 Pect-Sorb 
FP 180 Sorbitol 
LPlO Pectina 

-0- LP 10 Pect-Sorb 
-b- LPIO Sorbitol 

En MMP, ainbas cepas tienen niveles de actividad endopectinolítica específica muy 

cercanos (Fig 19). Nuevainente la cepa LP-1 O en la condición que más crece, MMP-S, tanto a pl 1 

2 como a pH 5, no tiene actividad pectinolítica, en este caso endodegradativa. Por su parte, la cepa 
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FP-180 se comporta igual en sus niveles de actividad endo y exopectinoJiticas en MMP-S. Ambas 

cepas carecen de actividad endopectinolítica en sorbitol como única fuente de Carbonó (pH 2 y 5). 

Con el objetivo de evaluar los cambios en un sistema enzimático que no se requirió en el 

sistema de presión selectiva al que se sometió a1 protoplasto en su regeneración, se compararon 

panbnetros del desarrollo de ambas cepas en xilanos como fuente de Carbono (Fig 20). 
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F .... ra 20. Crecimiento en llilanos (A) y actividad xilanolítica 
•pecfftc• (B) de l•s cep•s AspergUlus FP-180 y LP-10 

48 72 96 

Tiempo(hr) 

--- FP 180 
--- LP JO 

En primer Jugar se observa que al crecer ambas cepas en xilanos como única fuente de 

Carbono (pH 4). la cepa LP-10 presenta un crecimiento cerca de dos veces mayor que el de la cepa 

FP-180 (Fipara 20-A). Al igual que con el sistema pectinolítico, el crecimiento no refleja Jo que 

ocurre con el sistema enzimático. La actividad xilanolítica 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 pectinolíticas 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 

patrón de crecimiento y actividad fue observado. Al igual que la morfología. las diferencias 

fisiológicas con la cepa FP-180 se mantienen. Esto indica que los resultados obtenidos de la 

actividad fisiológica no sólo 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 están en relación con el sistema de presión selectiva al que se 

sometió al protoplasto en su regeneración. Se presentan diferencias en los patrones 

morfogenéticos que desarrolla la cepa en las condiciones de tensión por pH y diferencias en los 

perfiles de actividad enzimática. Las diferencias en la construcción del micelio pueden estar en 

relación con la capacidad de crecimiento que presenta la cepa regenerada en tales condiciones. 

Este punto de vista está apoyado por la evidencia de que en las condiciones de mayor crecimiento 

(pectina-sorbitol) no se observa actividad pectinolítica (Fig 18 y 19). 

No se determinó la desaparición del sorbitol del medio de cultivo. La ausencia de 

crecimiento en sorbitol como única fuente de Carbono y la ausencia de actividad pectinolíti.::a 

indican que es indispensable la presencia de ambos azúcares para que el crecimiento tan 

sobresaliente de la cepa LP-10 se presente. Se ha demostrado, en hifas de A. niger, que la 

presencia de sorbitol puede disminuir la producción de pectinasas hasta en un 80% y se ha 

propuesto que actúa como un represor catabólico de pectinasas (Acuña-Argilelles et al, 1994). 

Este fenómeno puede ser el responsable de la ausencia de actividad pectinolítica de la cepa LP-1 O; 

sin embargo, en caso de que el sorbitol estuviera siendo utilizado como fuente de Carbono, no 

explica porque! sólo se utiliza cuando la pectina se encuentra presente en el 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 pectinolítica. 

Ya que la pigmentación de los hongos está determinada por elementos (melaninas) de la 

pared, el cambio en la pigmentación 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 diferentes 

morfologías que adoptan las células de ambas cepas en MMP-S en valores de pH ácido, es de 

esperarse que, por lo menos aquí, se presenten diferencias en los patrones de síntesis de la pared 

celular. 
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La mayor parte de los cambios están en relación con el sistema de presión selectiva que se 

ejerce en el medio de cultivo; sin embargo, las diferencias en la actividad xilanolítica sugieren que 

el cambio en la constitución celular de esta cepa puede deberse al desequilibrio generalizado al que 

se sometió a la(s) célula(s) fúngica(s) de la(s) cual(es) provino esta colonia. 

Por último, la evidencia de que estos cambios se presenten consistentemente en la cepa, aun 

después de eliminar la tensión fisiológica o la presión de selección, sugiere que por lo menos parte 

de la alteración de las cepas es a nivel génetico y es estable. 

Es muy imporante considerar que la colonia en que se presentan los cambios fenológicos 

representa un porcentaje muy bajo de la población de las colonias regeneradas. 

Este estudio representa la primera aproximación para tratar de explicar mediante el análisis 

de la actividad enzimática el efecto que la construcción de la pared celular y la reparación del 

protoplasto tienen sobre las células regeneradas. Por ello, los resultados que se obtuvieron son 

poco concluyentes. Sin embargo, se presenta información importante acerca de la capacidad de 

regeneración de los protoplastos, así como de aspectos relacionados a la pared celular y al sistema 

pectinolítico de Aspergillus. 
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CONCLUSIONES 

Se lo&ró establecer un método para la formación de protoplastos y de protoplastos apicales de 

Aspergillus con una eficiencia elevada. También se logró establecer dos sistemas de recuperación 

de protoplastos, uno altamente eficiente en el número de protoplastos que se recuperan y el otro 

con un nivel de pureza elevado con respecto al número de esporas restantes tras la recuperación. 

Mediante estos sistemas se obtuvieron rendimientos máximos de 54.32o/o en la 

recuperación de los protoplastos (con respecto al número de protoplastos obtenidos después de la 

digestión), llegando a obtener un total de 2.4 x 105 protoplastos / mg. (PS) de micelio sometido a 

digestión. Por otra parte se logró obtener eficientemente protoplastos apicales, así como niveles de 

pureza en los cuales sólo un máximo de 3.So/o de las UFC en los sistemas de regeneración 

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 regeneración de los protoplastos de Aspergillus en condiciones de acidez 

extrema es mayor para los protoplastos provenientes del ápice hifal. 

En cuanto al núntero de protoplastos que tienen la capacidad de regenerar en un medio 

mínimo con pectina, hay poco efecto del pH (6 y 2) sobre la regeneración de los protoplastos 

provenientes del ápice hifal. El porcentaje de regeneración es menor en valores de pH ácido 

cuando los protoplastos provienen de toda la hifa 

Se pueden presentar cainbios en la regeneración celular generando diferencias en la 

fenoloaia y fisiología de las cepas regeneradas. Estos crunbios pueden estar en relación a la tensión 

fisiolóaica que se ejerció en el sistema de regeneración. 

La frecuencia en que se presentan estas alteraciones es baja; sin embargo, estas alteraciones 

pueden estar en función de la estrecha relación que existe entre la construcción de la pared celular 

y la determinación del estado celular funcional de las hifas. No existe evidencia clara en cuanto al 

efecto que tiene la regeneración del protoplasto en condiciones de tensión sobre el estado 

fisiológico final de la cepa regenerada. 
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APÉNDICE 

MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS• 

AGAR - PAPA DEXTROSA (PDA) 

-Extracto de papa-dextrosa 

con agar (PDA) 

-Aaar purificado (o bacteriológico) 

-H20 destilada 

AGAR- EXTRACTO DE MALTA (EMA) 

-Extnlcto comercial de malta 

con aaar (EMA) 

-AIPU' purificmdo (o bacteriológico) 

-H2 0 destilada 

6 

-Extracto de malta 

-Agar purificado (o bacteriológico) 

39g/I 

0.5% (p/v) 

33.6g/I 

0.5%(p/v) 

20g/I 

20g/l 

MEDIO GLUCOSA - EXTRACTO DE LEVADURA (GEL)2 

Glucosa 

Extracto de levadura 

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 

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121 ºC y 1 Spsi 
(I psi - 6.89kPa) durante 16 minutos. 

En loa casos indicados se empicaron las sales del medio mínimo (basal) en GEL 
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MEDIO MiNIMO (MEDIO BASAL) (MM3
) 

-KH2P04 

-K2HP04 

-(N"4)2S04 

-Fuente de Carbono' 

0.2% (J>/v) 

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 sólido), agar 

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

MEDIOS DE REGENERACIÓN 

AGAR- EXTRACTO DE MALTA (EMA) 

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

El medio de regeneración se elaboró empleando amortiguador de estabilización (AE) 

0.6 - 1.0M KCl pH 6, como disolvente. 

MEDIO MiNIMO (MEDIO BASAL) (MM3
) 

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

El medio de regeneración se elaboró empleando Amortiguador de estabilización (AE) 0.6-

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

El pH final del medio de regeneración se ajustó en la solución de sales y 

al adicionar ácido tartárico. 

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

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS (AF) 

SoltM:ión Stock 1 Ox 

-KH2P04 

-Na2HP04 · 7H20 

-H20 destilada 

El pH se la solución final diluida lx resulta: 

2.0g 

1 J.Sg 

Aforar a 11 

pH,.,7.3 

Se ajusta el pH de la solución de trabajo, antes de aforar al volumen final, con H 2S04 -

NaOH. El pH de la solución de trabajo se ajusto a pH 6.0. 

La concentración final de la solución de trabajo 1 x del amortiguador de fosfatos resulta: 

4.3mMNa2HP04 

l.4mM KH2P04 

AMORTIGUADOR DE ESTABILIZACIÓN (AE) 

El 11111orti¡iuador de estabilización consistió en AF suplementado con un estabilizador 

osmótico. KCl y sorbitol fueron empeados como estabilizadores. El pH fue ajustado a pH 6 con 

H 2 S04 - NaOH. Las concentraciones a las que se emplearon fueron: 

-KCl 

-Sorbitol 

0.6M, 0.8M, l .OM 

0.6M, 0,72M, 0.9M l.OM 

AMORTIGUADOR DE ACETATOS 

Se utilizaron dos amortiguadores de acetatos, el primero de ellos a una concentración 

0.17N a pH S, y el segundo 0.2N pH 4.2. AJnbos se elaboraron a partir de ácido acético 

(CH3COOH) 2N, el pH final se ajustó con NaOH y se aforó con H 20 destilada. Al amortiguador 

de acetatos 0.2N pH 4.2 se adicionaron 30g/l de NaCI. 
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y LP-1 O creciendo en pectina y sorbitol (MMP-S) 

apH 2.5, pH 1.5 y pH 6. 

Figura 16. Morfología microscópica de las cepas Aspergillus FP-180 y 

LP-10 creciendo en pectina y sorbitol (MMP-S) a pH 2.5. 

Figura 17. Crecimiento de las cepas de Aspergillus FP-180 y 

LP-10 en medio mlnimo con pectina. 

pectina-sorbitol y sorbitol, a pH 5 y pH 2. 

Figura 18. Actividad exopectinolítica especifica de las cepas 

Aspergi/lus FP-180 y LP-1 O en medio mínimo 

con pectina, pectina-sorbitol y sorbitol a pH 5 y pH 2. 

Figura 19. Actividad endopectinolitica especifica de las cepas 

Aspergillus FP-180 y LP-1 O en medio mínimo 

con pectina. pectina-sorbitol y sorbitol a pH 5 y pH 2. 

Figura 20. Crecimiento en xilanos y actividad xilanolítica 

especifica de las cepas Aspergil/us FP-180 y LP-1 O. 
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