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1.Introduccion

El presente trabajo de investigacion es fruto de una colaboracion que se ha venido
realizando durante muchos afios entre el Servicio de Microscopia Electronica del SCAI (Servicio
Centralizado a la Ayuda de la Investigacion) de la Universidad de Cordoba y la Directora de
Restauracion Dra. D2 Fuensanta de la Paz Calatrava del Museo de Bellas Artes de Sevilla. En
una primera instancia se realizd su trabajo de Tesina de Licenciatura y, posteriormente, su Tesis
Doctoral, que obtuvo el Premio Extraordinario de Tesis Doctoral de la Universidad de Sevilla.

Dentro de los contaminantes bioldgicos que se encuentran en mayor cantidad en telas
de cuadros, estan los hongos microscdpicos y pdlenes. Por su caracter saprofito y parasitario,
los hongos microscdpicos, utilizan los componentes organicos de pinturas en las maderas y telas
de los lienzos, para crecer y producir alteraciones que pueden llegar a su degradacion. Esto se
debe a que han estado normalmente en zonas desprotegidas y a veces a la intemperie,
favoreciendo que fundamentalmente los hongos denominados “de la humedad” sean los que
contaminen a las telas de los cuadros. Son muchos los hongos existentes que puedan realizar
estos efectos, pero sin duda alguna los mas numerosos son los aspergillus niger y penicillium

candidum.



En los casos de degradacion de las telas de cuadros y maderas de las esculturas
religiosas, por la accion de los hongos, resulta imprescindible realizar un diagnostico y su
posterior pronostico. El microscopio electrénico de barrido (BEM) se convierte en un medio ideal
para descubrir la presencia de los hongos, ya que las esporas y las hifas, se aprecian con estos
microscopios. Pero estas identificaciones solo indican la presencia de los hongos contaminantes,
pero no indican el tipo de hongo del que se trata, y lo que es mas importante, tampoco indican si
se encuentran potencialmente activos, por lo que resulta muy importante realizar su diagndstico
y conocer su viabilidad.

1.1.LOS HONGOS

Los hongos figuraban en las antiguas clasificaciones como una division del reino de las
Plantas. Se pensaba que eran plantas carentes de tallos y de hojas que, en el transcurso de su
transformacion en organismos capaces de absorber su alimento, habian perdido la clorofila, y
con ello, su capacidad para realizar la fotosintesis. Sin embargo, en la actualidad los cientificos
los consideran un grupo completamente separado, que evolucion6 a partir de flagelados sin
pigmentos. Ambos grupos se incluyen dentro del reino Protistas, o bien se coloca a los hongos
como un reino aparte, debido a la complejidad de su organizacion. Hay unas cien mil especies
conocidas de hongos. Se cree que los grupos mas complejos derivan de los tipos mas primitivos,
los cuales tienen células flageladas en alguna etapa de su ciclo vital.

Los hongos son un grupo diverso de organismos unicelulares o pluricelulares que se
alimentan mediante la absorcién directa de nutrientes. Los alimentos se disuelven
mediante enzimas que secretan los hongos; después se absorben a través de la fina pared de la
célula y se distribuyen por difusién simple en el protoplasma. Junto con las bacterias, los hongos
son los causantes de la putrefaccion y descomposicion de toda la materia organica. Hay hongos

en cualquier parte en que existan otras formas de vida. Algunos son paréasitos de organismos
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vivos y producen graves enfermedades en plantas y animales. La disciplina cientifica que estudia
los hongos se llama micologia.
1.1.1. El Aspergillus

El Aspergillus es un género de alrededor de 600 hongos (mohos), y es ubicuo. Los
hongos se pueden clasificar en dos formas morfologicas bésicas: las levaduras y las hifas. El
Aspergillus es un hongo filamentoso (compuesto de cadenas de células, llamadas hifas). El
habitat natural del Aspergillus son el heno y el compostaje. Dentro del tipo de hifas se encuentra
en las no pigmentadas que reciben el nombre de hialohifomicetos. A su vez tiene El Aspergillus
dos formas de presentacion: Una saprofitica en que aparece como un hongo con hifas septadas
del que surgen los conidiéforos que a su vez tienen una ampliacion que es la cabeza aspergilar
de la que surgen unas estructuras de forma ampular que son las fidlides, de las que surgiran las
estructuras reproductivas (también llamados propagulos) que reciben el nombre de fialoconidias.

El hongo Aspergillus se caracteriza por estar formado por hifas septadas hialinas, y son
uno de los contaminantes mas habituales que existen. Las hifas fértiles o conidiéforos terminan
en una vesicula de la que surgen las células conididgenas intermedias (métulas) o terminales
(fidlides). De las fidlides salen las conidias (esporas asexuales externas) que forman largas
cadenas. Por lo tanto, puede tener reproduccién sexual (con formacién de ascosporas en el
interior de ascas) y asexual (con formacion de conidios).

Existen mas de 600 especies de Aspergillus que se diferencian en tamafio, tasa de
crecimiento, textura (aterciopelada, granular, algodonosa) y color de la colonia: verde-amarillento
(A. flavus), negro (A. niger), marron (A. terreus). La coloracion suele aparecer en todas las
estructuras aéreas, tanto en el micelio como en las cabezas conidiales.

1.1.2. Aspergillus Niger
Dentro del género Aspergillus, descubierto inicialmente por el bidlogo italiano Pier

Antonio Micheli, existen cientos de especies cuyo habitat natural son el heno y el compostaje. El
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Aspergillus niger es un hongo filamentoso que produce un moho negro en varios vegetales, muy
comun en la lechuga, el tomate o la acelga y limén. Curiosamente se encontraron sus esporas
en la comida, en la ropa, en las flores y en viejas tumbas: del rey Casimiro de Polonia y en la
momia y el sarcofago de Ramsés II.

El aspergillus niger se define por su coloracion negra de su conidiéforo y se debe a la
presencia de melanina fundamentalmente en sus fialides. La melanina en el mundo animal se
considera como una sustancia de proteccion, disponiéndose en las zonas mas periféricas y
externas. Diversos autores sugieren que la melanina favorece la virulencia de los agentes
micoticos, y ademas los protegen de la respuesta de defensa del huésped, y de los agentes
oxidantes, reduciendo la fagocitosis del hospedador.

1.1.3. El Penicilium

La primera descripcion del género Penicillium en la literatura cientifica fue realizada por
Johann Heinrich Friedrich Link en el afio 1809. Link incluyé en su trabajo tres especies:
Penicillium candidum, P. expansum y P. glaucum. John |. Pitt dividié el género en cuatro
subgéneros en una monografia de 1979: Aspergilloides, Biverticillium, Furcatum y Penicillium.

En relacion a la humedad, los Penicilium junto a los aspergillus, son los hongos mas
contaminantes.

El Penicillium es un género grande que puede encontrarse casi por todas partes, siendo
el género de hongos mas abundante en suelos. La facil proliferacion de los Penicillium en los
alimentos es un problema. Algunas especies producen toxinas, sin embargo muchas especies de
Penicillium son beneficiosas para los seres humanos. Los quesos tales como el roquefort, brie,
camembert, stilton, etc. se crean a partir de la accion de diferentes especies de Penicillium sobre
la leche, y son absolutamente seguros de comer. El antibiético penicilina es producida por el

hongo Penicillium chrysogenum, un moho ambiental. Se caracterizan por formar conidios
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mediante una estructura ramificada que recuerda la forma de un pincel, las ramificaciones
terminan en unas células que se conocen como fialides. Las fiélides originan las esporas.

Los Penicillium son hongos filamentosos incoloros. Todas las especies del género
Penicillium comparten una caracteristica que hace que sean faciles de reconocer. Su forma
reproductiva asexual, los conidiéforos, crecen formando un denso cepillo como un cojinete. Los
penicillium generan conidios, un tipo de espora caracterizada por formarse directamente en la
hifa. EI conidiéforo, la parte vegetativa del cuerpo fructifero se ramificara dando lugar a la métula,
un tipo celular intermedio. En el extremo de la métula aparece un tipo celular con forma de
botella llamado fialide. La ramificacion de los conidiéforos, el nimero de métulas vy fialides que
aparecen en el extremo de cada conidiéforo, se utiliza como caracter distintivo para la
diferenciacion de las especies del género. En el extremo de las fidlides es donde creceran las
ascosporas, una o varias una encima de otras. Las esporas mas pegadas a la fiélide son las mas
jovenes y las mas alejadas son las mas viejas y se acaban soltando para dispersar el hongo. Por
lo general tan solo las esporas tienen color y éste es normalmente verde. No todas las especies

del género sintetizan penicilina, aunque si la mayoria.

1.14. Los hongos radiotréficos

Son hongos que  aparentemente tienen la propiedad de hacer uso del
pigmento melanina para convertir la radiacion gamma en energia quimica que utilizan para su
crecimiento

Este tipo de hongos fue descubierto por primera vez en 1991, donde aparecio como
un moho negro creciendo dentro y en las cercanias del reactor nimero 4 de la central nuclear de
Cherndbil.

Estudios realizados en el Albert Einstein College of Medicine, mostraron que tres hongos

que poseian abundante melanina, Cladosporium sphaerospermum, Wangiella dermatitidis,
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y Cryptococcus neoformans, aumentaron su biomasa y acumularon acetato mas rapidamente en
un ambiente en el que los niveles de radiacion eran 500 veces mayores a los de un ambiente

normal.

1.2.JUAN DE VALDES LEAL

Juan de Valdés Leal es, junto a Murillo, uno de los maximos representantes de la pintura
barroca en Espafia. Nacio en 1622 en Sevilla. Era hijo del portugués Fernando de Nisa y de la
sevillana Antonia de Valdés Leal. Se form6 en Cordoba como discipulo de Antonio del Castillo y
alli se caso, en 1647, con Isabel Martin de Morales. Dispuso de un taller en su casa, donde
realiz6 sus primeras obras.

En 1649 Cordoba sufrié una epidemia de peste y Valdés Leal y su familia se traslado a
Sevilla. En este momento realiza un ciclo de pinturas para el convento de Santa Clara en
Carmona entre las que destaca la Retirada de los sarracenos.

En Las tentaciones de San Jeronimo, el santo se dirige a su oratorio de manera
fervorosa para rezar al crucificado, a la Biblia. La calavera esta presente para que no olvide que
como ser humano es mortal y efimero, y unas damas le provocan mostrandole las riquezas, la
sensualidad, el lujo y los placeres, tentaciones que €l no quiere ni contemplar.

Juan de Valdés Leal posee un estilo absolutamente barroco, de tendencia tenebrista. Le
gusta lo dramatico, decantandose por una tematica macabra o grotesca. Su estilo es de gran
expresividad, se interesa mas por la expresion que por la belleza. Posee un vivo sentido del

movimiento, un dibujo contundente, un colorido brillante y una dramética iluminacion.
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2. Objetivos

Como objetivos generales, y una vez observados en los lienzos las esporas de los
hongos microscopicos, pretendemos conocer:

- La viabilidad de los hongos contaminantes, tras realizar cultivos de las esporas en

medios especificos para los hongos.

- ldentificar los conidiéforos de los hongos contaminantes.

- Conocer el papel que realiza la melanina como sustancia protectora de los hongos

microscopicos.

- Conocer los hongos patélogos en los xilemas y floemas.

Y nos proponemos como objetivos especificos estudiar los aspectos morfolégicos de
los diferentes componentes de los conidioforos, en los lienzos de cuadros y maderas de
estatuas.:

- Conocer la estructura y ultraestructura de los tallos.

- Conocer la estructura y ultraestructura de las vesiculas.

- Conocer la estructura y ultraestructura de las métulas.

- Conocer la estructura y ultraestructura de los fialides.

- Y conocer la estructura y ultraestructura de las esporas.
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3.Revision
Bibliografica

Los hongos contaminantes representan un serio problema debido a que saprofitan con
facilidad diversas muestras empleadas para diagnostico (pus, sangre, expectoracion, etc.), lo
que genera confusiones en el andlisis rutinario. Por otra parte, si bien es cierto que la mayoria de
estos hongos son inocuos, hay que tomar en cuenta que algunos de ellos, cuando crecen a
temperaturas de 37 °C o0 mas, tienen la capacidad de realizar cambios metabdlicos y, por tanto,
convertirse en agentes oportunistas, siempre que estén en contacto con un huésped propenso;
por ejemplo, pacientes inmunocomprometidos por neoplasias hematoldgicas (leucemias,
linfomas), infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana/sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (HIV/SIDA), trasplante de 6rganos, o bien debido al uso, cada vez mas frecuente, de
antibidticos de amplio espectro, inmunodepresores y citotoxicos (Vermani, M, VK Vijayan, MK
Agarwal, 2015). Asi que es importante reconocer este tipo de hongos, ya que, en un determinado
momento se pueden comportar como patégenos oportunistas, propiamente hablando.

Otro enfoque de los hongos contaminantes radica en que al ser ubicuos y transportarse
(por esporas o conidios) a través del aire, actiian de una manera similar a los polenes, es decir,

como alérgenos; por tanto, suelen provocar cuadros de hipersensibilidad (alergias); de ahi que
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resulte de vital importancia conocer la flora fungica alergologica de todos los lugares y ciudades,
la misma que varia segun condiciones como temperatura, humedad, nutrientes, etc.; para ello es
necesario hacer muestreos que determinen la presencia de este tipo de hongos en las diversas
estaciones del afio. EI comportamiento de los hongos como alérgenos se explica en el capitulo
correspondiente a aspergilosis, tomando como modelo a Aspergillus sp., el cual se puede
extrapolar a cualquier tipo de hongo.

Los hongos desempefian una serie de funciones claves en la vida. Es indudable su
importancia ecoldgica por su capacidad para descomponer la materia organica y por su relacion
simbidtica con las plantas, ya que aumentan la superficie de absorcién de las raices. En
biotecnologia son utilizados por la industria para la fabricacion de diferentes productos (vino,
cerveza, pan, queso, antibidticos, solventes, condimentos y enzimas). En la alimentacién son
utiles como fuente de carbohidratos y minerales, y han sido empleados como alucinégenos en
rituales por diferentes tribus. Lamentablemente, algunos hongos tienen capacidad patégena para
el hombre, y no nos referimos a la toxicidad que presentan algunas especies, sino a la capacidad
infecciosa de ciertas especies microscopicas (Vermani, M, VK Vijayan, MK Agarwal, 2015). Estas
especies son responsables de las micosis o infecciones fungicas, cuya incidencia es
desconocida al no ser enfermedades de declaraciéon obligatoria. Las micosis pueden ser
superficiales o externas, o bien profundas o sistémicas. Las micosis superficiales o externas
son las que afectan a los tejidos queratinizados (capa cérnea de la piel, pelos y ufias) y a las
mucosas. Estas son las mas frecuentes y menos graves y se transmiten casi siempre por
contacto con una persona infectada. Las mas importantes por su frecuencia son las
dermatofitosis, la pitiriasis versicolor y la candidiasis. Las micosis profundas o sistémicas, que
afectan a los tejidos del interior del organismo, son las mas graves y de dificil diagnéstico. La
infeccion fungica invasora es una de las complicaciones infecciosas de elevada mortalidad en
pacientes inmunodeprimidos. Su frecuencia ha aumentado en los Ultimos afios por el incremento
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del uso de agentes inmunosupresores y quimioterapicos, por el aumento de la esperanza de vida
de la poblacion, que conlleva un aumento de la patologia oncolégica que precisa de estos
agentes, y por el incremento del nimero de trasplantes. Cada vez se describen con mayor
frecuencia infecciones causadas por Aspergillus y otros hongos filamentosos, incluidas algunas
especies habitualmente saprofitas (Vermani, M, VK Vijayan, MK Agarwal, 2015) como
consecuencia de mejores métodos diagndsticos y del empleo de tratamiento profilactico con
antifingicos que desplaza al género Candida.

Esta obra se ha centrado en las infecciones flingicas invasoras y se encuentra dividida
en cinco capitulos, en los que se presentan 121 imagenes, correspondientes a Candida spp.,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp., mucorales y hongos dematiaceos. Las levaduras del
género Candida forman parte de la microbiota saprofita del aparato digestivo, piel, orofaringe y
aparato genital. Los pacientes susceptibles o con factores de riesgo se pueden infectar por
Candida a partir de su propia microbiota (infeccion endogena). La transmision exogena de
Candida es también posible en el contexto del enfermo critico. Determinados factores han hecho
que la incidencia de la candidiasis invasora haya aumentado de forma extraordinaria y que se
encuentre en el 80% de las infecciones fungicas invasoras (Bowen A, F Davidson, R Keatch, G
Gadd, 2007). Los avances médicos favorecen una mayor supervivencia, pero también estancias
mas prolongadas en el centro hospitalario, asociadas a una elevada mortalidad y costes
economicos. Esto tiene una importante consecuencia: la colonizacién fungica por Candida esta
en razon directa del tiempo de estancia, la utilizacion de catéteres y la nutricion parenteral, los
antibidticos de amplio espectro, los corticosteroides, los inmunosupresores, la hemodialisis, la
ventilacion mecanica y el aumento de enfermos afectados de mayor edad. La candidiasis
invasora es una enfermedad grave, progresiva y dificil de diagnosticar. Los sintomas clinicos son
inespecificos, de aparicién tardia o no existen y, en un porcentaje alto de enfermos criticos, el
diagndstico es necrdpsico. La mortalidad atribuida a la candidiasis invasora puede ser hasta del
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30%. Dentro del género Cryptococcus existen 19 especies conocidas. C. neoformans es la Unica
referida como agente etiologico de criptococosis humana (Vermani, M, VK Vijayan, MK Agarwal,
2015). Esta es una levadura que pertenece a los basidiomicetos y esta rodeada de una capsula
polisacarida considerada responsable de su virulencia. La criptococosis es una infeccidn
exogena, de distribucion universal y de evolucion subaguda o cronica, que afecta principalmente
a pacientes inmunodeprimidos, ya que se ha registrado hasta en un 13% de los pacientes con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Se adquiere por inhalacién y se disemina por
via hematdgena a diferentes 6rganos y tejidos. Inicialmente puede ser asintomatica. La infeccidn
del sistema nervioso central es la mas frecuente, si bien en ocasiones puede implicar a otros
érganos. Aunque se reconoce la criptococosis cutanea primaria por inoculacion, es obligatorio
descartar siempre una infeccion sistémica

Los zigomicetos son un grupo de hongos filamentosos ubicuos en la naturaleza,
normalmente saprofitos, responsables de micosis oportunista (Bowen A, F Davidson, R Keatch,
G Gadd, 2007). Las esporas permiten la diseminacion del hongo en el aire, y asi constituyen las
particulas infectivas para el hombre. En la clase Zygomycetes tenemos: entomoftorales y
mucorales. Los primeros son responsables de infecciones en individuos de areas tropicales. Los
mucorales (géneros Rhizopus, Absidia, Apophysomyces, Mucor y Rhizomucor) suelen afectar a
pacientes con factores predisponentes (diabetes mellitus complicada con cetoacidosis,
neoplasias, administracion de corticosteroides o antibioticos de amplio espectro) capaces de
causar infecciones de rapido desarrollo y, a veces, fulminantes en el paciente inmunodeprimido.
Las diferentes formas de zigomicosis se clasifican segun la localizacion anatomica implicada,
siendo las mas comunes la rinoorbitocerebral, en primer lugar, y la pulmonar, en segundo lugar.

La zigomicosis cutanea ha emergido como una forma principal en pacientes con
alteraciones en la piel como barrera defensiva (cirugia, quemaduras, traumatismos, pinchazos,
picaduras de insectos y otros tipos de lesiones cutaneas) o enfermedades de base; en ella, la
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necrosis es el signo clave que debe alertar al clinico. La incidencia de zigomicosis parece haber
aumentado, quizas a causa de un mayor numero de pacientes con factores predisponentes y al
mejor conocimiento de la entidad. Por su gravedad, la terapia se debe iniciar lo antes posible
(Vermani, M, VK Vijayan, MK Agarwal, 2015). Los hongos dematiaceos son hongos de
distribucion universal, saprofitos, que habitan en plantas y en la tierra. Se caracterizan por la
produccion de esporas resistentes a los cambios ambientales de temperatura, humedad, calor y
desecacion.

3.1. PREVENCION DE APARICION DE HONGOS EN LIENZOS DE CUADROS

Hay sitios en que no se dan tanto los hongos porque son lugares con clima mas seco,
pero en climas calidos y humedos puede pasar aun cuando no estén en una habitacion
humeda.

Para prevenir los hongos se puede afiadir a la pintura, cuando estemos pintando, un
poco de liquido fungicida, también se pueden afadir insecticidas para todo tipo de insectos
(carcoma, etc) Una vez pintado también se puede rociar con spray por todo el cuadro.

La clave para que no salgan hongos, esta en almacenarlos de manera que circule el aire
por los cuadros. Asi que mejor es no apilar los cuadros por mucho tiempo o sea de vez en
cuando tiene que darles la luz y el aire, porque si no el 6leo también pierde color estando en la
oscuridad, aunque si se saca a la luz, vuelve a recuperar el color.

Desde el punto de vista cronoldgico e histdrico, hemos podido constatar que la historia
del arte muy pocas veces ha hecho auténtico caso a cuestiones materiales y técnicas. Es cierto
que hay una historia de las técnicas y en ella, también, se mencionan los distintos materiales
pictéricos, pero casi nunca, por no decir nunca, se ha especificado y detallado la repercusion que
tuvo la incorporacion del lienzo en la manera de pintar de los artistas “europeos”, cuéles eran los
gustos y preferencias de cada uno a la hora de escoger un tejido, su trama, etc. Queremos
reflexionar sobre todo ello, en especial, sobre cuales eran los lienzos mas usados durante los

12



siglos XVI, XVII y XVIII. ;Se utilizaban los mismos en cada época o fueron cambiando y
evolucionando a medida que pasaban los afios? ;Realmente era el soporte ideal para los
artistas?

3.2 TIPOS DE FIBRAS USADAS COMO SOPORTE TEXTIL

A lo largo de la historia, la pintura sobre lienzo ha sufrido una evolucién morfologica y
técnica que ha sido crucial para el desarrollo de la pintura. Verdaderamente, el soporte de tela
supuso un cambio entre los pintores del final de la Edad Media y siglos posteriores, los cuales
supieron como sacar el mejor partido de las telas para la ejecucién de sus obras. Cabe decir que
los primeros usos y funciones de las telas como soporte para la pintura fueron diversos a medida
que iban evolucionando durante los siglos. Antes de emplearse las telas como soporte pictdrico e
incluso de la preparacién de las pinturas sobre tabla en la Edad Media (S.XI-XV), descubrimos
indicios sobre ellas muchos siglos antes, en el Antiguo Egipto (siglos I-lll d.C), en los retratos de
momias de Al Fayum (Comarca del Alto Egipto, al oeste del rio Nilo). Sabiendo esta informacion,
deducimos que los primeros usos del lienzo como soporte pictorico tuvieron una finalidad ritual
funeraria.

3.3. SOPORTES PICTORICOS

Antes de entrar en profundidad en la definicién de la tela y los tipos de fibras usadas
como soporte textil, hemos de decir que el conocimiento de los materiales pictdricos, en
particular el lienzo, es un campo del estudio de la pintura que nos hace ser conscientes del oficio
del pintor.

Los materiales pictdricos son parte inherente de las obras que vayamos a estudiar, y
aprender algo sobre ellos, siempre nos va a hacer entender mejor cualquier pintura. No obstante,
desde el siglo XIX la produccion industrial de estos materiales desvinculd al pintor de la
elaboracién de los mismos ya que, el comienzo del desarrollo industrial liberd al artista de tareas
‘indirectas” pero esenciales para su trabajo, a partir de entonces los aprendices al oficio no
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tenian que recibir instruccidn sobre los principios basicos, las propiedades y aplicaciones de los
materiales, algo en lo que se habia insistido tanto en el pasado.

El soporte es la base sobre la que se pinta. Cada soporte tiene sus propias
caracteristicas y el pintor debe conocerlas para saber las ventajas o inconvenientes de éstas.
Queremos dejar constancia que el soporte en ningun caso se debe considerar como un material
mas, sino que adquiere una importancia tal, antes, durante y después de la realizacion de la
obra, que lo hace merecedor de una especial atencion por parte del artista, que debera elegirlo
siempre en funcién de la técnica que vaya a emplear y, por consiguiente, de los resultados que
quiera conseguir con esa técnica.

La tela, segun nuestro entender, podriamos definirla como la “parte oculta” de toda obra
de arte, ya que generalmente, a simple vista no se observa claramente su composicion, debido a
que la pintura, por su anverso, se conforma de sucesivas capas antes de llegar a visualizarla,
éstas son la capa de imprimacion, la capa pictérica y el barniz. Aunque a grandes rasgos,
definimos la tela como un tipo de tejido que se utiliza como soporte ‘mévil’ para las pinturas; es el
soporte sobre el que, con previa preparacion, se asienta la capa pictdrica, por lo que cualquier
alteracion o problema la afectara directamente.

3.4. TEJIDOS DE LAS PLANTAS TRAQUEOFITAS
Volvamos ahora sobre los tejidos de las plantas traqueofitas:

3.4.1. Plantas vasculares y no vasculares

Las plantas se pueden dividir en dos grandes grupos, las plantas vasculares o
traqueofitas, también conocidas como plantas superiores, y las plantas no vasculares. Las
plantas no vasculares no tienen raices ni tienen tejido vascular. Las traqueofitas, por el
contrario, poseen raices y tejidos conductores especializados en el transporte de agua,

nutrientes y metabolitos.
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3.4.1.1. Tejidos vasculares:

Dentro de estos tejidos vasculares se diferencian dos tipos, el floema y el
xilema, cada uno con una estructura diferente y una funcidn especifica. Se cree que
aparecieron hace 450 millones de afos y permiti que las plantas colonizaran habitats
terrestres.

Tanto el floema como el xilema tienen una estructura tubular y ademas del
transporte de agua, minerales y nutrientes, también ofrecen soporte estructural y
transportan sefiales quimicas que permiten la comunicacion entre distintas partes de la
planta.

Juntos forman los haces vasculares (estelas) con diferente disposicion entre
diferentes partes de la planta y entre diferentes tipos de plantas. Generalmente el floema
se sitla en la parte externa de los haces vasculares y el xilema en la parte interna.

El proceso de formacion de los haces vasculares se da en varios pasos. Primero
se forma el protofloema y el protoxilema a partir del procambium, un tejido del
meristemo que aparece en el embriény en los meristemos apicales de las plantas
adultas. Después, a partir del cambium fascicular, se forman el metaxilema y el
metafloema, y posteriormente, si la planta tiene crecimiento secundario, se formaran el
xilema y el floema secundarios a partir del cdmbium vascular.

3.4.1.1.1. El Floema

El floema, también llamado tejido criboso, es el tejido conductor
encargado del transporte de la conocida como savia elaborada, que esta
compuesta principalmente por agua, azlcares, minerales y otras sustancias
organicas (hormonas, aminoacidos, etc).

El floema transporta savia elaborada (o0 savia organica, producto de la

fotosintesis, donde los nutrientes son convertidos en glucosa) y esta localizada
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en la capa mas externa del tallo. Transporta savia elaborada de las partes
clorofilicas, donde sucede la fotosintesis, hasta las partes vivas de la planta,
donde la glucosa sera convertida en energia. Es formada por células vivas,
alargadas y sin nucleo

La savia bruta, constituida por agua y sales minerales, es conducida por
el xilema que lo realiza a partir de la capacidad de absorcion por las raices y
distribucion con destino esencial a las hojas. Su composiciéon basica relne
elementos de vasos, elementos traqueales, traqueidas, fibras y células del
parénquima.

La savia elaborada, formada por sustancias organicas producidas en la
fotosintesis, es transportada por el Floema partiendo de las hojas en direccién al
resto de organos, principalmente los de reserva energética (raices y tallo).y
formando una red por: elementos de tubos cribosos, células acompafiantes,
fibras y células de parénquimas.

El transporte en el floema se conoce como translocaciony
es multidireccional. Se produce por la presion hidrostatica positiva creada por el
gradiente de concentracion de las sustancias organicas del interior del floema,
principalmente los azucares; de este modo el flujo se produce desde las fuentes
de azUcares hacia las zonas de uso.

Durante los periodos de crecimiento, generalmente durante la
primavera, los 6rganos de almacenamiento, por ejemplo las raices, son fuente
de azucares que son transportados a través del floema hacia los meristemos de
crecimiento. Cuando las hojas y partes fotosintéticas son la fuente de azucares,
el transporte se da en sentido contrario hacia los 6rganos de almacenamiento,
como las raices y frutos.

16



Revi

El floema consta de dos tipos de células conductoras: tubos cribosos,
que son los elementos mas caracteristicos, y células anexas.

1. Los tubos cribosos son células alargadas con las paredes de los
extremos perforadas por numerosos poros diminutos; a través de ellos pueden
pasar las sustancias disueltas. Estos elementos estan conectados en series
verticales. Las células estan vivas cuando llegan a la madurez, pero los nucleos
se desintegran antes de iniciar la funcién conductora.

2. Las células anexas, mas pequefias, conservan los nlcleos durante
la madurez y también estan vivas; se forman junto a los tubos cribosos y se cree
que controlan el proceso de conduccion.

3.4.1.1.2. El Xilema

El xilema es un tejido vegetal lignificado que se encarga del transporte
de la llamada savia bruta, compuesta por agua y sales minerales provenientes
de la raiz. La madera, principal tejido de soporte mecénico en la mayoria de
plantas, esta compuesta principalmente por xilema, motivo por el que también se
conoce como lefio, aunque esté presente por toda la planta.

El transporte en el xilema, a diferencia del floema,
es unidireccional y el movimiento se produce principalmente por presion
negativa.

En relacion a las maderas que se utilizan para esculpir, el xilema puede
contener tres tipos de células alargadas: traqueidas, elementos vasculares o
vasos (traqueas) y fibras. En la madurez, cuando desempefian funciones de

transporte, todas estas células estan muertas.
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1. Las traqueidas son células alargadas con paredes gruesas
caracterizadas por la presencia de zonas delgadas muy bien definidas

llamadas punteaduras.

2. Los elementos vasculares o vasos son traqueidas especializadas
cuyas paredes terminales estan atravesadas por uno o varios poros; una serie
vertical de elementos vasculares que forman un tubo continuo se llama vaso.

3. Las fibras son traqueidas especializadas de pared muy engrosada
que apenas realizan funciones de transporte y que sirven para aumentar la

resistencia mecanica del xilema.

3.5. LOS HONGOS MICROSCOPICOS.

Los hongos constituyen un grupo diverso de organismos unicelulares o pluricelulares
que se alimentan mediante la absorcion directa de nutrientes. Los alimentos se disuelven
mediante enzimas que secretan los hongos; después se absorben a través de la fina pared de la
célula y se distribuyen por difusién simple en el protoplasma. Junto con las bacterias, los hongos
son los causantes de la putrefaccion y descomposicion de toda la materia organica (Vermani, M,
VK Vijayan, MK Agarwal, 2015). Hay hongos en cualquier parte en que existan otras formas de
vida. Algunos son parasitos de organismos vivos y producen graves enfermedades en plantas y
animales. La disciplina cientifica que estudia los hongos se llama micologia.

Los hongos figuraban en las antiguas clasificaciones como una divisién del reino
Plantas. Se pensaba que eran plantas carentes de tallos y de hojas que, en el transcurso de su
transformacion en organismos capaces de absorber su alimento, habian perdido la clorofila, y
con ello, su capacidad para realizar la fotosintesis (Bowen A, F Davidson, R Keatch, G Gadd,
2007). Sin embargo, en la actualidad los cientificos los consideran un grupo completamente
separado, que evolucion6 a partir de flagelados sin pigmentos. Ambos grupos se incluyen dentro
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del reino Protistas, o bien se coloca a los hongos como un reino aparte, debido a la complejidad
de su organizacién. Hay unas cien mil especies conocidas de hongos. Se cree que los grupos
mas complejos derivan de los tipos méas primitivos, los cuales tienen células flageladas en alguna
etapa de su ciclo vital.

3.5.1. Estructura de los hongos.

La mayoria de los hongos estan constituidos por finas fibras que contienen protoplasma,
llamadas hifas. Y el conjunto de hifas que forman la parte vegetativa de un hongo se llama
micelio.

Las hifas son filamentos unicelulares que constituyen los cuerpos vegetativos de la
mayoria de los hongos. Su crecimiento es tan rapido (hasta un milimetro por hora) que termina
formando una marafia filamentosa de considerable espacio llamada micelio, como hemos
adelantado.

Estas a menudo estan divididas por tabiques llamados septos que pueden ser primarios
0 adventicios. Los septos primarios son los formados cuando hay divisién nuclear, mientras que
los septos adventicios son independientes de la divisidn nuclear relacionandose con el
desplazamiento del protoplasma. En Los septos primarios si los tabiques estan ausentes se
habla de micelio continuo. Los mohos son micromicetos filamentosos. Cuando el hongo es una
celula aislada se dice unicelular o levadura. Los cortos filamentos compuestos por las células
que brotan de una levadura constituyen el pseudomicelio.

Plecténquima es un conjunto de hifas entrelazadas que se asemejan a un tejido. Se
dice prosénquima si las hifas pueden ser reconocidas y pseudoparénquima cuando han
perdido su individualidad.

Esclerocio es un plecténquima generalmente macroscopico que puede permanecer en

vida latente.
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Rizomorfa es un cordén grueso donde el conjunto de las hifas fusionadas ha tomado el
aspecto de raiz.

Rizoides son las hifas de succidn, como raicillas, que penetran en el substrato.

Haustorio es la hifa de succion del hongo parasito dentro de la célula del hospedador.

Apresorios son unas hifas achatadas que se adhieren al substrato o al hospedador
como sostén, especialmente en el comienzo de la infeccion.

En cada hifa hay uno o dos nucleos y el protoplasma se mueve a través de un diminuto
poro que ostenta el centro de cada septo (Vermani, M, VK Vijayan, MK Agarwal, 2015). No
obstante, hay un filo de hongos, que se asemejan a algas, cuyas hifas generalmente no tienen
septos y los numerosos nucleos estan esparcidos por todo el protoplasma.

Las hifas crecen por alargamiento de las puntas y también por ramificacion.
La proliferacién de hifas, resultante de este crecimiento, se llama micelio. Cuando el micelio se
desarrolla puede llegar a formar grandes cuerpos fructiferos, tales como las setas y los pedos o
cuescos de lobo. Otros tipos de enormes estructuras de hifas permiten a algunos hongos
sobrevivir en condiciones dificiles o ampliar sus fuentes nutricionales. Las fibras, a modo de
cuerdas, del micelio de la armilara color de miel (Armillaria mellea), facilitan la propagacion de
esta especie de un arbol a otro. Ciertos hongos forman masas de micelio resistentes, con forma
mas 0 menos esférica, llamadas esclerocios. Estos pueden ser de tamario variado.

3.5.2. Reproduccion de los hongos.

La mayoria de los hongos se reproducen por esporas, diminutas particulas de
protoplasma rodeado de pared celular. EI champifion silvestre puede formar 12.000 millones de
esporas en su cuerpo fructifero; asi mismo, el pedo o cuesco de lobo gigante puede producir

varios billones.
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Los hongos se multiplican por reproduccion axesuada o sexuada. Estos dos estados
reciben el nombre de Holomorfo. EI holomorfo que indica, pues, el ciclo de vida total puede,
pues, tener dos estados:

- Anamorfo es el hongo con multiplicacion asexuada y

- Teleomorfo es el mismo con reproduccion sexuada. Se les asigna distinto género y

especie.

Las Esporas

Las esporas se forman de dos maneras. En el primer proceso, las esporas se originan
después de la union de dos o mas nucleos, lo que ocurre dentro de una o de varias células
especializadas (Stephenson KS, NAR Gow, FA Davidson, GM Gadd, 2014). Estas esporas, que
tienen caracteristicas diferentes, heredadas de las distintas combinaciones de genes de sus
progenitores, suelen germinar en el interior de las hifas. Los cuatro tipos de esporas que se
producen de esta manera (oosporas, zigosporas, ascosporas y basidiosporas) definen los cuatro
grupos principales de hongos.

Las oosporas se forman por la unién de una célula macho y otra hembra.

Las zigosporas se forman al combinarse dos células sexuales similares entre si.

Las ascosporas, que suelen disponerse en grupos de ocho unidades, estan contenidas
en unas bolsas llamadas ascas.

Las basidiosporas, por su parte, se reunen en conjuntos de cuatro unidades, dentro de
unas estructuras con forma de maza llamadas basidios.

El otro proceso mas comun de produccion de esporas implica la transformacion de las
hifas en numerosos segmentos cortos o en estructuras mas complicadas de varios tipos.

Este proceso sucede sin la union previa de dos nucleos. Los principales tipos de esporas

reproductivas formadas asi son: conidios y esporangiosporas. Estas ultimas se originan en el
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interior de unos receptaculos, parecidos a vesiculas, llamados esporangios. La mayoria de los

hongos producen esporas sexuales y asexuales

Las esporas son, pues, los elementos de perpetuacion de la especie (Schuster E, N

Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002). De acuerdo a la morfologia reciben distinto

nombre:

Alantospora con forma de banana

Aleuriospora con base plana.

Dictiospora con septos longitudinales y transversales
Didimospora con un tabique

Esquinulada como un erizo

Escolescospora como un gusano

Estaurospora como una estrella

Feospora de color obscuro

Fragmospora con tabiques transversales, fusiforme como un huso
Helicospora como una espiral

Hialospora de color claro y translucido

Las hipnosporas son aquéllas capaces de permanecer con vida latente por largo

tiempo
Planospora movil

Verrucosa con verrugas

Zoospora con flagelos. Las balistosporas son proyectados violentamente una vez

maduras

Las esporas por su origen pueden ser:

a) De origen asexuado (mitosporas) y

b) De origen sexuado (meiosporas)
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Y por su ubicacion relativa:

a) Internas
b) Externas.

Las mitosporas se originan en las estructuras anamérficas y

Las meiosporas en las teleomorficas.

Anamorficas Artrosporas o artroconidios son esporas desarrolladas en una hifa
terminal que al madurar se separan. En algunos hongos se forman artrosporas separadas por
una zona libre de citoplasma (disyuntor) cuya pared se rompe liberando las entosporas o
clamido-artrosporas.

Clamidospora o clamidoconidio es una hipnospora o célula de resistencia, terminal o
interhifal, con pared gruesa y substancias de reserva.

Blastosporas o blastoconidios son las esporas que se originan de una parte de una
célula somatica, una hifa, un conidioforo u otra espora, y se desarrollan antes de la formacion del
septo que lo separa de la célula de origen.

Conidios o conidiosporas son las esporas asexuadas externas. Si estan implantadas
directamente sobre la hifa se llaman sésiles. (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van
Dijck, 2002). La parte del micelio que origina y sostiene a las esporas se denomina esporéforo y
si se trata de conidios se dice conidiéforo.

Fialide es la célula conidiégena que desde un extremo origina por brotacién y sin
aumentar su longitud, Los fialoconidios o fialosporas (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P
van Dijck, 2002). La pared de la fidlide suele extenderse en el apice formando un collarin.

Anélide es una célula conidibgena con el apice ancho y cicatrices en anillo, que se

alarga con la formacién de cada espora.
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El conidiéforo, que es una estructura microscopica especializada en la reproduccion
asexual de miles de esporas que son los conidios localizados en los extremos de las hifas, y
pueden ser simples o ramificados y a veces estan agrupados en un conidioma.

En Penicillium cada nivel de ramificaciones recibe distinto nombre, se llama métulas a
las que sostienen a las fialides productoras de esporas.

En Aspergillus las fidlides o las métulas estan implantadas sobre una vesicula o
dilatacion del esporéforo (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002).

Los conidios, como hemos dicho anteriormente, nacen de los conididforos
aisladamente o quedan reunidos, ya sea en una cabezuela mucosa o en cadenas. Estas se
forman por sucesion basipeta cuando todas las esporas surgen de la célula conididgena, o bien
basifuga si es por brotacion de la espora anterior.

A veces después que se forma un conidio, el conidiéforo se alarga lateralmente y origina
el segundo conidio. El proceso continua y las esporas quedan en zig-zag (proliferacion
simpodial).

3.5.3. Fisiologia de los hongos.

En la mayoria de los hongos las paredes de las hifas estan compuestas principalmente
por quitina y algunas hemicelulosas. La celulosa, que esta presente solo en unos pocos grupos
de hongos, es caracteristica de los oomicetes (Bowen A, F Davidson, R Keatch, G Gadd, 2007).
La proporcion de agua de los hongos mucilaginosos generalmente es mayor del 90%.

Las esporas pueden tener menos del 50% de agua; otras estructuras de resistencia,
tales como los esclerocios, contienen aun menos. Los hongos requieren oxigeno para su
crecimiento, asi como grandes cantidades de agua y de hidratos de carbono u otras fuentes de
carbono. La mayoria de los hongos utilizan azlcares como la glucosa y la levulosa (D-fructosa),
pero algunos usan otros compuestos organicos como alimento, segun su capacidad para
sintetizar las enzimas adecuadas. Ciertas micorrizas toman directamente el nitrogeno de la
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atmdsfera; sin embargo, todos los demas hongos lo obtienen de nitratos, sales de amonio u otros
compuestos organicos o inorganicos de nitrdgeno (Bowen A, F Davidson, R Keatch, G Gadd,
2007). Los hongos, ademés, precisan otros elementos como potasio, fésforo, magnesio y azufre.
También son necesarios, aunque en muy pequefias cantidades, hierro, manganeso, cobre,
molibdeno, zinc y galio; asi como factores de crecimiento. Determinados hongos son deficitarios,
al menos en parte, en uno o mas factores de crecimiento.
3.5.4. Utilizacion de los hongos.

Las enzimas hidroliticas de los hongos se utilizan en diversos procesos industriales.
Cuando crecen sobre salvado caliente de trigo o de arroz, algunas especies fungicas producen
una amilasa que se usa en la fermentacion alcohdlica (Stephenson KS, NAR Gow, FA Davidson,
GM Gadd, 2014). Las proteasas que se obtienen de otros hongos se emplean en la fabricacion
de pegamento liquido. La produccion industrial de alcohol etilico (etanol) se realiza por
fermentacidn de melaza de cafia de azucar o de almidon hidrolizado mediante enzimas formadas
por otros hongos. En el proceso de elaboracion del pan se afiade levadura a la masa para
producir dioxido de carbono.

Cierto hongo, semejante a las levaduras, proporciona riboflavina; la biotina se acumula
durante el proceso de produccién de acido fumarico por parte de otro hongo (Stephenson KS,
NAR Gow, FA Davidson, GM Gadd, 2014). También se utilizan organismos fungicos en la
elaboracion del queso Roquefort, asi como en la maduracion del queso Camembert.

Los hongos se han utilizado en medicina desde tiempos remotos. El uso de hongos
como purgantes ya no es tan comun; sin embargo el alcaloide presente en el esclerocio del
cornezuelo del centeno se emplea para conseguir contracciones uterinas durante el parto. De los
alcaloides del cornezuelo se obtiene también la dietilamida del &cido lisérgico, mas conocida

como LSD, la cual provoca efectos alucindgenos.
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La utilizacion de los antibidticos en la practica médica comenzé cuando se descubrieron
las propiedades antibiéticas de la penicilina. Hoy se fabrican muchos antibidticos a partir de
microorganismos que no son hongos.

3.5.5. Clasificacion de los hongos.

A pesar de que en muchos textos se emplean sistemas de clasificacion relativamente

complicados, los micologos utilizan por lo comun un sistema sencillo, que tiene la ventaja de ser

comodo de usar. Segun este sistema, los cuatro filos principales son:

Oomicetes (Oomycota), Sus individuos forman oosporas
Zigomicetes (Zygomycota), Sus individuos forman zigosporas
Ascomicetes (Ascomycota). Sus individuos forman ascosporas
Basidiomicetes (Basidiomycota). Sus individuos forman basidiosporas,

(Stephenson KS, NAR Gow, FA Davidson, GM Gadd, 2014)

Una gran variedad de especies se coloca, de forma arbitraria, en un quinto filo:
Deuteromicetes (Deuteromycota), también llamados hongos imperfectos. Se incluyen en este
grupo aquellos hongos en los que solo se conocen procesos de multiplicacién vegetativa. Sin
embargo, la mayoria de esas especies estan emparentadas con los ascomicetes.

Algunos otros filos se consideran hongos, o bien, grupos relacionados estrechamente
con los hongos:

Actinomicetes (Actinomycota),

Mixomicetes (Myxomycota),

Plasmodioforomicetes (Plasmodiophoromycota),

Labirintulomicetes (Labyrinthulomycota) y

Acrasiomicetes (Acrasiomycota).

Los actinomicetes, con hifas muy delicadas y una reproduccion que suele ser mediante

oidios o conidios, constituyen un grupo intermedio entre las bacterias y los hongos.
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A los mixomicetes, 0 mohos plasmodiales del fango verdaderos, algunos micélogos los
clasifican con los hongos, y otros con los protistas semejantes a hongos (Schuster E, N Dunn-
Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002). En este grupo la fase nutricional es una masa de
protoplasma con forma ameboide carente de pared, denominada plasmodio. La fase
reproductiva esta representada por células nadadoras, llamadas células invasoras, las cuales se
impulsan por medio de dos flagelos de distinta longitud.

Los plasmodioforomicetes se parecen a los mixomicetes en que ambos tienen células
invasoras y un estado plasmodial.

Los labirintulomicetes y los acrasiomicetes tienen algunas caracteristicas semejantes
a los mohos plasmodiales del fango, pero su estado nutricional (llamado pseudoplasmodio) es
diferente.

3.6. ASPERGILLUS NIGER.

Aspergillus niger P.E.L. van Tieghem, es el hongo filamentoso que produce un moho
negro en varios vegetales, muy comin en la lechuga, el tomate o la acelga y limon.
Curiosamente se encontraron sus esporas en la comida, en la ropa, en las flores y en viejas
tumbas: del rey Casimiro de Polonia y en la momia y el sarcéfago de Ramsés Il.

Dentro del género Aspergillus, descubierto inicialmente por el bidlogo italiano Pier
Antonio Micheli, existen cientos de especies cuyo habitat natural son el heno y el compostaje
(Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002).

3.6.1. Actividad metabdlica y sus aplicaciones

De estudios en medios solidos se ha observado que los valores promedio de la longitud
y del diametro de las hifas distales varian en relacién inversa con la concentracién inicial de
glucosa. La red metabolica publicada para Aspergillus niger, estd constituida por 1190
reacciones y 1045 metabolitos, distribuidos en tres compartimentos: extracelular, citoplasmatico
y mitocondrial sin embargo, es realmente imposible poder medir simultdneamente a todas estas
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especies 0 conocer en detalle el funcionamiento regulatorio de las diversas enzimas. Se cultiva
para varios productos quimicos: é&cido citrico, acido gluconico, enzimas: glucoamilasa,
galactosidasa, fitasa (Aspergillus niger var ficuum), glucosa oxidasa y lisozima.

3.6.2. Aplicaciones industriales

Produce diversos compuestos de gran interés para las industrias farmacéutica y de
alimentos (enzimas, acidos organicos), y es el principal productor de acido citrico a nivel
industrial por cultivo liquido (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002). Se ha
observado que se obtiene un alto rendimiento de é&cido citrico cuando existe una alta
acumulacién de éste en el micelio, que puede estar asociada con una alta concentracion de
glucosa y de oxigeno disuelto en el medio liquido. En algunas industrias del mundo se alimenta
el hongo con melazas o mieles de la industria del azucar de cafa y azucar de remolacha.
También se han estudiado otras alternativas como el almidon.

Se usa en la produccién de acido gluconico, en la fermentacién del té (té chino llamado
Pu-erh).

La produccion industrial principal del Aspergillus niger esté enfocada a la conservacion
de alimentos (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002). Debido a que es un
agente de fermentacion, puede someterse a un proceso quimico que lo hace un polvo que se
usa en la conservacion de alimentos. Al igual que el jugo de limén o de lima pueden evitar que
una manzana o un aguacate se oscurezcan en presencia del oxigeno, el Aspergillus niger, que
se encuentra en el jugo citrico, puede ayudar a preservar la comida embotellada y enlatada.

3.6.3. Patologias

Es una especie inocua para los seres humanos y también para la mayoria de los
cultivos. No causa tantas enfermedades como otras especies de Aspergillus, pero en realidad es
un hongo dafiino para los humanos y animales en cantidades grandes, y benéfico en menores

cantidades.
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Puede causar que crezca moho negro en las plantas vy, al igual que la mayoria de los
mohos, causara enfermedades de pulmoén si se inhala demasiado (Schuster E, N Dunn-
Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002). El Aspergillus niger también puede causar graves
infecciones del oido si muchas esporas de moho se alojan en el canal auditivo.

En altas concentraciones puede producir aspergilosis, que provoca alteraciones
pulmonares. Esta enfermedad aparece con mas frecuencia en horticultores, ya que inhalan el
polvo del hongo con mas facilidad. La propagacion rapida del Aspergillus en ambientes llenos de
polvo y a través de los sistemas de aire acondicionado puede ser el origen de los brotes de
alergia.

La clasificacion del Aspergillus niger es importante debido a que este hongo constituye
una amenaza para la salud humana y animal. La correcta clasificacion requiere conocimientos de
micologia, el estudio de los hongos, ya que hay cientos de especies de hongos Aspergillus. Hay
varios métodos de identificacion, con mayor disponibilidad a partir de la década del 2000 debido
a los avances en biotecnologia (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002).

La clasificaciéon taxonémica, o jerérquica, del Aspergillus niger lo ubica como especie
Aspergillus niger, del género Aspergillus, de la familia Trichomaceae, del orden Eurotiales, del
phylum Ascomycota y perteneciente al reino Fungi. EI género Aspergillus incluye mas de 185
especies similares al A. niger.

El Aspergillus niger es un hongo comun, versatil, de apariencia filamentosa y textura
suave (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002). El color es inicialmente
blanco pero pronto se vuelve negro en la parte superior, mientras que la parte inferior permanece
color amarillo palido. El Aspergillus niger crece rapidamente, como la mayoria de las especies de
Aspergillus. También existen caracteristicas microscépicas distintivas de El Aspergillus niger que

los mic6logos pueden utilizar para clasificar una muestra.
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El Aspergillus niger frecuentemente aparece luego de infecciones en el oido humano y a
veces infecta los pulmones en personas que tienen su sistema inmunolégico debilitado. La
infeccion por Aspergillus (Accensi F, J Cano, L Figuera, ML Abarca, FJ Cabafries, 1999), también
llamada aspergilosis, puede aparecer ocasionalmente en cualquier 6rgano o sistema de érganos
del cuerpo humano. La correcta identificacion de la infeccion, ya sea por A. niger o cualquier otro
hongo invasor, es importante para determinar como tratarlo. El El Aspergillus niger es toxico al
ingerirlo y las frutas, vegetales o granos infectados pueden producir intoxicacion alimentaria si se
ingiere en dosis Unicas, o cancer cuando el consumo es crénico. También algunas personas son

alérgicas al Aspergillus niger.

3.7. PENICILLIUM

El penicillium es un género de hongos conocidos como mohos verdes o azules; de
algunas especies del penicillium se obtiene la penicilina.

El micelio del hongo, conjunto de filamentos tubulares llamados hifas, crece en la
superficie de frutas, pan, quesos y otros alimentos. La reproducciéon asexual se produce en
Penicillium mediante unas células, los conidios, que se forman en el extremo de hifas
especializadas, los conidiéforos (Minter DW, DL Hawksworth, AHS Onions, Z Kozakiewicz.
1985). Estos son ramificados y en forma de abanico.

Los drganos sexuales son gametangios arrollados en hélice.

La penicilina fue descubierta por Alexander Fleming en Penicillium notatum, pero en la
actualidad se obtiene de cepas de [Penicillium chrysogenicum] que dan mayor rendimiento. En
los quesos azules, Penicillium roqueforti da sabor, y el color se debe a sus conidios.

3.7.1. Caracteristicas generales

3.7.1.1. Descripcion micoldgica
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Hongo filamentoso que presenta conidiéforos tabicados de pared lisa (200-300
pm), ramificado al final, con métulas (de 8-12 um) y fidlides en forma de botella (de 7-12
pm), donde nacen conidios lisos, elipsoidales (de 2,5-4 um) azules o verde-azulados en
cadenas, sin ramificar, con un penacho o pincel caracteristico (Minter DW, DL
Hawksworth, AHS Onions, Z Kozakiewicz, 1985). Colonias de crecimiento rapido,
vellosas, aterciopeladas, verdosas con una corona radial ancha y blanca, a 25 C° (no
crecen o crecen pobremente a 37 C° ). Puede haber gotas de exudado sobre la
superficie de la colonia. Reverso habitualmente amarillento o cremoso. Esporulacion
abundante. Olor aromatico, especiado o afrutado (a manzana o a pifia).

El Penicillium es un género grande y encontrado casi por todas partes, y siendo
comunmente el género de hongos mas abundante en suelos, Minter DW, DL
Hawksworth, AHS Onions, Z Kozakiewicz. (1985).

3.7.1.2. Reproduccion

La reproduccion asexual se produce en Penicillium mediante unas células, los
conidios, que se forman en el extremo de hifas especializadas, los conidiéforos (Minter
DW, DL Hawksworth, AHS Onions, Z Kozakiewicz,1985). Estos son ramificados y en
forma de abanico. Los érganos sexuales son gametangios arrollados en hélice.

Las colonias de Penicillium candidum son de crecimiento rapido, filamentosas y
vellosas, lanosas o de textura algodonosa. Son inicialmente blancas y luego se
convierten en verde azuladas, gris verdosas, gris oliva, amarillentas o rosadas con el
tiempo. El reverso de la colonia es palido o amarillento.

Penicillium candidum es termodimérfico y produce colonias filamentosas, lisas,
con surcos radiales at 25°C (Minter DW, DL Hawksworth, AHS Onions, Z Kozakiewicz,

1985). Estas colonias son azuladas - gris - verdosas en el centro y blancas en la
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periferia. Un pigmento soluble rojo, rapidamente difusible al medio, observado desde el
reverso es muy tipico.
3.7.1.3. Microscopia

Las métulas son ramificaciones secundarias que se forman sobre los
conidiéforos. Las métulas acarrean fidlides en forma de frasco (Minter DW, DL
Hawksworth, AHS Onions, Z Kozakiewicz, 1985). La organizacién de las fialides en la
punta de los conidi6foros es tipica (llamadas "penicilli"o pincel). Las conidias (2.5-5u de
diametro) son redondas, unicelulares y observadas como cadenas no ramificadas en el
extremo de las fidlides.

En su fase filamentosa, Penicillium marneffei es microscopicamente similar a
otras especies de Penicillium (Alhelli AM, MY Abdul Manap, AS Mohammed, H
Mirhosseini, E Suliman, Z Shad, AS Meor Hussin, 2016). En su fase de levadura,
Penicillium marneffei presenta células globosas o elongadas con forma de salchicha (3-5

M) que se multiplican por fision.

3.8. MELANINA
La melanina es un pigmento que se halla en la mayor parte de los seres vivos. En los
animales el pigmento se deriva del aminoacido tirosina. La forma mas comin de melanina es
la eumelanina, un polimero negro-marrén de acidos carboxilicos de dihidroxindol y sus formas
reducidas (Accensi F, J Cano, L Figuera, ML Abarca, FJ Cabafies, 1999).
3.8.1. El proceso de formacion
El proceso de formaciéon de la melanina, se denomina melanogénesis, y se
produce en el estrato mas profundo de la epidermis (estrato basal) y en las células de la
matriz del foliculo pilosebaceo. La produccion de melanina es estimulada por el dafio en
el ADN inducido por la radiacién ultravioleta, (Hamilton AJ, BL Gomez, 2002). Las
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propiedades quimicas de la melanina la hace un fotoprotector muy eficiente. Absorbe la
radiacion ultravioleta nociva y transforma la energia en calor que resulta inofensivo a
través de un proceso llamado «conversion interna ultrarrapida» Esta propiedad permite a
la melanina disipar mas del 99,9% de la radiacion absorbida en calor. Esto previene el
dafio indirecto al ADN.

3.8.2. En los humanos

La melanina se encuentra en la piel, el pelo, en el epitelio pigmentado que
rodea laretina, la médula espinaly la zona reticular de la glandula suprarrenal; en
la estria vascularis del oido interno y en ciertas zonas profundas del nlcleo del cerebro,
como el locus coeruleusy la substantia nigra (Hamilton AJ, BL Goémez, 2002). La
melanina es determinante en el color de la piel humana; en efecto si una persona se
broncea por causa del sol, ese bronceado se va a producir de forma temporal pues con
el tiempo la célula pierde la capa que le rodea (melanina bronceada) y la persona vuelve
a obtener la feomelanina perdida que ha sido cambiada por la eumelanina bronceada y a
recuperar su piel normal.

La melanina dérmica es producida por los melanocitos. Estos raramente se
encuentran en las capas superficiales de la epidermis. Sin embargo, aunque
generalmente todos los seres humanos poseen concentraciones similares de
melanocitos en su piel, se producen variaciones en algunos individuos y segun los
diferentes grupos étnicos (Hamilton AJ, BL Gomez, 2002). En este ultimo caso, la
genética interfiere confiriendo una mayor o menor concentracion de melanina en la piel.
Algunos individuos, tanto en animales como en humanos, carecen de melanina, o bien
tienen concentraciones minimas de ella, lo que produce la condicién conocida

como albinismo.
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Ya que la melanina esta compuesta de moléculas pequefas, existen muchos
tipos de melanina (Accensi F, J Cano, L Figuera, ML Abarca, FJ Cabafies, 1999). Tanto
la feomelanina como la eumelanina si se pueden encontrar en la piel y cabello humanos,
pero la eumelanina es la mas abundante de las melaninas en los humanos. También es
la que més frecuentemente muestra deficiencias en el albinismo, aunque también hay
albinismos por falta de feomelanina e incluso a veces de ambas melaninas.

Se piensa que la eumelanina es el principal agente protector para numerosas
formas de vida en contra de la radiacién ultravioleta, pero recientes estudios sugieren
que este polimero podria tener distintas funciones para cada organismo. Por ejemplo, la
inmunidad innata de los invertebrados frente a los patdgenos invasores es influida
principalmente por la melanina: a solo minutos de lainfeccion, el microbio
es encapsulado en melanina (mecanizacion); los radicales libres generados después de
la formacion de esta capsula ayudan a su eliminacién.

En la melanina es comun encontrar en los polimeros numerosos enlaces
cruzados: 5,6-dihidroxyndol (DHI) y 5,6-dihidroxyndol-2 &cido carboxilico (DHICA); esto
ha sido descubierto en recientes investigaciones dentro de las propiedades eléctricas de
la eumelanina. Sin embargo, esto ha indicado que tal vez existe otro mecanismo
conformado por oligdmeros basicos que se adhieren unos a otros.

3.8.3. En los animales

Los pigmentos de melanina son derivados del aminoacido tirosina. La forma
mas comun de melanina bioldgica es la eumelanina, un polimero pardo-negro del acido
dihidroxindole carboxilico, y sus formas reducidas. Todas las melaninas son derivadas
del poliacetileno (Accensi F, J Cano, L Figuera, ML Abarca, FJ Cabafies, 1999). La
melanina mas comun —dopamelanina— es un copolimero mixto de poliacetileno,

polianilina y polipirrol. Otra forma comin de melanina es la feomelanina, un polimero
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rojo-pardo compuesto de unidades de benzotiazina responsable del cabello rojo y las
pecas, negro o café, o bien la mezcla de sus copolimeros (Hamilton AJ, BL Gomez,
2002). La forma més comun de melanina organica es un polimero, conformado por
indolequinina o dehidroxindolina &cido carboxilico, ya sea combinados o en cadena. La
melanina existe en el reino vegetal, animal y en el protista, donde sirve de pigmento.

La presencia de melanina en los reinos Archaea y Bacteria sigue siendo motivo
de debate entre los investigadores del area. El incremento de la produccion de melanina
en la piel humana es llamado melanogénesis. El dafio inducido en el ADN por
la radiacion UV, estimula la produccidn de melanina, y esto lleva desarrollar
el bronceado de la piel. El bronceado basado en la melanogénesis toma tiempo para
lograrse, pero es mas duradero.

3.8.4. Apariencia.

Su color es negro, no refractil, granular, teniendo los granulos un didmetro
aproximado de menos de 800 nandmetros. Esta caracteristica es lo que diferencia a la
melanina de otros pigmentos contenidos en la sangre, que se encuentran en trozos mas
grandes y son refractiles, en un rango de color del verde al amarillo asi como el café
rojizo (Accensi F, J Cano, L Figuera, ML Abarca, FJ Cabafies, 1999). En lesiones
altamente pigmentadas, se pueden encontrar agregado de melanina que pueden
oscurecer el detalle histologico. Una solucién de permanganato de potasio es un efectivo
agente decolorante de la melanina.

La melanina es un biopolimero y un neuropéptido. Las melaninas son
estructuras rigidas de polimeros conductores compuestos de poliacetileno, polipirol, y
polianilina «negros» y sus polimeros mezclados (Hamilton AJ, BL Gomez, 2002). La
melanina mas simple es el poliacetileno, del cual derivan todos los demas, algunas
melaninas fungales son poliacetileno puro.
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Estos descubrimientos estuvieron perdidos hasta el resurgimiento reciente de
melaninas usadas en dispositivos, particularmente en displays electroluminicentes. En el
afio 2000, el premio Nobel de quimica fue obtenido por tres cientificos por el
subsecuente (re)descubrimiento y el desarrollo de dichos polimeros conductores
organicos (Accensi F, J Cano, L Figuera, ML Abarca, FJ Cabafies, 1999). Al parecer el
Comité del premio Nobel no tenia ninguna evidencia del reporte casi idéntico que Weiss
registr6 en 1977 sobre la alta conductividad pasiva en el polipirrol, ni de las propiedades
de alta conductividad de la melanina DOPA y sus semiconductores similares. El
dispositivo electronico organico de melanina es exhibido en estos dias en el Museo
Nacional de la Historia Americana de la Institucion Smithsoniana, en su sala Smithsonian
Chips que cuenta con una coleccion de dispositivos electronicos histéricos.

El proceso de sintesis de la melanina por los melanocitos se produce en el
interior de los melanosomas a partir de la tirosina. Una serie de oxidaciones de la tirosina
llevan a la constitucion de dihidroxifenilalanina (DOPA), lo que origina la produccion de
dopaquinona. Esto lleva a la formacién de eumelaninas y feomelaninas.

Es decir, que los diferentes tipos de melanina se forman a partir de la tirosina.

Las dos funciones principales de la melanina en nuestro cuerpo son ofrecer
una proteccion natural frente al sol y dotar de distinto color y tonalidades a la piel y el
cabello, lo que depende de la calidad y cantidad de melanina en el organismo y de
factores genéticos.

3.8.5. Hongos radiotréficos y melanina.

Los hongos radiotréficos son hongos que aparentemente hacen uso del
pigmento melanina para convertir la radiacion gamma en energia quimica que utilizan
para su crecimiento (Hamilton AJ, BL Gomez, 2002). Este mecanismo propuesto podria
ser similar al de fijacion del carbonoen los organismos fototrofos, los cuales
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capturan fotones de la luz visible por medio de pigmentos como la clorofila, para luego
utilizar su energia en la generacion de ATP y poder reductor desembocando finalmente
en la fotolisis del agua. Sin embargo, aun se desconoce si los hongos que contienen
melanina emplean una ruta metabdlica de multiples pasos similar a la de la fotosintesis,
o algun tipo de ruta de quimiosintesis.

Este tipo de hongos fueron descubiertos por primera vez en 1991, donde
aparecieron como un moho negro creciendo dentro y en las cercanias del reactor
numero 4 de la central nuclear de Chernébil. Estudios realizados en el Albert Einstein
College of Medicinemostraron que tres hongos con melanina, Cladosporium
sphaerospermum, Wangiella dermatitidis, y Cryptococcus neoformans, aumentaron
su biomasa y acumularon acetato mas rapidamente en un ambiente en el que los niveles
de radiacién eran 500 veces mayores a los de un ambiente normal, (Jacobson ES, 2000)
La exposicion de células de C. neoformans a estos niveles de radiacion, alter6
rapidamente (dentro de los 20—40 minutos de la exposicion) las propiedades quimicas de
su melanina y aumentd entre tres y cuatro veces las tasas de transferencia de electrones
mediadas por la melanina (medida como la reduccion de ferricianuro por el NADH) al ser
comparadas con células no expuestas. Los autores observaron efectos similares en la
capacidad de transporte de electrones de estos hongos luego de exponerlos a radiacion
no ionizante, sugiriendo que los hongos melanoticos también podrian ser capaces de
usar luz o radiacion calérica para su crecimiento.

3.8.6. Comparacion con los hongos no melanizados

La melanizacién, por otro lado, tiene un coste metabodlico elevado para las
células fungicas; en ausencia de radiacién, algunos hongos sin melanina (que habian
sufrido mutaciones en la via de biosintesis de melanina) crecieron a mucha mas
velocidad que sus equivalentes melanizados. Se ha sugerido que la presencia de
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moléculas de melanina en la pared celular de los hongos podria limitar la incorporacion
de nutrientes, o que se podrian formar compuestos intermediarios tdxicos para la célula
durante la sintesis de melanina, lo que contribuiria a la observacion de este fendmeno
(Hamilton AJ, BL Gémez, 2002). Esto es consistente con la observacion de que a pesar
de que muchos hongos son capaces de producir melanina, no lo hacen
constitutivamente (es decir durante todo el tiempo), sino que lo hacen en respuesta a un
estimulo externo durante diferentes etapas de su desarrollo.

El proceso bioquimico exacto por el cual se produciria la sintesis de compuestos
organicos mediada por la melanina, como se ha sugerido para el crecimiento de estos
hongos; incluyendo los intermediarios quimicos (tales como moléculas dadoras
electronicas y aceptores  electronicas nativas) 'y  productos quimicos, aun es
desconocido.

La melanina también funciona como sistema de evasién de los mecanismos
inmunolégicos del huésped. Se sabe que la melanina de la uva tiene propiedades
inmunomoduladoras, principalmente en la disminucion de las citocinas de tipo
proinflamatorias (Accensi F, J Cano, L Figuera, ML Abarca, FJ Cabafies, 1999) .Otras
observaciones sugieren que la melanina contribuye a la virulencia de los agentes
micoticos, protegiéndolos de la respuesta de defensa del huésped, pueden activar la
cascada del complemento, protegerlos frente a agentes oxidantes, reducir la fagocitosis
o la induccion de la muerte celular, inducir una fuerte respuesta de anticuerpos y generar
disminucion en la absorcion de ciertos medicamentos en los tejidos del huésped,
representada por la resistencia o la disminucion de la sensibilidad a los compuestos
antimicrobianos, como son la anfotericina B y la caspofungina.

El estudio de estas propiedades de la melanina no sélo se ha llevado a cabo in

vitro 0 con cepas mutantes, sino también con modelos animales en ratones; asi se sabe
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que los ratones son susceptibles a un amplio rango de infecciones microbianas como los
humanos. Esto ha hecho de ellos un buen modelo para generar infecciones que simulen
lo que ocurre en los humanos (Jacobson ES. 2000); a pesar de las muchas diferencias
entre ambos, el sistema inmune del ratén y el del humano son muy similares y ambos
estan formados por los componentes: la respuesta innata, la cual actian mediatamente
contra los microorganismos, y la respuesta adaptativa, a cual genera memoria
inmunolégica.

3.8.7. Importancia de la melanina en la naturaleza

En las plantas la melanina es de tipo DNH-melanina y hace parte de los
metabolitos secundarios; una gran variedad de funciones se han asociado con la
melanina; puede servir como transmisora de energia, unir medicamentos y quimicos, y
afectar la integridad celular. Las melaninas también son usadas como camuflaje y para
manifestaciones sexuales (Accensi F, J Cano, L Figuera, ML Abarca, FJ Cabafies,
1999). La tinta de Sepia officinalis es una suspension de particulas de melanina que ha
mostrado tener actividad antiviral in vitro, contra el virus de la inmunodeficiencia humana
y puede inhibir la formacién de sincitios o efectos citopaticos producidos por los virus.
Los insectos generan una respuesta inmune contra la melanina expresada por los
microorganismos invasores. En general, la melanina ha sido involucrada en muchos
procesos fisioldgicos, fisiopatologicos y patogénicos. En la actualidad se ha reportado la
produccion de melanina por muchos microorganismos, tanto ambientales como
patogenos para plantas y animales.

3.8.8. Melanina en plantas

Los pigmentos de origen vegetal, desde rojos y cafés hasta negros,
generalmente se producen por sustancias no nitrogenadas (Hamilton AJ, BL Gémez,
2002). Estas sustancias en las plantas se denominan alomelaninas o melaninas DHN,
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por su precursor el dihidroxinaftaleno. Hasta la fecha, las melaninas de las plantas no
han sido ampliamente estudiadas. Sin embargo, se conoce que Sarothamnus
scoparius (retama) es una de las plantas con mayor contenido de melandgenos; de las
legumbres y frutas es posible aislar tirosina, DOPA, tiramina, dopamina y epinefrina (N-
metildopamina), el color ennegrecido de los tubérculos (papas), las frutas (manzanas,
etc.) y en plantas como Vicia faba (habas) se encuentra alta gran cantidad de DOPA,
siendo éste un proceso de melanogénesis de tirosinasa 0 DOPA, (Jacobson ES. ,2000).
En todas las plantas las polifenoloxidasas son muy comunes, pero no siempre terminan
en la formacién de melanina; por ejemplo, el proceso de maduracién del banano esta
relacionado con la dopamina. Aunque la melanina se localiza en un solo tejido de la
planta, las enzimas que participan en su sintesis estan distribuidas en varias partes de la
planta.

Las melaninas son pigmentos oscuros que protegen los organismos contra el
estrés ambiental; asi mismo, algunos fitopatdgenos requieren de la melanizacién en los
apresorios para invadir los tejidos del huésped. En muchos hongos, fitopatdgenos
como Gaeumannomyces graminis var. tritici, el agente etioldgico de la enfermedad
devastadora de las raices de los cereales (devastating root disease of cereals),
requieren de la produccion de melanina para causar enfermedad. Muchos de estos
estudios muestran que la melanina puede jugar un papel crucial en la virulencia de los
patdgenos para las plantas, en la penetracion.

3.8.9. Sintesis de la melanina en hongos

En  ciertos hongos, el conidiéforo es  unaestructura  microscopica
especializada en la produccion asexual de miles de esporas llamadas conidios (Minter
DW, DL Hawksworth, AHS Onions, Z Kozakiewicz, 1985). Se localizan en el extremo

de hifas las cuales levantan la conidi6fora en el aire con el fin de esparcir las esporas
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con mas eficiencia. Algunas conidiéforas (en el Geotrichum candidum, por ejemplo) son
de un filamento, mientras que otras (en el Trichoderma viride, por ejemplo) son
ramificadas.

El gametdfito es el individuo de la generacion haploide en las plantas con ciclo
de vida haplo-diplonte (es  decir, con  generaciones alternadas  de
individuos haploides y diploides). El gametdfito es descendiente de un individuo adulto
fértil de la generacion diploide (llamado espordfito), y a su vez tendra descendientes
directos que también seran diploides (esporofitos).

El gametdfito es en un principio una Unica célula haploide originada
por meiosis en el esporofito(el individuo adulto diploide multicelular), pero a diferencia de
lo que pasa con los animales por ejemplo, esta célula haploide posteriormente se
desarrolla por mitosis, dando un individuo adulto multicelular (Minter DW, DL
Hawksworth, AHS Onions, Z Kozakiewicz, 1985). Es este adulto multicelular el que dara
los gametos fértiles que se uniran durante la fecundacién, dando un nuevo individuo
diploide.

El gametdfito produce los gametos masculinos o femeninos (0 ambos). No hay
cambio de numero de cromosomas en el gameto, que tiene la misma cantidad haploide
de cromosomas que el gametofito y por lo tanto en este caso los gametos son
producidos por mitosis (esto es una diferencia con lo que pasa en el ciclo de vida
diplonte que poseen los animales, por ejemplo). La fusion de los gametos masculinos y

femeninos produce el cigoto diploide.

3.9. CLASIFICACION DE LAS ESPORAS
Las esporas se pueden clasificar segun su funcién, estructura, origen del ciclo vital o por
su movilidad:
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3.9.1. Por su funcion.

Las diasporas son unidades de dispersion de los hongos, musgos y algunas
otras otras plantas. En hongos, las clamidosporas son esporas multicelulares de pared
gruesa resultado de reproduccidn asexual y las zygosporas son la parte sexual pues se
dividen por meiosis cuando logra condiciones para germinar.  Los hipnozigotos de los
hongos zigomicetos son producidos por via sexual y pueden dar lugar a
una conidiospora (“zygosporangium”) asexual.

3.9.2. Por su origen durante el ciclo bioldgico.

Una meiospora es el producto de la meiosis (la etapa citogenética critica de
la reproduccidn sexual), lo que significa que es haploide y que dara lugar a una célula o
individuo haploide. Esto es caracteristico en los ciclos vitales de plantas y algas.

Una mitospora se produce por un mecanismo de esporulacion y se propaga por
un medio asexual como resultado de la mitosis. La mayoria de los hongos producen
mitoesporas.

3.9.3. Por la movilidad.

La movilidad es la capacidad de moverse autonoma y espontaneamente. Las
esporas se dividen segun puedan moverse o no (Minter DW, DL Hawksworth, AHS
Onions, Z Kozakiewicz, 1985). La zoospora puede moverse por medio de uno o
mas flagelos y se pueden encontrar en algunas algas y hongos. En tanto la autoespora
no puede moverse y no tiene el potencial de desarrollar ningun flagelo.
Las balistosporas se descargan activamente del cuerpo fructifero. La estatismospora no
se descarga activamente del cuerpo fructifero, como en el pedo de lobo.

3.9.4. Esporas de las plantas

Esporas producidas en un ciclo de vida vegetal, donde hay alternancia haplonte
(n) - diplonte (2n).
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Las plantas se caracterizan por tener un ciclo vital con alternancia de
generaciones, una generacion esporofitica y una gametofitica (Bowen A, F Davidson, R
Keatch, G Gadd, 2007).

Ciertas células de los esporofitos producen esporas haploides por meiosis.

En el caso de lasplantas vasculares como los helechos, la dispersion
anemaocora proporciona una gran capacidad de distribucion de las esporas (Bowen A, F
Davidson, R Keatch, G Gadd, 2007). También, las esporas son menos propicias para la
depredacién animal que las semillas porque no contienen casi ninguna reserva de
alimento, pero son mas propicias para la depredacion por hongos y bacterias. Su
principal ventaja es que, de todas las formas de reproduccion, las esporas requieren
menos energia y materiales para producirse. Las esporas de las plantas vasculares son
siempre haploides, pudiendo ser isosporas (homosporas) o heterosporas. Las
heterosporas, presentes por ejemplo en las selaginellas, isoetes y algunos helechos
acuaticos, producen esporas de dos tamafios: las esporas mas grandes (megasporas)
producen gametofitos femeninos 'y las mas pequefias (microsporas) producen
gametdfitos masculinos. Las esporas pueden ser de dos tipos atendiendo a las marcas
de desarrollo: monoletas o triletas. En las monoletas, hay una sola linea elevada en la
espora que indica el eje a lo largo del cual la célula madre de las esporas se dividid
(Bowen A, F Davidson, R Keatch, G Gadd, 2007). En las esporas triletas, las cuatro
esporas comparten un origen comun, se disponen segun un tetraedro y entran en

contacto en tres caras separadas por tres carenas que irradian de un punto central.
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4. Material y Métodos

Como material de estudio se han utilizado hongos procedentes de lienzos de cuadros y

maderas de esculturas, en los procesos iniciales de restauraciones de dichas obras de arte.

4.1. GRUPOS EXPERIMENTALES:

- Primer grupo. Cultivo de aspergillus niger a los 5 dias en lienzos.

- Segundo grupo. Cultivo de aspergillus niger a los 10 dias en lienzos.

- Tercer grupo. Cultivo de penincilium candidum a los 10 dias en lienzos.

- Cuarto grupo. Cultivos de aspergillus niger y penincilium candidum a los 10
dias en esculturas.

4.2. SABOURAUD GLUCOSADO AGAR

Los hongos obtenidos se cultivaron en agar Sabouraud glucosado.

Elagar Sabouraud es unmedio de cultivoque por sus caracteristicas funciona
como medio de enriquecimiento para hongos y que en caso de contener cloranfenicol u
otro antibidtico, se convierte en un medio selectivo para los mismos. El medio contiene peptonas
y una elevada concentracion de glucosa que favorece el crecimiento de los hongos sobre las
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bacterias. Es utilizado para el cultivo de hongos, especialmente dermatofitos, aunque también
pueden desarrollarse en él cierto tipo de bacterias filamentosas tales como Nocardia.

Fue utilizado por primera vez por Raymond Sabouraud en 1892. Mas tarde Chester W.
Emmons mejoré el medio acercando el pH al neutro (pH entre 5,5y 6,0) y disminuyendo el nivel
de glucosa para permitir el crecimiento de otros subcultivos de hongos.

Sabouraud Glucosado Agar es un medio utilizado para el aislamiento, identificacion y
conservacion de hongos patégenos y saprofitos. También es util para el cultivo de levaduras.

4.2.1. Fundamento

Medio de cultivo recomendado para el aislamiento y desarrollo de hongos,
particularmente los asociados con infecciones cutaneas (piel, pelo, etc.). En el medio de cultivo,
la pluripeptona y la glucosa, son los nutrientes para el desarrollo de microorganismos. El alto

contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol y el pH acido, favorecen el crecimiento de

hongos sobre el de bacterias.

Ademas, al medio de cultivo pueden agregarse otros agentes selectivos de crecimiento.

4.2.2. Siembra

Depende del uso y puede ser tanto en tubo como en placa.

4.2.3. Incubacién

El tiempo de incubacion dependera del microorganismo que se esté buscando aislar.

Férmula (en gramos por litro)

Pluripeptona 10.0
Glucosa 40.0
Cloranfenicol 0.05
Agar 15.0

pH final: 5.6 £ 0.2

Instrucciones

Suspender 65 g del polvo por litro de agua
destilada. Reposar 5 minutos y mezclar hasta
uniformar. Calentar agitando frecuentemente y hervir 1
minuto hasta disolver. Distribuir y esterilizar 15
minutos a 118-121°C. Mantener en lugar fresco, pues
la exposicion al calor hidroliza los componentes.
Distribuir en placas o en tubos con cierre hermético
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4.2.4. Resultados

Microorganismos Crecimiento
Saccharomycescerevisiae Bueno
Aspergillus niger Bueno
Candidaalbicans ATCC 10231 Bueno

4.2.5. Caracteristicas del medio.

Medio preparado: Ambar claro, ligeramente opalescente sin ningin precipitado.

Almacenamiento: Medio deshidratado: a 10-35 °C.

Para este estudio se utilizaron como métodos de deteccidon de Aspergillus, por un lado,
el test PLATELIA™ ASPERGILLUS Ag (Ref 62794, BIO-RAD; USA) segun las indicaciones del
fabricante; por otro lado, se realiz6 diagnéstico molecular de DNA gendmico con la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCRrt), utilizando el suero ASPERGILLUS
SSP Q-PCR ALERT AMPLIPROBE (Ref RTS110-P, NANOGEN; Italy) siguiendo las indicaciones
del fabricante, en un equipo SmartCyclerR (Myconostica; UK)

Aspergillus: BBL Sabouraud Dextrose Agar Y BBL Sabouraud Dextrose Agar with

Chloramphenicol L007492 « Rev. 12 « Octubre 2015

4.3. PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD
El Sabouraud Dextrose Agar (agar dextrosa Sabouraud) es un medio no selectivo para el
cultivo y mantenimiento de hongos patdgenos y no patogenos, en especial dermatofitos. Se logra
selectividad mediante la adicion de cloranfenicol.
4.3.1. Realizacion del procedimiento de analisis
1. Licuar Sabouraud Dextrose Agar Deeps en tubos A mediante ebullicion en
bafio Maria.* Enfriar a 45 — 50 °C y verter en placas de Petri y dejar solidificar durante,

como minimo, 30 min. *NOTA: No se recomienda utilizar un horno de microondas.
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2. Inocular muestras representativas con los cultivos enumerados a
continuacion.

a) Extender en la superficie de agar 0,01 mL de asa calibrada utilizando cultivos
de caldo fungicos (hasta 7 dias de antigliedad). Para Escherichiacoli, inocular un asa
llena utilizando un cultivo de caldo de soja Trypticase de 18 a 24 h diluido en proporcion
10-1

b) Incubar los recipientes de prueba a 25 - 30 °C en una atmdsfera aerobia. Las
tapas deben estar flojas en los medios en los tubos y frascos.

c) Incluir agares inclinados de Sabouraud Dextrose Agar en calidad de
controles no selectivos cuando se analice Sabouraud Dextrose Agar con medios con
cloranfenicol.

*NOTA: Trabajar con A. brasiliensis (ATCC 16404) en una cabina de seguridad
biologica.

3. Examinar los recipientes durante un maximo de 7 dias para ver si presentan
crecimiento y pigmentacion y en busca de selectividad en el medio con cloranfenicol.

4. Resultados previstos Para Sabouraud Dextrose Agar Organismos de control
CLSI (cepas ATCC) *Candida albicans (60193)..........ccccevvverererererirnnn. Crecimiento a las
72 h

4.3.2. Control de calidad adicional
1. Examinar los tubos o frascos como se describe en la seccién “Deterioro del producto”.

2. Examinar visualmente los tubos o frascos representativos para asegurarse de
que los defectos fisicos existentes no interfieran con el uso.

3. Determinar el pH potenciométricamente a temperatura ambiente para verificar

el cumplimiento de la especificacion de 56 + 0,2. 4. Incubar tubos o frascos
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representativos sin inocular a una temperatura de 20 — 25 °C y 30 — 35 °C y examinar
después de 7 dias en busca de contaminacién microbiana.

4.3.3. Resumen y explicacion

Sabouraud Dextrose Agar es un medio de propdsito general disefiado por
Sabouraud para el cultivo de dermatofitos. Un bajo pH (de 5,6 aproximadamente)
favorece el crecimiento de hongos, en especial los dermatofitos, con efecto ligeramente
inhibidor para las bacterias contaminantes en muestras clinicas. La adicién de
cloranfenicol es una modificacion disefiada para aumentar la inhibicion bacteriana y
posibilitar el aislamiento de muestras contaminadas de hongos oportunistas que causan
infecciones clinicas similares a la dermatofitosis pero sensibles a la cicloheximida
incluida en algunos medios fungicos selectivos.

4.3.4. Recogida y manipulacion de las muestras

Las muestras adecuadas para cultivo pueden manipularse mediante diversas
técnicas. Las muestras deben obtenerse antes de administrar los agentes
antimicrobianos. Deben adoptarse las medidas necesarias para un transporte inmediato
al laboratorio.

Los agares inclinados en tubo preparados estan disefiados para uso con cultivos
puros con fines de mantenimiento y otros propésitos. Los medios pueden inocularse
hasta la fecha de caducidad e incubarse durante un maximo de 6 semanas. Para el
aislamiento de hongos de muestras potencialmente contaminadas, se debe inocular un
medio selectivo junto con uno no selectivo. Incubar los recipientes a 25 — 30 °C con
mayor humedad. Todos los cultivos deben examinarse al menos una vez por semana
para ver si presentan crecimiento fungico y deben mantenerse durante 4 — 6 semanas

antes de ser interpretados como negativos.
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Después de una incubacion suficiente, los recipientes deben mostrar colonias
aisladas en areas extendidas y crecimiento confluente en areas de inoculacién densa.
Puede ser necesario transferir el crecimiento de los agares inclinados a medios en placa
para obtener cultivos puros de hongos. Examinar los recipientes para ver si presentan
colonias de hongos con morfologia tipica microscépica y de colonias. Las pruebas
bioquimicas y procedimientos serologicos deben realizarse para confirmar los hallazgos.
4.3.5. Aspergillus Niger, con cloranfenicol.
- Polipeptona micolégica 10,00 g
- Dextrosa 40,00g
- Cloranfenicol ~ 0,50g
- Agar-agar 15,009
(Férmula por litro) pH final: 5,6 £ 0,2
4.3.5.1. Preparacion
Disolver 65,5 g de medio en 1 litro de agua destilada. Calentar hasta
ebullicion, agitando para su completa disolucion. Repartir en tubos o frascos.
Autoclavar a 121°C durante 15 minutos, o mejor 116 °C durante 10 minutos
evitando el sobrecalentamiento.

4.3.5.2. Control de calidad del medio

El control de calidad de un producto debe realizarse en un laboratorio
siempre que varien las condiciones de uso y que éste supere los tres meses sin
usarse 0 adquiera aspectos extrafios aunque no hubiese alcanzado la fecha de
caducidad teérica de la etiqueta.

Siguiendo los siguientes pasos:

DESHIDRATADO: Polvo grueso, Crema  PREPARADO: Estéril, Crema
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CONTROL DE CRECIMIENTO CUANTITATIVO 3-5 dias a temperatura
ambiente (21-28°C aproximadamente):
Staphylococcus aureus MKTA 6538P, Inhibido.
E.coli MKTA 25922, Inhibido.
Aspergillus niger MKTA 16404, Correcto, Colonias negras y esporuladas en 5
dias. Con respecto a PCA estandarizado®, recuento 73-475 %, pero de forma
selectiva.
PRESENTACION: TUBOS 20 ml, FRASCOS 100 y 250 ml,
MEDIO DESHIDRATADO, DESINFECTEST-LM, PLAQUITAS HERMETICAS
MF

Medio de uso muy extendido para el aislamiento y recuento de hongos
(levaduras y mohos) en la industria alimentaria. Es mas Util para cultivo répido
que para recuento (para éste es mejor el Rosa Bengala CAF Agar).

El cloranfenicol actua como antibacteriano termoestable de amplio
espectro, lo que da al medio una excelente selectividad con respecto al
Sabouraud Dextrose Agar. EI medio se incuba a 20-25 °C aproximadamente,
durante 3-5 dias.

4.3.5.3. Siembra

Con los tubos 20 ml y los frascos se preparan placas. En éstas se
siembra en superficie, extendiendo con un triangulo de vidrio flameado.

Las levaduras aparecen como colonias no filamentosas, a menudo
mucosas. Los mohos crecen con colonias filamentosas y de margen difuso.

Identificar al microscopio los mohos y con YEAST-IDENT las levaduras.
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El usuario final es el Unico responsable de la destruccion de los
organismos que se hayan desarrollado, segun la legislacién medioambiental
vigente.
4.3.6. Penincillium
BD Sabouraud GC Agar / CHROMagar Candida Medium (Biplate) USO
PREVISTO BD Sabouraud GC Agar / CHROMagar Candida
Medium (Biplate) (agar GC Saboraud BD / medio CHROMagar para Candida
[biplaca]) se utiliza para el aislamiento selectivo de hongos y para el aislamiento e
identificacion de Candida albicans, C. tropicalis y C. krusei a partir de muestras
externas..
4.3.6.1. Principios y explicacion del procedimiento.
Método microbiolégico
El agar Sabouraud con glucosa es un medio de amplia utilizacion y
parcialmente selectivo para hongos debido a su bajo pH y alta concentracion de
glucosa. Dado que muchas bacterias toleran el bajo pH y la alta concentracion
de glucosa y crecen en agar Sabouraud, en especial durante incubacion
prolongada, a menudo necesaria para el aislamiento de hongos, se han
desarrollado numerosas formulas con inhibidores antibacterianos. Se ha
demostrado que los antimicrobianos tales como penicilina, cloranfenicol,
aminoglucdsidos o combinaciones de los mismos son efectivos para inhibir
bacterias sin afectar el crecimiento de los hongos. En Sabouraud GC Agar las
peptonas son fuente de nitrégeno.
La glucosa (dextrosa) es una fuente de energia para el crecimiento de
los hongos. El cloranfenicol y la gentamicina son antibiéticos de amplio espectro
que inhiben una amplia variedad de bacterias gram negativas y gram positivas.
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CHROMagar Candida Medium es un medio selectivo y de diferenciacién para el
aislamiento de hongos.

Al afiadir sustratos cromdgenos en el medio, las colonias de C. albicans,
C. tropicalis y C. krusei producen colores diferentes, lo que hace posible la
deteccidn directa de estas especies de levaduras en la placa de aislamiento. Las
colonias de C. albicans presentan un color verde de claro a mediano, las
colonias de C. tropicalis presentan un color azul verdoso a azul metélico y las
colonias de C. krusei presentan un color rosa claro con un borde blancuzco. Es
posible que otras especies de levaduras produzcan su color natural (crema) o
presenten un color rosa o malva de claro a oscuro (por ejemplo, Candida
[Torulopsis] glabrata y otras especies).

Una ventaja adicional del medio es la facil deteccion de cultivos mixtos
de levaduras, debido a los diferentes colores que presentan sus colonias.Las
peptonas especialmente seleccionadas suministran los nutrientes en
CHROMagar Candida Medium. La mezcla cromégena patentada esta formada
por sustratos artificiales (cromdgenos), que liberan compuestos de colores
diferentes al ser degradados por enzimas especificas. De esta manera es
posible diferenciar determinadas especies o detectar ciertos grupos de
organismos con s6lo un minimo de pruebas de confirmacion.

El cloranfenicol inhibe la mayoria de los contaminantes bacterianos.
CHROMagar Candida Medium fue desarrollado por A. Rambach y lo vende BD
Diagnostic Systems mediante un acuerdo de licencia con CHROMagar, Paris,
Francia. REACTIVOS Foérmulas® por litro de agua purificada Sabouraud Agar
withGentamicin and Chloramphenicol CHROMagar Candida Medium Digerido
pancreatico de caseina 5,0 g Cromopeptona 10,0 g Digerido péptico de tejido
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animal 5,0 Glucosa 20,0 Glucosa 40,0 Mezcla cromégena 2,0 Agar 15,0
Cloranfenicol 0,5 Gentamicina 0,04 Agar 15,0 Cloranfenicol 0,4 pH 6,0 £ 0,3 pH
56 = 0,2 *Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de
rendimiento.

Ademas, al medio de cultivo, pueden agregarse otros agentes selectivos
de crecimiento.

Férmula (en gramos por litro) Instrucciones
Pluripeptona 10.0 Suspender 65 g del polvo por litro de agua destilada. Reposar 5
Glucosa 40.0 minutos y mezclar hasta uniformar. Calentar agitando
Cloranfenicol - 0.05 frecuentemente y hervir 1 minuto hasta disolver. Distribuir y esterilizar

15 minutos a 118-121°C. Mantener en lugar fresco, pues la
exposicion al calor hidroliza los componentes. Distribuir en placas o

Agar 15.0 en tubos con cierre hermético

pH final: 5.6 £ 0.2

4.3.6.2. Siembra
Depende del uso, puede ser tanto en tubo como en placa. Consultar referencia
de métodos recomendados.
4.3.6.3 .Incubacion
El tiempo de incubacion dependera del microorganismo que se esté buscando
aislar.

4.3.7. Resultados

Microorganismos Crecimiento
Saccharomycescerevisiae Bueno
Aspergillus niger Bueno
Candidaalbicans ATCC 10231 Bueno

4.3.8. Caracteristicas del medio

Medio preparado: ambar claro, ligeramente opalescente sin ningun precipitado.

4.3.9. Almacenamiento
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Medio deshidratado: a 10-35 °C.
Medio preparado: a 2-8 °C.

Para su estudio y descripcién hemos seguido diferentes metodologias, utilizando
tanto para el microscopio Optico, el electronico de barrido y el de transmision.

Para conocer su momento de desarrollo realizamos unas improntas de los
cultivos tefiidas con azul de metileno.

Para su estudio al microscopio 6ptico, las colonias fueron fijadas en formol al
4%, e incluidas en parafina. Se realizaron cortes de 3 um de grosor, y posteriormente
los cortes se tifieron con hematoxilina y eosina. También se realizaron improntas en los
porta y fueron tefiidas con azul de metileno.

Los métodos de tincion que hemos utilizado con sus protocolos son los
siguientes:

4.3.10. Fijacion

En este paso el tejido obtenido se coloca en una sustancia fijadora,
generalmente liquida, para evitar los cambios post-mortemy para lograr conservar la
forma original del tejido. Unos de los fijadores mas usado es el formol al 10%
(formaldehido).

En el caso de que utilicemos mas adelante el microscopio electronico,
usaremos:

4.3.11. Lavados

Se debe lavar el tejido para quitar el exceso de fijador (quimico). El exceso de
fijador al momento de la infiltracion, incluso en la microtomia, podria afectar los cortes
histoldgicos, y por ello se debe lavar con agua destilada.

La deshidratacion se hace empleando diferentes soluciones de alcohol de
concentracion creciente.
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4.3.12. Aclaramiento

En este paso se sustituye el alcohol por un disolvente de parafina. EI mas usado
es el xilol (xileno) ya que como la muestra esta deshidratada, el xilol entrara hasta lo mas
profundo del tejido. También el tejido pierde color y adquiere un tono acaramelado.

4.3.13. Infiltracion

En este paso la muestra se coloca en parafina liquida, cabe mencionar que se
debe usar parafina histolégica. Como se ha dicho en el paso anterior el tejido esta
completamente lleno de xilol, ahora debido a 6smosis sale el xilol y entra la parafina.

La deshidratacion, aclaramiento e infiltracion pueden ser realizadas
manualmente pero hoy en dia se realizan de modo automatico en maquinas especificas.

4.3.14. Inclusién

Tiene como finalidad proporcionarle al tejido un soporte sélido que posibilite
realizar un corte muy fino, por lo que es de suma importancia que el medio utilizado para
la inclusién penetre al interior del tejido. Aqui se forman bloques de parafina dentro de
los cuales estan las muestras a estudiar. También hay maquinas especializadas para la
inclusién en parafina de tejidos. Después de su inclusién y posterior secado, estos se
deben poner a enfriar en un congelador para su posterior corte. Puede llevarse a cabo
en Parafina

4.3.15. Microtomia

Se realizan cortes histolégicos muy delgados segun lo requerido o la costumbre
del laboratorio donde se realice la técnica. Los cortes van desde 0,5 micras hasta 8 u 10
micras. Los cortes se echan al bafio de flotacion y se ‘pescan” con un portaobjetos, se
marcan con la fecha, el tipo de tejido y la tincién con que se van a procesar. El angulo de
corte entre el cuchillo del microtomo y el bloque ha de estar entre 10° y 15°. Una vez
realizado el corte se da un bafio de agua destilada, para que la parafina se estire. Un
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buen corte histolégico debe tener un grosor aproximado de 3-5 micras para que sea
faciimente atravesado por la luz del sol y atraviese los poros celulares.
4.3.16. Tinciones
4.3.16.1. Técnica Tricrémico de Masson
Se trata de una técnica para la demostracion de fibras colagenas.
1- Fijacién: cualquier fijador es valido, si bien es de eleccién la solucion de
Bouin.
2- Cortes: en parafina.

3- MODO DE OPERAR tras la obtencién de los cortes:

XILENO....oiiiiie e, 10 MIN
XILENO. ..o 10 MIN
ALCOHOL 100, it ettt 5MIN
ALCOHOL 100......etieeeiiie et 5MIN
ALCOHOL 9.ttt 5MIN
ALCOHOL 96, 5MIN
LAVAR CON AGUA CORRIENTE.........coiiiiiiiiieiiiieeciee e, 5MIN
SOLUCION DE BOWIN A56-80.........cvoveveereeeieeiereens 1 HORA ESTUFA
LAVAR EN AGUA CORRIENTE HASTA QUE DESAPAREZCA EL COLOR
AMARILLO

LAVAR EN AGUA DESTILADA - HEMATOXILINA DE IRUM.................... 10 MIN
LAVAR EN AGUA CORRIENTE........coeiiiiiiieiiiiie e, 10 MIN
LAVAR CON AGUA DESTILADA

SOLUCION DE BRIEBRICH-SCARLET FUCSINA ACIDA...................... 5MIN
LAVAR CON AGUA DESTILADA

SOLUCION DE ACIDO FOSFOTUNGSTICO ACUOSO 5%...........ceerrnc.. 15 MIN
SOLUCION VERDE LUZ........cooviiieeeieeeeeeeeeeee e, 20 MIN
LAVAR CON AGUA DESTILADA

SOLUCION DE AGUA ACETICA AL 1%....cccovvvrvmrrrrmisisisssssssssssssssssssssssses 4 MIN
PASAR POR AGUA CORRIENTE

ALCOHOL 96, 5MIN
ALCOHOL 96.....ccvviieieiiee et 5MIN
ALCOHOL 100, ettt ettt 5MIN
ALCOHOL 100, 0ttt ettt 5MIN
XILENO Y MONTAR

4- Resultados:

a. NUCIEOS. .....coviiiiiiiiiici Azul negruzco

b. Citoplasmas, queratina, fibras musculares....Rojo

c. Colageno y reticulina...............cccoeeinnnnnn, Azul o verde
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4.3.16.2. Hematoxilina-eosina

La hematoxilina es un colorante catiénico mientras que la eosina es un

colorante ani6nico perteneciente a los xantenos. Se tefiiran los nucleos de azul,

citoplasmas en rosa, musculo en tonos rojizos a rosados fucsia, glébulos rojos

en naranja o rojo y la fibrina en rosa intenso.

1°-Desparafinado.
Estufa durante 30 min. a 60°.
Sumergimos en xilol durante 10 0 15 min.

5° Lavar en H20-2min.

2°- Hidratacion.
Alcohol absoluto-5min.

Alcohol 96°-5min.

Alcohol 70°-5min.

6°-Eosina alcoholica-1min.

3% Lavar en H20 destilada.

7°-Deshidratar.
Alcohol de 70°
Alcohol de 96°.
Alcohol absoluto.
Xilol.

4°- Hematoxilina-5min.

8°- Montaje.

Protocolo:

1. Las muestras se dejan en la estufa, por lo menos 10 minutos a 60°C o toda la

noche a 37°C (desparafinacion).

2. Xilol, 3 pasos de 5 a 10 minutos (final desparafinacion).

3. Etanol, por lo menos 3 pasos, habitualmente 96°, 80°, 70° de 3 a 5 minutos.

Acabar con un paso de agua (hidratacion).

4. La hematoxilina se debe filtrar antes de empezar.

5. Hematoxilina durante 3-5 minutos.

6. Llevarla cubeta a la pila.
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7.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Lavar la muestra en una cubeta con agua corriente de forma que rebose y
eliminar el exceso de colorante.

La muestra se sumerge y se saca rapidamente en una cubeta con alcohol
clorhidrico (0.5% de HCI en etanol absoluto) varias veces, para eliminar el
exceso de coloracion en la muestra (diferenciacion).

Se neutraliza el acido sumergiendo la muestra en agua corriente durante 2
minutos. Lavar con agua corriente durante varios minutos. Pasar por agua
destilada antes de Las muestras se dejan en la estufa, por lo menos 10 minutos
a 60°C o toda la noche a 37°C (desparafinacién).

Xilol, 3 pasos de 5 a 10 minutos (final desparafinacion).

Etanol, por lo menos 3 pasos, habitualmente 96°, 80°, 70° de 3 a 5 minutos.
Acabar con un paso de agua (hidratacion).

La hematoxilina se debe filtrar antes de empezar.

Hematoxilina durante 3-5 minutos.

Llevar la cubeta a la pila.

Lavar la muestra en una cubeta con agua corriente de forma que rebose y
eliminar el exceso de colorante.

La muestra se sumerge y se saca rapidamente en una cubeta con alcohol
clorhidrico (0.5% de HCI en etanol absoluto) varias veces, para eliminar el
exceso de coloracion en la muestra (diferenciacion).

Se neutraliza el acido sumergiendo la muestra en agua corriente durante 2
minutos.

Lavar con agua corriente durante varios minutos. Pasar por agua destilada antes
de sequir.

Sumergir la muestra en Eosina durante 3-5 minutos.
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Bario répido con agua.
Etanol, por lo menos 3 pasos, habitualmente 70°, 80° 96° de 3 a 5 minutos.
Acabar con 3 pases de 100% (deshidratacion).
Se acaba en xilol, en 2 0 3 cubetas, de 30 segundos a 5 minutos.
Montar de manera habitual.
Seguir.
Sumergir la muestra en Eosina durante 3-5 minutos.
Bario répido con agua.
Etanol, por lo menos 3 pasos, habitualmente 70°, 80°, 96° de 3 a 5 minutos.
Acabar con 3 pases de 100% (deshidratacion).
Se acaba en xilol, en 2 0 3 cubetas, de 30 segundos a 5 minutos.
Montar de manera habitual.
Resultados:
La hematoxilina al ser basica tifie acidos, de color morado (nucleos con DNA y
RNA), mientras que la eosina es un &cido y tifie bases, de color rosado
(citoplasma).
4.3.16.3. Técnica del PAS.

PAS:

Partimos de muestras que han sido fijadas e incluidas en parafina. Estas
muestras se han cortado en secciones de unas 8 um y adheridas a portaobjetos

recubiertos con gelatina.

1.- 2x10 min en xileno para desparafinar
2.- 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°
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o 4.-10 min en etanol 80°

o 5.- 10 min en etanol 50°

e 6.-5min en H20 destilada

o 7.- Acido peryddico al 0.5 % durante 5 min

Se oxidan las uniones carbono-carbono de los azlcares para formar grupos
aldehidos.

o 8.-varios lavados en H-0 destilada
e 9.- Reactivo de Schiff durante 30 min en oscuridad (el tiempo depende de la
temperatura)

Los grupos aldehidos reaccionan con el reactivo de Schiff (acido sulfuroso con
fucsina) resultando en un color rojo fucsia. Las secciones quedan de un color
rosado.

Se puede dar un paso con una solucién de metabisulfito potasico durante 2
minutos para eliminar los residuos de reactivo de Schiff de la muestra.

e 10.- 5 min en agua corriente

o 11.- Varios lavados en H0 destilada
e 12.- 5min en hematoxilina de Mayer
e 13.- 15 min en agua corriente

o 14.-20 s en H.0 destilada

e 15.- 5 min en etanol 80°

e 16.- 5 min en etanol 96°

o 17.-2x10 min en etanol 100°

o 18.-2x10 min en xileno

e 19.- Montado con medio de montaje

Glucidos: rosa intenso a fucsia
Nucleos: azul oscuro (en realidad se tifie sdlo la cromatina)

4.3.16.4. Azul de Metileno

1. Introduccion. El tamafio de la mayoria de las células bacterianas es tal que
resulta dificil de ver con el microscopio 6ptico. La principal dificultad es la falta
de contraste entre la célula y el medio que la rodea y el medio mas simple de
aumentar el contraste entre la célula y el medio que la rodea es la utilizacién de
colorantes.
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2. Tincion. Se entiende por tincion (o coloracion) simple al tefido de los
microorganismos aplicando s6lo una solucion colorante.

3. Tincién simple. Se usa un unico colorante, que siempre es de tipobasico. Se
utilizan solamente para incrementar el contraste; todas las células absorberan el
colorante y quedaran tefidas del mismo color.

4. Descripcion. El azul de metileno, cuyo nombre cientifico es Cloruro de
Metiltionina, es un colorante que se usa para tratar una enfermedad llamada
metahemoglobinemia.

5. Medicina. El azul de metileno se usa como tintura para tefiir ciertas partes del
cuerpo antes o durante la cirugia.

6. Propiedades. Esta sustancia tiene forma de cristales o polvo cristalino y
presenta un color verde oscuro, con brillo bronceado. Es Inodoro y estable al
aire. Sus soluciones en agua o en alcohol son de color azul profundo.

7. FUNDAMENTO. La coloracién con azul de metileno tifie a todas las bacterias
por igual. Se utiliza el colorante para tefiir las estructuras presentes en el
citoplasma de la bacteria.No es diferencial porque cuando se tifien
microorganismos con éste colorante tifie a todos por igual, se comporta de la
misma forma con una bacteria u otra

4.3.17. Observacion de resultados al microscopio electrénico
Para su observacion al microscopio electronico las muestras se fijaron en
glutaraldehido. Las correspondientes al BEM se desecaron y se recubrieron con oro

coloidal, en tanto que para el TEM se incluyeron en resinas y tras su corte se
contractaron con acetato de plomo y citrato de uranilo.

1°.- Fijacién en glutaraldehido al 5% en tampén fosfato 0,1 M. pH 7,2-74....... 2 horas

minimo.

2°.- Lavado en tampon fosfato 0,1 M + Sacarosa al 6,4 %........ccccceeereeevivisienne, 2 horas
3°.- Postfijacidn en tetroxido de osmio al 1% en tampon fosfato+ sacarosa........... 1 hora
;1°.- Lavado en tampdn fosfato 0,1 M + Sacarosa al 6,4 %........cccccceeveveverccircnnne. 10 min.
5°.- Deshidratar en acetona 40%, 70%, .......coovvveeiiiiiiiiiiiieeeeeei 10 min cada una..
6°.- Contrastar con acetato de uranilo al 1%.........cccovvrerrinicnnniescenes 10-12 horas.
7°.- Continuar deshidratacion en acetona 100%, 2 pases de........................ 30 min/cu.
8°.- OXido d€ ProPIlEN0. .....eeiiiieieeeee e 15 min.
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9°.- Incluir en resina epoxi (Araldita)

.a.- Oxido de propileno/ araldita en proporcion 3/1............cccovvvvieeeninnne 30min.
..b.- Oxido de propileno/ araldita en proporcidn 1/1.............ccooeiivviinnnn, 30min.
.C.- Araldita en estufa @ 60°C.............coooriiiiiiii e, 48 horas.

4.3.17.1. Microscopio Optico (MO)

Las muestras de las gdnadas seleccionadas fueron fijadas en
formaldehido tamponado al 10% a temperatura ambiente, se deshidrataron en
escala ascendente de etanol y fueron incluidos en parafina.

Las primeras secciones de cada bloque (4 um) fueron tefiidas con
hematoxilina/eosina para su estudio morfométrico e histopatolégico. Los cortes
fueron observados y fotografiados en un fotomicroscopio Leitz Ortholux.

4.317.2.  Microscopio Electronico de Barrido (MEB) y de

Transmision(MET)

Pequefias muestras fueron fijadas en glutaraldehido al 2% en solucion
0,1 M de buffer fosfato (pH 7,4) a 4 °C durante toda la noche y, posteriormente
refijadas en tetroxido de osmio en solucién 0,1 M de buffer fosfato (pH 7.4)
durante 30 minutos. Después de la deshidratacion en escala ascendente de
alcoholes e inclusion en Araldita, los cortes semifinos y ultrafinos se realizaron
en un ultramicrotomo LKB. Los cortes semifinos se tifieron con azul de toluidina,
mientras que en los cortes ultrafinos se realizd doble tincién con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Los cortes para el estudio ultraestructural fueron
estudiados y fotografiados en un microscopio electronico de transmision Jeol
1400 y el microscopio electronico de barrido es Jeol 7800.

4.3.18. Procedimientos morfométricos y estereolégicos
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El estudio cuantitativo se llevd a cabo mediante un sistema de analisis de
imagen constituido por un microscopio triocular Leitz Ortholux conectado con un sistema
informético digitalizador de iméagenes por medio de una camara de video SONY SSC-
C370P® Yy utilizando el programa informatico Visilog 5®.

Los cortes histologicos de cada espécimen fueron muestreados de forma
sistematica para seleccionar las imagenes microscopicas que fueron digitalizadas con
objetivos de 10x (N.A. 0,25) y 40x (N.A. 0,70). En cada seccidn se capturaron una media
de 7 campos, lo que teniendo en cuenta el numero medio de secciones por muestra,
contabilizaron una media de 28 campos capturados.

4.3.19. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el programa estadistico
Statgraphic (Centurion XVI®), a través de diferentes pruebas estadisticas y graficas.
Para ver si existian diferencias significativas entre las medias se uso la prueba- F en la
tabla ANOVA. Las Pruebas de Multiples Rangos se utilizaron para comprobar si las
medias son significativamente diferentes unas de otras, usando el método de LSD de
Fisher para discriminar entre las medias. Los resultados se expresan como media +
desviacion tipica y un valor de p<0,05 fue considerado significativo.

Los estudios morfométricos se realizaron al MET, se realizaron contando 10
cuadrados de cada rejillas, que suponen 10 x10,000 y son 100,000 um?2 la superficie

medida.
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5. Resultados

Los estudios que vamos a realizar en el presente capitulo corresponden a los diferentes
hongos microscopicos obtenidos de telas de cuadros y maderas de esculturas, distribuidos en

los siguientes grupos de investigacion:

Primer grupo. Cultivo de aspergillus niger a los 5 dias en lienzos.

Segundo grupo. Cultivo de aspergillus niger a los 10 dias en lienzos.

Tercer grupo. Cultivo de penincilium candidum a los 10 dias en lienzos.

Cuarto grupo. Cultivos de penincilium candidum a los 10 dias en esculturas.
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5.1. PRIMER GRUPO. CULTIVO DE ASPERGILLUS NiGER A LOS 5 DIAS.

Macroscédpicamente producen unas colonias bien desarrollas con uniformidad en el color
que, si bien se le detectan zonas negras como corresponden a este tipo de hongo, éstas son
escasas Y difusas y no se concentran en la zona central de las colonias.

El componente esencial de estos hongos son los conidioforos, formados por un tallo y la
cabeza aspergilar. En este grupo se destaca que existe un pleomorfismo en los conidioforos,
intercalandose de pequefios a grandes tamanios.

Para identificar a todos los elementos nos hemos basado en su disposicion topografica y
en su morfologia.

En muchas especies las paredes perforadas, o septos, dividen las hifas en células que
contienen uno o dos nucleos. Los flujos protoplasmaticos a través de las aberturas de los septos
proporcionan nutrientes a las células que se almacenan en las paredes de las hifas en forma de
glucogeno. Las hifas crecen por alargamiento de las puntas. La masa completa de hifas se llama
micelio que primero se desarrolla por debajo de la tierra y después por encima.

La mayoria de los hongos estan constituidos por finas fibras, que contienen protoplasma,
llamadas hifas. Estas a menudo estan divididas por tabiques llamados septos. En cada hifa hay
uno o dos nucleos y el protoplasma se mueve a traves de un diminuto poro que ostenta el centro
de cada septo. No obstante hay un filo de hongos, que se asemeja a las algas, cuyas hifas
generalmente no tienen septos y sus numerosos nucleos estan esparcidos por todo el
protoplasma. Las hifas crecen por alargamiento de las puntas y también por ramificacién. La
proliferacion de hifas, resultante de este crecimiento, se llama micelio. Cuando el micelio se
desarrolla puede llegar a formar grandes cuerpos fructiferos, tales como las setas y los pedos o
cuescos de lobo. Otros tipos de enormes estructuras de hifas permiten a algunos hongos
sobrevivir en condiciones dificiles o ampliar sus fuentes nutricionales. Las fibras a modo de
cuerdas del micelio de la armilaria, color de miel, facilitan la propagacion de esta especie de un
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arbol a otro. Ciertos hongos forman masas de micelio resistentes con forma mas o menos
esférica llamadas esclerocios.

Tallo

Al microscopio Optico se aprecia un contenido citoplasmatico irregular con grandes
depdsitos liquidos encerrados en grandes vacuolas. Su estudio al MET corresponde a un
conjunto de células eucariotas con escasa actividad celular, encontrdndose separadas entre si
por un espacio libre que corresponde a una segmentacion septal. La membrana celular es lisa y
esta envuelto en capas irregulares de proteinas. Son células grandes y alargadas.

En las zonas de separacion entre las células existen restos de citoplasma y los bordes
de separacion pueden ser lisos en los casos que haya concluido la citocinesis celular o con
uniones densas de membrana en los que aun no ha concluido la dltima fase de la division.

Vesiculas

El reticulo endoplasmico esta formado por saculos o cisternas membranosas aplanados
y comunicados entre si con el reticulo endoplasmico liso y con la membrana externa de la
envoltura nuclear. Presenta ribosomas adheridos a su cara externa o citoplasmatica dandole un
aspecto rugoso. Estos ribosomas se unen a la membrana del reticulo mediante glucoproteinas
de fijaciéon asociadas a un poro (receptor proteico de membrana asociado a un poro) que
permitiran la penetracion hacia el lumen de las proteinas fabricadas por los ribosomas adosados.

Las mitocondrias son unos organulos que estdn presentes en todas las células
eucariotas, tanto animales como vegetales. Ocupa 1/5 del volumen citoplasmatico.

Se localizan por todo el volumen celular y se desplazan asociadas a microtubulos del
citoesqueleto. Abundan en células del corazdn y en el flagelo del espermatozoide.

Presentan distintos tamafios y formas dependiendo del tipo de célula y de su estado
metabolico. Segun su forma puede ser cilindricas, esféricas u ovoideas. Su tamafio, cuando son
cilindros alargados, es de 0,5 de diametro y hasta 2 de longitud.

66



Resultados

El nicleo se presenta en dos estados que dependen de la fase del ciclo celular:

- nucleo en interfase: coincide con el periodo en el que la célula no se divide.

- nucleo en division: coincide con la mitosis.
Algunas de sus caracteristicas son:

- forma: es muy variada. Normalmente es esférica.

- tamano: suele ser de 2 a 25 de didmetro, aumentando considerablemente
cuando ocurre la duplicacion del material genético.

- posicion: en células animales esta centrado, pero en las vegetales esta
lateralizado.

- numero: suele haber uno, pero las células musculares tienen muchos y las
hepaticas tienen dos.

Métulas.

Es frecuente observarlas en division mitética, alargdndose y con dos polos, donde
encontramos los nucleos que pueden estar mostrando los cromosomas. Cuando se aprecian los
cromosomas éstos estan poco organizados y tienen escasa densidad electronica dandose los
casos que dichos nucleos pueden estar en momentos diferentes, es decir, uno organizado y el
otro mostrando los cromosomas.

El reticulo rugoso es la expresion mas patente del sistema membranoso interno que
caracteriza a la célula eucariota, es el reticulo endoplasmatico. Se trata de una red tridimensional
de cavidades limitadas por membranas que se extiende por todo el citoplasma. Estas cavidades
presentan formas muy variadas (cisternas aplanadas, vesicula globular que esté constituido por
una o mas pilas de vesiculas membranosas aplastadas, denominadas saculas, rodeadas de un
enjambre de pequefias vesiculas esféricas. Se denomina asi en honor a su descubridor, Camilo

Golgi, que en 1898 puso a punto la técnica de tincion que permitié identificarlo.
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Cada una de las pilas de saculas que integran el aparato de Golgi recibe el nombre de
dictiosoma; cada dictiosoma mide alrededor de 1 um de diametro y agrupa unas 6 saculas. Una
célula puede contener uno o0 mas dictiosomas dependiendo de cual sea su funcion. Por ejemplo,
las células secretoras, como las del pancreas, presentan aparatos de Golgi muy desarrollados,
mientras que las células que no desarrollan actividad secretora suelen presentar un solo
dictiosoma

El complejo de Golgi se encuentra estructural y funcionalmente polarizado. Presenta dos
caras bien diferenciadas: la cara cis se sitla proxima a las membranas del reticulo
endoplasmatico y esta rodeada de pequefias vesiculas, denominadas vesiculas de transicion,
que derivan de él; la cara trans se encuentra proxima a la membrana plasmatica y de ella parten
unas vesiculas mas grandes, las vesiculas secretoras. Existe un intenso trafico de sustancias a
través del aparato de Golgi que va desde la cara cis hacia la cara trans. Estas sustancias
proceden del reticulo endoplasmatico, llegan a la cara cis en forma de vesiculas de transicion,
va pasando de sacula en sacula y, por ultimo, salen por la cara trans en forma de vesiculas
secretoras que se dirigen hacia diferentes destinos celulares.

La funcion del aparato de Golgi consiste en organizar y dirigir la circulaciéon de las
macromoléculas en la célula, constituyendo un verdadero centro de clasificacion y distribucion de
diferentes tipos de productos que mas tarde seran transportados bien a los lugares de la célula
donde resultan necesarios o bien al exterior de la misma. Los productos que han de ser
"exportados" fuera de la célula son seleccionados y embalados por el aparato de Golgi en forma
de vesiculas secretoras que luego vierten su contenido al medio extracelular en un proceso
denominado exocitosis; el contenido de otras vesiculas se incorpora a diferentes organulos
celulares como lisosomas y peroxisomas. Por otra parte determinados procesos de modificacién
de macromoléculas, como laglicosilacion de las proteinas que comienzan en el reticulo
endoplasméatico, culminan en las saculas del aparato de Golgi.
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Las mitocondrias son organulos de doble membrana que estan presentes en
todas las células eucariotas. Dado que aparecen en elevado nimero (varios cientos o incluso
miles por célula) ocupan un porcentaje significativo del volumen del citoplasma. El conjunto de
las mitocondrias de una célula recibe el nombre de condrioma. Aunque pueden presentar formas
variadas, la mas comun es la de un cilindro redondeado por sus extremos con 1umde diametro y
2 um de longitud aproximadamente. Esta forma y tamafio son muy similares a los de muchas
bacterias. La mitocondria esta limitada por dos membranas: la membrana mitocondrial externa y
la membrana mitocondrial interna. Estas membranas 19 definen dos compartimentos internos: el
espacio intermembrana situado entre ambas, y la matriz mitocondrial, que es el compartimento
principal y se halla delimitado por la membrana mitocondrial interna. La membrana mitocondrial
interna presenta una serie de repliegues o invaginaciones, denominados crestas mitocondriales,
que aumentan considerablemente su superficie.

Fialides.

Las fidlides mas cercanas a las métulas carecen de granulaciones y se denominan
agranuladas. Inicialmente carecen de granulos que aparecen posteriormente en las granuladas.
Tienen un tamafio alrededor de 5 um de diametro, y preferentemente se disponen en mosaicos
relacionados entre si por una fina membrana. Son células ovoides o piriformes. Tienen un nicleo
bien desarrollado, dispuesto excéntricamente, con una cromatina clara y homogénea, su
envoltura nuclear es lisa y apenas muestra invaginaciones.

Dentro del citoplasma, y aparte del nucleo, se observa la presencia de ciertas
formaciones de muy diverso aspecto y consistencia, que hemos dado en llamar organulos
celulares y vamos a describir a continuacion.

La actividad del reticulo estad estrechamente relacionada con la sintesis de proteinas.

Las dos zonas que acabamos de definir intervienen de distinto modo en estos procesos. El
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reticulo endoplasmatico liso es responsable de: la sintesis de fosfolipidos y colesterol y el
procesamiento de sustancias toxicas procedentes del exterior de la célula.

Los ribosomas se encuentran tanto en las células procariotas como en las eucariotas.
Estan compuestos por RNA y proteinas. Son unos granulos cuyas dimensiones se miden en
millonésimas de milimetro, que se hallan situados sobre las membranas del reticulo
endoplasmatico o sobre la cara externa de la membrana nuclear, o incluso aislados en el
plasma. Contienen esencialmente &cidos nucleicos y macromoléculas de proteina en
proporciones variables.

En los ribosomas tiene lugar la sintesis de proteinas, es decir, la union de los
aminoacidos de una proteina siguiendo una secuencia establecida genéticamente.

Las mitocondrias son minUsculos organulos celulares, descubiertos ya en 1886. Se
hallan, generalmente en gran numero, en casi todas las células vegetales y animales (células
eucariotas). Suelen tener una forma cilindrica, y un diametro de 0,5 micrometros. Observadas al
microscopio electronico presentan dos membranas separadas:

-La membrana interna, con repliegues hacia el interior o crestas que aumentan la
superficie de la membrana. Contiene numerosas proteinas de transporte y otras con funciones
muy especializadas, como los complejos que forman la cadena respiratoria y la ATP.

-La membrana externa. Contiene numerosas proteinas que regulan los intercambios de
sustancias con el citosol. Destacan las proteinas de canal, las cuales forman grandes poros que
la hacen muy permeable.

Las mitocondrias son los organulos especializados en proceso de respiracion celular, ya
que las enzimas necesarias para que se produzca dicho proceso estan contenidos en estos

organulos.
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El complejo de Golgi es un organulo comin a todas las células eucariotas y esta
especialmente desarrollado en aquellas que tienen actividad secretora. El aparato de Golgi esta
constituido por escamas de 1 a 3 micras de diametro.

Esta constituido por una serie de cavidades planas paralelas, delimitadas por una
membrana en cuya periferia hay unas vesiculas llamadas asimismo de Golgi.

La funcién del aparato de Golgi consiste en el aislamiento dentro del citoplasma, y
mediante una membrana, de algunas sustancias con el fin de llevarlas del interior del propio
citoplasma a su parte exterior.

Asi pues, el complejo de Golgi interviene en las secreciones y las excreciones celulares
y protege a la célula de la accion toxica de determinadas sustancias.

Las vacuolas son organulos caracteristicos de las células vegetales aunque no
exclusivos de ellas. Estan rodeadas de una membrana denominada tonoplasto y en su interior se
encuentra una sustancia fluida de composicion variable. Las vacuolas pueden ocupar entre un 5
y un 90% del volumen celular aunque, de hecho, casi siempre es superior al 30%.

Desempefian funciones muy diversas, hasta el punto de que en una misma célula
pueden encontrarse vacuolas con funciones distintas.

Las fidlides granulares se localizan en las zonas mas externas y muestran granulos
proteicos grandes y de mediana densidad electronica y también hemos encontrado granulos muy
densos en escaso numero y de pequefio tamafio que corresponden a granulos de melanina.
Estas granulaciones de melaninas seran las responsables de la coloracién negra de las colonias,
y se aprecian también al microscopio dptico con una coloracién parda de su citoplasma. Todas
las fialides también se presentan en mitosis.

Conidios.

Morfologicamente se configuran por dos componentes: el interno, que corresponde a

una pequefa célula eucariota con escasos organoides, y las correspondientes cubiertas. En las
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cubiertas recién formadas se destaca una densa y fina envuelta que proviene de los granulos
densos de las fidlides que posteriormente son excretados y organizan una membrana continua,

homogénea y clara, con pequefias espiculas externas que se aprecian tanto al MEB como al

MET.

Esporas

Estas cubiertas terminan fundiéndose y dan una o varias, de morfologia similar y escasa
densidad.

5.2. SEGUNDO GRUPO. ASPERGILLUS CULTIVADO DURANTE 10 DIAS.

En nuestro trabajo hemos estudiado como segundo grupo de investigacion los
aspergillus niger a los 10 dias de cultivo.

Como en el caso anterior, la parte esencial de los conidiéforos estan formados por un
tallo y la correspondiente floracion de la cabeza aspergilar, con la caracteristica de que son
uniformes, de grandes tamafios y de un color negro intenso.

Todos los componentes que forman los conididforos estan presentes en la cabeza
aspergilar y tienen la misma morfologia, a excepcion de las fidlides que en definitiva son las
responsables de la coloracidn negra de las colonias.

Dado que el tallo, las vesiculas, las métulas, los conidios y las esporas son similares a
las estudiadas anteriormente, vamos a describir solamente las fidlides por sus diferencias
morfolégicas.

Fialides.

Estos componentes son mas numerosos y se disponen en hileras y también en
mosaicos. Estas células eucariotas se pueden dividir por su morfologia y composicién en dos
grupos; las fiallides granulares y las fidlides pigmentadas. Ambas células las encontramos en

fase de mitosis y en fase vegetativa.
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Fialides granulares.

Estas fialides son las mas jovenes y tienen un tamarfio alrededor de 5 um de diametro, y
preferentemente se disponen en mosaico, relacionados entre si por una finas membranas. Son
células ovoides o piriformes y tienen un ndcleo bien desarrollado, dispuesto excéntricamente,
con una cromatina clara y homogénea, su envoltura nuclear es lisa y apenas muestra
invaginaciones. El citoplasma es uniforme e incluso tienen mas densidad que el nucleo, con
numerosos ribosomas y algunas cisternas de reticulo rugoso, y también mitocondrias de
densidad similar al citoplasma pero con abundantes crestas. Algunas de estas células eucariotas
las hemos encontrado en division celular, mostrando todas las fases de las placas mitoticas si
bien los cromosomas estan poco individualizados y se disponen como acumulos de cromatina
densa. En su citoplasma se aprecia grénulos de escasa densidad que participaran en la
formacion de las capsulas de los conidios.

Las fialides pigmentadas son muy similares a las anteriores, aunque con dos
diferencias esenciales, por una parte son de mayor tamafio, de alrededor de 6 um de diametro, y
sobre todo la existencia en el citoplasma de varios granulos como los anteriores pero, sobre
todo, granulos muy densos, de grandes proporciones y formados exclusivamente por material
muy denso y homogéneo. Estas ultimas granulaciones las identificamos como melaninas que
seran las responsables de la coloracion negra de las colonias. Al microscopio Optico le da una
coloracion parda de su citoplasma. Son frecuentes las divisiones mitoticas.

Las células correspondientes a las vesiculas, que se inician en el cono, se disponen de
forma radial y tienen forma alargada, iniciando la disposicién radial del resto de componentes.
Estas células tienen una pared rigida y su componente celular es alargado y esta rodeado de
espacios claros. La existencia de escasas mitosis, con escasos cromosomas, indica que su

division mitdtica para producir las métulas es muy rapida.
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Los estudios realizados al TEM de las métulas indican que estos componentes son de
transicion y carecen de relevancia funcional, como indican sus escasos organoides
citoplasmaticos y que su presencia sea corta, como indican las mitosis que daran paso a la
formacién de las fialides.

Como hemos apreciado en los estudios del ME de los conidiéforo, las células eucariotas
que tienen mayor actividad funcional son las fidlides. Por una parte el gran numero de mitosis
que hemos observado indica un aumento en el numero de células que posteriormente se
transformaran en los conidios, y que no solo actia como una zona germinal, sino que por lo
contrario sus numerosos componentes citoplasmaticos facilitaran la formacién de los conidios e
incluso el dar la coloracién negra a las colonias. Dentro de las granulaciones existentes se
desprenden dos funciones importantes, en primer lugar los granulos proteicos claros que tienen
una clara funcién de producir las envueltas de los conidios y posteriormente las esporas, y en
esta formacion de los granulos proteicos participa fundamentalmente su reticulo rugoso. Y en
segundo lugar los granulos muy densos corresponden a melanina.

De las descripciones que hemos realizado tanto al microscopio optico como electronico
de transmision se deduce que la coloracion negra de las colonias se debe a la presencia de
pigmentos de la melanina, y que estos pigmentos se localizan fundamentalmente en las fialides
pigmentadas. Hemos podido comprobar que en aquellos conidiéforos cuyas fidlides contienen
mas pigmento se traduce en una mayor coloracion de las colonias. En las colonias jovenes en
las que su coloracién es homogénea y apenas oscura indica que la melanina es escasa y esta
distribuida uniformemente, en tanto que en las colonias de larga duracién de su cultivo,
macroscopicamente el aumento del color negro y su disposicion central en la colonia parece
indicar que los conidioforos tienen un mayor nimero de fidlides pigmetadas, y que se disponen

de forma radial y concentradas en el centro de las colonias.
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Las fidlides, para poder realizar todos los mecanismos de maduracion, tienen una
disposicién especial, de ahi que presenten una disposicién a modo de mosaico en la fase de
sintesis de las granulaciones, y en hileras cuando estan en fase de transicion a los conidios.

Los conidiéforos y las esporas son similares a las descritas en el grupo anterior.

5.3. TERCER GRUPO. PENINCILLIUM

Tallo

De las células que configuran el tallo destacamos sus diferentes componentes.

El reticulo endoplasmico rugoso es muy abundante en células encargadas de la
sintesis de proteinas. La sintesis, transporte, almacenamiento y glicosilacion de las proteinas
son las funciones mas importantes. El almacenamiento se realiza en el lumen y para que la
proteina se mueva tiene que ser glicosilada. Esto consiste en la union de un oligosacarido a una
proteina para que ésta pueda ser transportada hasta el aparato de Golgi donde del
monosacarido desaparecera.

El REL esta constituido por una serie de tubulos interconectados que recorren todo el
citoplasma. Esta comunicado con el reticulo endoplasmico rugoso pero no presenta ribosomas
en su exterior y es muy abundante en células encargadas de sintetizar lipidos y hormonas
esteroides.

El desarrollo del Golgi es variable, dependiendo del tipo de células y la actividad que
desarrollen abunde en células secretoras. Se encarga del transporte de proteinas procedentes
del reticulo hasta el lugar que la célula las necesite.

Las mitocondrias estan constituidas por una membrana externa lisa y una membrana

interna muy plegada formando invaginaciones que reciben el nombre de crestas mitocondriales.
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Entre las dos membranas queda un espacio llamado intermembranoso e interiormente queda
una cavidad llamada matriz.

La membrana externa es muy permeable porque posee muchas porinas (proteinas de
transmembrana) que se encuentran formando los poros de membranas. La membrana interna es
practicamente impermeable a las sustancias pequefias e iones y permeable al oxigeno molecular
y al agua. Las crestas permiten que aumente la superficie.

La matriz contiene una solucion gelatinosa con un 50% de agua, enzimas y distintos
tipos de sustratos. Ademas hay una molécula de ADN vy ribosomas (adosados o sueltos). Se
pueden formar por divisidn de otramitocondria anterior. Sélo pasa esto con mitocondrias y
cloroplastos porque son los unicos que tienen ADN.

El nucleo estd formado por una envoltura nuclear que interiormente encierra el
nucleoplasma y que en él se encuentra el/los nucleolos y en él esta la cromatina que forma los
cromosomas.

La envoltura nuclear es una doble membrana que envuelve al nucleoplasma y se
comunica por el reticulo endoplasmico rugoso. No es continua. Se encuentra atravesada por los
poros nucleares, a través de los cuales se realiza el intervalo. Esta doble membrana esta
formada por una membrana externa que se encuentra en contacto con el hialoplasma y puede
presentar ribosomas pegados. Interiormente se comunica con el espacio perinuclear. La
membrana interna comunica con el nucleoplasma y el espacio perinuclear y es lisa.

El espacio perinuclear tiene la misma funcién que el lumen del reticulo endoplasmico.
La membrana se encuentra recorrida por los poros, que son un complejo de proteinas que
permiten el intercambio entre el citoplasma y el nucleoplasma. La funcion de la envoltura nuclear
es proteger el material genético.

El nucleoplasma es el medio interno del nucleo, recibe también el nombre de jugo

nuclear o carioplasma.
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En el interior del nucleoplasam esta el nucleolo, que es una estructura esférica con
aspecto esponjoso y carente de membrana. Su didmetro es de 1-3 y aparece en el niumero de 1
0 2 en cada nucleo.

La estructura: esta constituido por proteinas, cadenas de ARN y algun ADN.

La funcion: sintetizar y organizar los componentes del ribosoma tanto la subunidad
mayor como la menor (ARNr).

La cromatina esta constituida por filamentos de ADN que constituyen el material
genético. Aparece en la interfase y se encuentra disgregada ocupando todo el nucleoplasma.
Durante la mitosis esta cromatina forma los cromosomas.

Conidioforos.

Tienen abundantes organoides, los ribosomas estan formados por dos subunidades, una
mayor que la otra. La subunidad menor posee menos proteinas que la mayor y la mayoria de
ellas son diferentes de las que presenta la otra subunidad. Ademas de los ribosomas que estan
libres 0 adosados al reticulo endoplasmaético rugoso los podemos encontrar en las mitocondrias.

Los ribosomas forman polisomas para realizar cualquier tipo de sintesis proteica, tanto la
efectuada por los ribosomas libres como por los asociados a la membrana del reticulo
endoplasmatico rugoso. El numero de ribosomas que forman un polisoma y la longitud del ARNm
que los une varian segun el peso molecular de la proteina que se va a sintetizar.

Para la sintesis de proteinas los ribosomas recorren el ARNm desde un extremo a otro.
Por cada tres nucleotidos recorridos incorporan un aminoacido (proporcionado por un ARNt) a la
cadena de proteina que estan sintetizando. Cuando han completado el recorrido, los ribosomas
se liberan del ARNm y sueltan la proteina ya terminada. Mientras se esté sintetizando la
proteina, por cada ribosoma que abandona el polisoma en el extremo final, otro se incorpora en
el inicial, de modo que el polisoma mantiene una apariencia estable aunque sus ribosomas
cambien.
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Reticulo endoplasmatico rugoso: sus membranas son méas delgadas que la membrana
plasmatica y tienen un mayor contenido en proteinas. Los ribosomas se fijan a la membrana del
reticulo endoplasmatico rugoso por la subunidad mayor y solo aquellos con un péptido, sefal
especifica (que reconocen las proteinas receptoras del ribosoma). La funcion de este organulo
es el almacenamiento de las proteinas sintetizadas por los ribosomas para su glicosilacion
(proceso que forma parte de la maduracion de las proteinas en el que se le afiaden
oligosacaridos). Las proteinas que se almacenan se utilizan para la:

Secrecion celular: las proteinas pasan al complejo de Golgi y desde éste pasan a las
vesiculas que después verteran su contenido al exterior por exocitosis. La secrecion puede ser
de dos tipos:

- Secrecion constitutiva: que implica la renovacion de la membrana plasmatica.

- Secrecion celular regulada: que implica la secrecion celular propiamente dicha (por

ejemplo enzimas) y también la renovacion de la membrana plasmatica por parte de

las membranas de la vesicula.

El complejo de GOLGI consta de varias unidades, probablemente conectadas entre si,
denominadas dictiosomas. Cada dictiosoma es un conjunto de saculos apilados, separados entre
si 'y en cuya periferia hay vesiculas de diversos tamafios. La cara mas proxima al nucleo celular
o cara proximal se denomina cara externa o cara cis. Es de forma convexa y presenta muchas
fenestraciones. En su periferia hay tibulos y vesiculas. Los tubulos conectan con otros
dictiosomas. Las vesiculas provienen del reticulo endoplasmatico rugoso, que le transfieren su
contenido, por lo que se llaman vesiculas de transicion. Las siguientes cisternas son cada vez
menos fenestradas y con cada vez menos vesiculas y tubulos. La cara mas préxima a la
membrana plasmatica, o cara distal, se denomina cara interna o cara trans; la luz de las

cisternas es mas amplia que en las de la cara cis (va aumentando progresivamente) y de su
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superficie emigran grandes vesiculas denominadas vacuolas de condensacién o granulos de
secrecion. La membrana del aparato de Golgi es trilaminar, de menor espesor que la plasmatica
y de similar estructura que la mayoria de las membranas citoplasmaticas, aunque se cree que va
aumentando de espesor desde la cara cis hasta la trans para que las vesiculas que abandonan
el aparato de Golgi tengan el mismo espesor que la plasmatica a la que se uniran.

Las vesiculas de secrecion, tanto las de secrecidn regulada como las de secrecion
constitutiva, proceden de la cara trans del aparato de Golgi y se unen a la membrana plasmatica
liberando el contenido. Con la secrecion se va incrementando la membrana plasmatica de la
célula y hace falta una recuperacion de ese exceso de membrana; esta recuperacion se realiza
mediante las vesiculas de endocitosis. De esta forma se produce un reciclaje de membrana.

Las vesiculas pueden ir no solo a la membrana plasmatica sino a destinos intracelulares,
como a lisosomas. En este caso también se establece un reciclaje de membrana con unas
vesiculas de ida hacia los lisosomas y otras de vuelta desde éstos hacia el aparato de Golgi.

Las vesiculas emigran a una zona u otra en funcién de unos marcadores en su parte
externa hasta encontrar el receptor al que unirse. Siguen una direccién u otra en funcion de la
polaridad.

Las mitocondrias presentan una doble membrana (externa e interna); la membrana
interna presenta invaginaciones hacia el interior que constituyen tabiques denominados crestas.
Estas no llegan de un lado a otro de la mitocondria, por lo que la compartimentacion que
producen es abierta.

El numero de crestas es muy variable y, normalmente, va relacionado directamente con
las necesidades de produccion energética de la célula. Se orientan preferentemente
perpendiculares al eje longitudinal de la mitocondria. El interior de las mitocondrias esta

constituido por un contenido méas o menos fluido denominado matriz mitocondrial.
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Los ribosomas mitocondriales son generalmente mas pequefios que los del
citoplasma. Sintetizan algunas proteinas de la mitocondria, principalmente ciertas proteinas
integrales de la membrana interna. Las restantes proteinas se importan del citoplasma.

En las células eucariotas el nucleo esta rodeado por una membrana nuclear, mientras
que en las procariotas no existe dicha membrana por lo que el material nuclear esta disperso en
el citoplasma. También se la llama carioplasma y suele tener una forma redondeada o eliptica en
las células prismaticas, en el centro de la célula, y mantiene casi siempre esta posicion. El
nucleo de una célula normal puede presentarse en dos formas distintas, segun sea el estadio en
que se halle la propia célula.

Al comenzar la division celular o mitosis se distinguen en el nucleo unos corpusculos
caracteristicos susceptibles de ser coloreados: son los cromosomas, portadores de los factores
hereditarios o genes. Cuando la célula permanece sin dividirse (periodo interfase), el nucleo
presenta una estructura interna filamentosa, poco visible al microscopio optico, en la que destaca
un organulo denominado nucléolo.

Los Cromosomas. La funcién del nucleo, que consiste en transmitir de una a otra célula
la informacién genética que posee sin modificarla ni empobrecerla, se realiza propiamente en el
momento de la division celular, que es consecuentemente el de la division del nucleo. Esta
division, la mitosis, provoca un importante cambio de forma en el nucleo, que se presenta al
microscopio bajo la forma de los llamados cromosomas.

Son unos a modo de bastoncillos, curvos o en forma de V, que en el curso de la mitosis
aparecen siempre claramente diferenciados e individualizados. No se conoce todavia de modo
exacto la estructura de cada cromosoma, pero se supone que cada uno de ellos consta de una o
varias dobles hélices de ADN, varias veces envueltas sobre si mismas. El nimero de

cromosomas de cada célula es constante para cada especie, pero se reduce a la mitad en las
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celulas germinales o gametos. En razon de este fendmeno, a estas células se las llama haploide,
frente a la denominacion de diploides que tienen las demas.

El nucléolo. Es un pequefio organulo, faciimente distinguible con el microscopio 6ptico
debido a su tamafio (1 a 7 micrometros de diametro). Su tamafio y su morfologia son no
obstante, variables en funcién de la especie, del tipo celular y del estado fisioldgico de la célula.
Tienen forma redondeada, que desaparece durante la divisidén celular, pero mantiene contacto
con regiones definidas de algunos cromosomas. En realidad, el nucléolo es elaborado por los
cromosomas, y contiene principalmente proteinas, ARN, lipidos y algunos enzimas.

Vesiculas.

Estas células son muy numerosas y con gran riqueza de organoides celulares y son
similares a las descritas en los estudios correspondientes a los aspergillus.

Métulas.

Estas células eucariotas se caracterizan por presentar un sistema compartimentado
mediante endomembranas. Una de estas, la doble membrana nuclear, aisla el material genético
del resto de la célula.

En esta célula eucariota tipo, animal o vegetal, podemos diferenciar:

Membrana plasmatica que limita la célula. En células que forman tejidos animales, se
proyectan hacia el exterior fibras que se entrecruzan y forman la matriz extracelular. En la parte
externa de las células vegetales se encuentra la pared celular.

Hialoplasma o citosol. Solucién coloidal en la que estan inmersos los organulos
citoplasmaticos y una matriz fibrosa denominada citoesqueleto del que derivan prolongaciones
(cilios y flagelos) conectadas con los centriolos.

Sistema membranoso formado por varias estructuras: reticulo endoplasmatico,
conjunto de tubos y vesiculas interconectados formando el RE liso y el RE rugoso; aparato de

Golgi, conjunto de vesiculas donde se acumulan y maduran las proteinas; los lisosomas y los
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peroxisomas que acumulan enzimas; vacuolas, con diversas funciones; y las vesiculas de
secrecion, que vierten su contenido al exterior y derivan del aparato de Golgi.

Ribosomas. Tienen un coeficiente de sedimentacién de 80S, mayor que en las células
procariotas. Su funcion es la biosintesis de proteinas.

Organulos energéticos. Mitocondrias: son organulos encargados de oxidar las
moléculas biologicas para formar ATP. Las células vegetales contienen, ademas, unos organulos
similares, los cloroplastos, donde se realiza la fotosintesis.

Material genético, rodeado por una doble membrana. Se encuentra empaquetado
formando fibras de cromatina (interfase) o cromosomas (durante la divisidn celular). Dentro del
nucleo se localiza el nucleolo que, junto con el material genético, quedan inmersos en el
nucleoplasma.

Los ribosomas son organulos no membranarios que por su pequefio tamafio (unos 30
nm) escapan a la observacion mediante el microscopio Optico pero resultan visibles al
microscopio electronico. Mas que como verdaderos organulos pueden ser considerados como
complejos supramoleculares formados por RNA y proteinas. Cada ribosoma esta formado por
dos subunidades de diferente tamafio que pueden asociarse y disociarse de modo reversible. La
subunidad mayor esta constituida por tres moléculas de RNA ribosémico (uno de los cuatro tipos
de RNA presentes en las células) y unas 45 moléculas proteicas diferentes; las tres moléculas de
rRNA difieren en la longitud de su cadena polinucleotidica. La subunidad menor contiene una
sola molécula de rRNA y unas 33 moléculas proteicas. Los ribosomas estan presentes en el
hialoplasma de todas las células eucariotas. Pueden encontrarse en estado libre, formando
asociaciones transitorias denominadas polisomas, o bien adheridos a la cara externa de las
membranas del reticulo endoplasmatico rugoso. También aparecen ribosomas en el interior de
algunos organulos como mitocondrias y cloroplastos. La funcion de los ribosomas esta
relacionada con la sintesis de proteinas. Son el lugar donde se lleva a cabo el ensamblaje
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ordenado de los aminoacidos que integran las cadenas polipeptidicas. El papel concreto que
juegan los ribosomas en este proceso no es todavia bien conocido.

La expresién mas patente del sistema membranoso interno que caracteriza a la célula
eucariota es el reticulo endoplasmatico. Se dispone de una red tridimensional de cavidades
limitadas por membranas que se extiende por todo el citoplasma. Estas cavidades presentan
formas muy variadas (cisternas aplanadas, vesiculas globulares que estan constituidas por una o
mas pilas de vesiculas membranosas aplastadas, denominadas séculas, rodeadas de un
enjambre de pequefias vesiculas esféricas.

El aparato de Golgi se encuentra estructural y funcionalmente polarizado. Cada una de
las pilas de saculas que integran el aparato de Golgi recibe el nombre de dictiosoma; cada
dictiosoma mide alrededor de 1 um de didmetro y agrupa unas 6 saculas. Una célula puede
contener uno 0 mas dictiosomas dependiendo de cual sea su funcion. Por ejemplo, las células
secretoras, como las del pancreas, presentan aparatos de Golgi muy desarrollados, mientras que
las células que no desarrollan actividad secretora suelen presentar un solo dictiosoma

La funcion del aparato de Golgi consiste en organizar y dirigir la circulaciéon de las
macromoléculas en la célula, constituyendo un verdadero centro de clasificacion y distribucion de
diferentes tipos de productos que mas tarde seran transportados bien a los lugares de la célula
donde resultan necesarios o bien al exterior de la misma. Los productos que han de ser
"exportados"” fuera de la célula son seleccionados y embalados por el aparato de Golgi en forma
de vesiculas secretoras que luego vierten su contenido al medio extracelular en un proceso
denominado exocitosis; el contenido de otras vesiculas se incorpora a diferentes organulos
celulares como lisosomas y peroxisomas. Por otra parte, determinados procesos de modificacién
de macromoléculas, como la glicosilacion de las proteinas que comienzan en el reticulo

endoplasméatico, culminan en las saculas del aparato de Golgi.
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Las mitocondrias son organulos de doble membrana que estan presentes en todas las
células eucariotas. Dado que aparecen en elevado nimero (varios cientos o incluso miles por
célula) ocupan un porcentaje significativo del volumen del citoplasma. El conjunto de las
mitocondrias de una célula recibe el nombre de condrioma. Aunque pueden presentar formas
variadas, la mas comun es la de un cilindro redondeado por sus extremos con 1um de didmetro
y 2 um de longitud aproximadamente. Esta forma y tamafio son muy similares a los de muchas
bacterias. La mitocondria esta limitada por dos membranas: la membrana mitocondrial externa y
la membrana mitocondrial interna. Estas membranas 19 definen dos compartimentos internos: el
espacio intermembrana, situado entre ambas, y la matriz mitocondrial que es el compartimento
principal y se halla delimitado por la membrana mitocondrial interna. La membrana mitocondrial
interna presenta una serie de repliegues o invaginaciones, denominados crestas mitocondriales,
que aumentan considerablemente su superficie

Esta célula eucariota se caracteriza por tener su material genético encerrado en una
estructura de aspecto globular que recibe el nombre de nucleo.

La presencia constante de esta estructura en las células de tejidos animales y vegetales
fue establecida ya desde los primeros tiempos de la teoria celular. Cada célula tiene
normalmente un s6lo nucleo, pero algunas pueden tener dos 0 mas.

El nucleo suele ser un cuerpo esférico, sin embargo en ocasiones su forma guarda
relacion con la de la célula. Asi, cuando la célula es alargada (como muchas células vegetales)
el nicleo también se alarga orientandose segun el eje mayor de la misma. También existen en
algunas células nucleos de formas muy sofisticadas (lobulados, estrellados, etc.). El tamafio del
nucleo es variable, pero guarda relacién con el tamafio celular. Cuando el cociente entre el
volumen nuclear y el volumen del citoplasma (relacion nucleo-citoplasmatica) cae por debajo de
un determinado umbral, se desencadena el mecanismo de la division celular. El nucleo y el

citoplasma se encuentran separados por la envoltura nuclear. Esta envoltura consiste en una
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doble membrana que, como hemos visto anteriormente, no es mas que una porcion
especializada de las membranas del reticulo endoplasmatico; la cavidad interior definida por
estas dos membranas, denominada espacio perinuclear, se continta con la luz del reticulo.

Durante el proceso de division celular la envoltura nuclear se desgaja y sus membranas
se "diluyen" entre las del reticulo endoplasmatico; cuando finaliza la division, una zona
determinada de este reticulo rodea a los nucleos hijos para formar las nuevas envolturas
nucleares. Las dos membranas que forman la envoltura entran en mutuo contacto en algunos
puntos dando lugar a unas aberturas denominadas poros nucleares que comunican el nucleo
con el citoplasma. Los poros se hallan rodeados de una estructura formada por ocho grénulos
proteicos, el complejo del poro, encargada de regular el trafico de macromoléculas entre el
nucleo y el citoplasma. Debido a la presencia de estas discontinuidades (poros), la envoltura
nuclear no constituye una barrera demasiado selectiva para la mayoria de las biomoléculas
disueltas. Por lo tanto, el medio interno del nucleo, denominado jugo nuclear o nucleoplasma,
tiene una composicion quimica bastante similar a la del citosol.

En el jugo nuclear se hallan suspendidos los restantes componentes del nucleo, a saber:
el nucléolo y la cromatina.

El nucléolo es un corplsculo esférico, denso y de aspecto granular, con alto contenido
en RNA y proteinas. En él se sintetiza el RNA ribosémico que se ensambla a continuacion con
las proteinas ribosdmicas sintetizadas en el citoplasma para dar lugar a las subunidades mayor y
menor de los ribosomas. Estas subunidades son exportadas al citoplasma donde a su vez se
ensamblan para constituir los ribosomas.

La cromatina es una sustancia de aspecto fibroso que se encuentra dispersa por todo el
nucleoplasma y se tifie intensamente con colorantes basicos. Se compone de DNA y unas

proteinas de caracter basico denominadas histonas. Es el componente principal del nucleo: en
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ella, en forma de secuencias de nucledtidos del DNA, se encuentra almacenada la informacion
genética que gobierna todos los procesos celulares.

Fialides.

Estas células eucariotas se caracterizan por presentar un sistema compartimentado
mediante endomembranas. Una de éstas, la doble membrana nuclear, aisla el material genético
del resto de la célula.

En esta célula eucariota tipo, animal o vegetal, podemos diferenciar:

Membrana plasmatica que limita la célula. En células que forman tejidos animales se
proyectan hacia el exterior fibras que se entrecruzan y forman la matriz extracelular. En la parte
externa de las células vegetales se encuentra la pared celular.

Hialoplasma o citosol. Solucién coloidal en la que estan inmersos los organulos
citoplasmaticos y una matriz fibrosa denominada citoesqueleto del que derivan prolongaciones
(cilios y flagelos) conectadas con los centriolos.

Sistema membranoso formado por varias estructuras: reticulo endoplasmatico,
conjunto de tubos y vesiculas interconectados formando el RE liso y el RE rugoso; aparato de
Golgi, conjunto de vesiculas donde se acumulan y maduran las proteinas; los lisosomas y los
peroxisomas que acumulan enzimas; vacuolas, con diversas funciones; y las vesiculas de
secrecion, que vierten su contenido al exterior y derivan del aparato de Golgi.

Ribosomas. Tienen un coeficiente de sedimentacion de 80S, mayor que en las células

procariotas. Su funcion es la biosintesis de proteinas.

Organulos energéticos. Mitocondrias: son organulos encargados de oxidar las
moléculas bioldgicas para formar ATP. Las células vegetales contienen, ademas, unos organulos
similares, los cloroplastos, donde se realiza la fotosintesis.

Material genético, rodeado por una doble membrana. Se encuentra empaquetado

formando fibras de cromatina (interfase) o cromosomas (durante la division celular). Dentro del
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nucleo se localiza el nucleolo que, junto con el material genético, quedan inmersos en el
nucleoplasma.

La célula eucariota vegetal tiene las mismas caracteristicas y morfologia que la célula
animal aunque con dos salvedades: presenta pared celular y plastos. Ademas, carece de
centriolos y su vacuola suele ser Unica y de gran tamafio.

El contenido celular comprende el citoplasma y el nucleo. El citoplasma comprende a su
vez el hialoplasma, que es el medio interno de la célula, y una serie de estructuras inmersas en
él que se denominan organulos celulares. Los organulos celulares presentan aspectos muy
variados: algunos son simples complejos supramoleculares carentes de membrana, como los
ribosomas o los centriolos; otros son compartimentos celulares delimitados por membranas, que
pueden ser sencillas o dobles (como en mitocondrias y cloroplastos). Todavia en el hialoplasma
se pueden distinguir una fraccidn soluble, formada por agua y biomoléculas disueltas,

Conidios.

Son células de pequefio tamafio, de formas de esféricas a ovoides, y suelen disponerse
relacionados entre si a modo de hileras. Morfoldgicamente se configuran por dos componentes,
el interno que corresponde a una pequefia célula eucariota con escasos organoides, y las
correspondientes cubiertas. En las cubiertas recién formadas se destaca una densa y fina
envuelta, que proviene de los grénulos densos de las fialides que posteriormente son excretados
y organizan una membrana continua, homogénea y clara, con pequefias espiculas externas que
se aprecian tanto al MEB como al MET.

Esporas

Son muy numerosas, esféricas a ovoides, de superficie espiculada. Estan configuradas
por dos elementos, el interno que es una célula eucariota que en fases iniciales apenas tiene
desarrollo y que finalmente apenas se diferencian sus componentes al tener todos ellos una

densidad intensa y de contornos inapreciables. Y las cubiertas externas, en las que, si se
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observan recién formadas, encontramos una interna densa a los electrones y la mas externa
clara y con espiculas externas. Estas cubiertas terminan fundiéndose y dan una o varias, de

morfologia similar y escasa densidad.

5.4. CUARTO GRUPO. PENINCILIUM CANDIDUM DE ESCULTURA

Tallo

Esta formado por un tallo unico, muy grueso y liso, sin que tenga ramificaciones y
termina en una floracién a modo de copa de vesiculas y células eucariotas.

Vesiculas

Estan formadas por células eucariotas, que se caracterizan por presentar una membrana
simple, el nucleo pequefio y denso, y lo que mas se destaca es un citoplasma, que se
caracteriza porque la mayoria de él contiene los organoides como son las mitocondrias, reticulo
endoplasmico y complejo de Golgi, y junto a ellas se localiza el ndcleo. El resto de citoplasma
estd ocupado por gruesas vacuolas liquidas.

El complejo de Golgi esta cerca del centrosoma aunque se origina a partir del reticulo
endoplasmico por medio de vesiculas que posteriormente se unen. Y estd formado por
dictiosomas, que son agrupaciones de 3 a 10 saculos membranosos aplanados y por vesiculas
de secreccion que se desprenden de estos. Presenta polaridad y por lo tanto dos caras:

- cara cis o de formacién : cerca del reticulo endoplasmico.

- cara trans 0 de maduracion: por donde salen las moléculas transportadas por el Golgi
en vesiculas.

Métulas.

Formadas por células eucariotas, que se dividen por mitosis y se disponen a modo de

una estrecha banda de células que se localizan topograficamente entre las vesiculas y las
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fialides. Estos componentes suelen estar en escaso numero, y se presentan tanto en fase
mitética como vegetativa.

En la fase vegetativa, las métulas son esféricas de unos 3 um de diametro, y al TEM
son claros y de escasa densidad. Tienen un nucleo esférico y grande, que ocupa gran parte del
citoplasma y muestra una envoltura nuclear dilatada con abundantes poros y con un perfil
irregular de bordes dentados, y su cromatina es clara y homogénea; este hecho nos facilita la
identificacion de estos componentes. El citoplasma es escaso, y tiene pocos organoides,
apreciandose ribosomas y algunas cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso, y también se
destaca mitocondrias que son escasas pero tienen un gran desarrollo. Finalmente destacamos
que son células poco diferenciadas y con escasa cantidad de sustancias metabdlicas.

Los ribosomas son organulos no membranarios que por su pequefio tamafio (unos 30
nm) escapan a la observacion mediante el microscopio 6ptico pero resultan visibles al
microscopio electronico. Mas que como verdaderos organulos pueden ser considerados como
complejos supramoleculares formados por RNA y proteinas. Cada ribosoma esta formado por
dos subunidades de diferente tamafio que pueden asociarse y disociarse de modo reversible.
Los ribosomas estan presentes en el hialoplasma de todas las células eucariotas. Pueden
encontrarse en estado libre formando asociaciones transitorias denominadas polisomas, o bien
adheridos a la cara externa de las membranas del reticulo endoplasmatico rugoso. También
aparecen ribosomas en el interior de algunos organulos como mitocondrias y cloroplastos. La
funcion de los ribosomas esta relacionada con la sintesis de proteinas. Son el lugar donde se
lleva a cabo el ensamblaje ordenado de los aminoacidos que integran las cadenas
polipeptidicas. El papel concreto que juegan los ribosomas en este proceso no es todavia bien
conocido.

Fialides.
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Estas células eucariotas son las responsables esenciales en la formacion de las células
reproductoras. Se disponen en acumulos a modo de mosaico y posteriormente en hileras. Estas
células se caracterizan por presentar en su citoplasma dos tipos de granulaciones; granulos de
naturaleza proteica de grandes proporciones y de escasa densidad electronica y otros granulos
muy densos a los electrones. La presencia de estos granulos diferencia dos tipos de fialides, las
primeras que poseen los granulos menos densos y son las responsables de producir las
envueltas proteicas de los conidios y las segundas que poseen los granulos muy densos y que
se identifican con melaninas y serian las fidlides pigmentadas. En estos hongos predomina el
primer grupo, estando las pigmentadas en escaso numero. Ambos tipos celulares pueden
presentar los dos granulos, pero predominando uno de ellos.

El RER se encuentra en todas las células eucariotas y ocupa hasta el 10% del espacio
interior de éstas.

Se trata de un sistema de membranas cuyas dimensiones dependen del estado
fisiologico de la célula. Es mas reducido en las células poco activas o poco diferenciadas. Forma
una red de pequefios acanales multiples, comunicantes entre si, que atraviesan el citoplasma y
van desde la membrana nuclear a la citoplasmatica.

En puntos diversos forma pequefias cavidades o vesiculas, y esta constituido por una
doble lamina que limita dos espacios: el citoplasmatico y el reticular. EI espacio que queda
limitado en el interior se denomina lumen. La membrana externa puede ser lisa, no presenta
ribosomas y se denomina reticulo endoplasmatico liso, o puede ser rugosa, que presenta
ribosomas y se denomina reticulo endoplasmatico rugoso.

Conidios.

Son células de pequefio tamafio, de formas de esféricas a ovoides, y suelen disponerse

relacionados entre si a modo de hileras.
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Los conidios junto a las fialides son los componentes mas numerosos de los
conidiéforos. Sus componentes citoplasmaticos confirman que se trata de células de maduracion
para la formacién de las esporas, por eso, para facilitar la expulsién de las esporas de los
conidioforos, los conidios se disponen en hileras de diversa longitud, en las que se aprecia una
maduracion tanto de nucleo como de citoplasma.

Esporas

Son muy numerosas, esféricas a ovoides, de superficie espiculada. Estan configuradas
por dos elementos: el interno que es una célula eucariota que en fases iniciales apenas tiene
desarrollo y que finalmente apenas se diferencian sus componentes al tener todos ellos una
densidad intensa y de contornos inapreciables, y las cubiertas externas que, si se observan
recién formadas, encontramos una interna densa a los electrones y la mas externa clara y con

espiculas externas.

91



6.- Iconografia



92



93






95



96



97



98



99



7.- Leyendas de las Imagenes



Levendas

7. Leyendas imagenes

Imagen 1. Lienzo de cuadro de Valdez Leal.

Imagen 2. Superficie del cuadro, en el que se presentan hifas (H), esporas (E) y polenes
(P) al B.E.M. Barra 10 pum.

Imagen 3. Colonias de aspergillus niger de 5 dias de cultivo.
Imagen 4. Colonias de aspergillus niger de 10 dias de cultivo.

Imagen 5. Impronta de colonias de apergillus niger, apreciandose conidioforos grandes y
pequefios. Barra 10 um

Imagen 6. Impronta de colonias de aspergillus niger, aprecidndose conidioforos grandes
y uniformes. Barra 10 um.

Imagen 7. Detalle al MO de conidiéforos muy pleomérficos. Tincion H-E. Barra 10 um.
Imagen 8. Detalle al MO de conidiéforos grandes y uniformes. Tincién H-E. Barra 10 um.
Imagen 9. Detalle al MEB. Se aprecian cabezas aspergilarespleomérficas

Imagen 10. Detalle a MEB. Se observan abundantes cabezas aspergilares grandes y
uniformes.

Imagen 11. Detalle al MO del primer grupo. Se aprecian las vesiculas en la cabeza
aspergilar en empalizada. Técnica del P.A.S. Barra 10 um.

Imagen 12. Detalle al MO del segundo grupo. Se destacan largas vesiculas dispuestas
en empalizada, con zonas P.A.S. positivas. Barra 10 um.
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Imagen 13. Detalle al MET del primer grupo, vesiculas alargadas con contenido
citoplasmatico y zonas amorfas. Barra 10 um.

Imagen 14. Detalle al MET del segundo grupo, las vesiculas alargadas con contenido
citoplasmatico y apenas zonas amorfas. Barra 10 um.

Imagen 15. Detalle al MET del primer grupo. Se aprecia una métula, esférica con ntcleo
central claro rodeado por un pequefio halo de citoplasma en donde se destacan mitocondrias.
Barra 10 pum.

Imagen 16. Detalle al MET del segundo grupo. Se observa una métula con nucleo claro y
un nucléolo prominente. El halo citoplasmatico contiene mitocondrias y granulos amorfos. Barra
10 um.

Imagen 17. Detalle al MO de cabeza aspergilar del primer grupo. Se aprecian escasas
fialides pigmentadas. Barra 10 pum.

Imagen 18. Detalle al MO de cabeza aspergilar del segundo grupo. Se aprecian
abundantes fialides pigmentadas. Barra 10 um.

Imagenes 19. Detalle al MET del primer grupo. Se observan fialides con un gran nucleo
uniforme y denso, con mitocondrias y granulos proteicos en el citoplasma.

Imagenes 20. Detalle al MET del segundo grupo. Las fialides muestran su nucleo
excéntrico, y tienen en su citoplasma dos tipos de granulos: unos de poca densidad y los
segundos son mas numerosos y gran densidad.

Imagen 21. Detalle al MET del primer grupo. Se destacan las fidlides con granulos
proteicos claros y otros de fuerte densidad.

Imagen 22. Detalle al MET del segundo grupo. Las fialides muestran su nucleo
excéntrico y son alargadas, Se destacan claramente dos tipos de granulos: unos de poca
densidad y los segundos son muy numerosos y de gran densidad.

Imagen 23. Detalle al MET del primer grupo, fialide en fase de division mitética.

Imagen 24. Detalle al MET del segundo grupo, una figlide en mitosis, y en su citoplasma
se destaca granulos densos de melanina.

Imagen 25. Detalle de colonia de penincillium candidum del tercer grupo

Imagen 26. Detalle de cultivo del penincillium candidum.

Imagen 27. Detalle de maderas alteradas del cuarto grupo.
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Imagen 28. Detalle al MO de las esporas
Imagen 29. Detalle al MO de los hongos de penincillium candidum del tercer grupo.
Imagen 30. Detalle al MEB de los conidios de los penincillium candidum de cuarto grupo.

Imagen 31. Detalle al MEB de colonia de penincillium candidum del tercer grupo-

Imagen 32. Detalle al MET de métulas de penincillium candidum, del tercer grupo

Imagen 33. Detalle al MET de hifas de penincillium candidum, del tercer grupo

Imagen 34. Detalle al MET de fialides en mitosis de los hongos de penincillium
candidum, del tercer grupo.

Imagen 35. Detalle al MET de fialides de los hongos de penincillium candidum, del tercer
grupo.

Imagen 36. Detalle al MET de esporas de los hongos de penincillium candidum, del
tercer grupo.

Imagen 37. Detalle al MEB de esporas de penincillium candidum del cuarto grupo.

Imagen 38. Detalle al MET de hifas y de células eucariotas de penincillium candidum, del
cuarto grupo.

Imagen 39. Detalle al MET de fialides y esporas de los hongos de penincillium candidum,
del cuarto grupo.

Imagen 40. Detalle al MET de las células eucariotas y esporas de los hongos de
penincillium candidum, del cuarto grupo.

Imagen 41. Detalle al MET de hifas y de células eucariotas de penincillium candidum, del
cuarto grupo

Imagen 42. Detalle al MET de hifas y fidlides de penincillium candidum, del cuarto grupo
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8. Discusion

Debido a las escasas descripciones existentes al microscopio electronico de transmision
(MET) de las células que forman los conidi6foros, hemos realizado su estudio de todos los
componentes celulares de los aspegillus niger y penincilium candidum, con dicha microscopia,
por lo que uno de los objetivos del presente trabajo ha sido realizar una descripcion de los
componentes celulares del aspergillus niger y penincilium candidum, identificarlos previamente y
realizar un andlisis funcional y morfoldgico entre sus diferentes componentes.

Existen diferentes estudios realizados con el microscopio dptico (MO) y electrénico de
barrido (MEB o SEM), en tanto apenas existes identificaciones y descripciones de estos
elementos al microscopio electronico de transmision (MET) por lo que consideramos que uno de
los puntos esenciales de nuestro trabajo son los estudios ultraestructurales, que nos ha permitido
conocer su morfologia intima, y comprender su funcién en el metabolismo general de estos
hongos. Por otra parte este trabajo ha permitido no solo conocer los componentes que aislamos
de las telas de los cuadros, las esporas e hifas, sino que tras su cultivo nos ha permitido su
identificacion y conocimiento de su viabilidad y pronéstico para realizar la restauracion de los

cuadros afectados y esculturas.
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La identificacion y descripcion de estos hongos microscopicos los hemos realizado en
lienzos de cuadros y maderas de esculturas y destacamos que son similares tanto en su
viabilidad como en constitucién, por los que los estudios de dichos hongos los hemos realizado
conjuntamente.

En nuestras investigaciones se identificaron los aspergillus niger y penincillium
candidum, y el motivo de realizar sus estudios tanto al microscopio 6ptico como al electrénico, y
sobre todo al MET, es identificar todas las células eucariotas que se forman en los conidiéforos y
realizar su descripcion de la estructura y ultraestructura de dichas células, para su identificacion
y su posterior compresion de su funcionalidad.

Lo primero que hemos tenido en cuenta es la viabilidad de estos hongos en las telas de
los cuadros alterados, y el hongo que preferentemente predomina es aspergillus niger, que se
caracteriza por ser uno de los que estdn mas relacionados con la humedad y mantenerse activos
en dichas localizaciones.

Tanto al MO como al MEB existen estudios previos que nos han permitido no solo su
identificacion sino el conocimiento de sus componentes celulares. En tanto que al existir escasos
trabajo al MET, y los que existen son incompletos, nuestras descripciones han sido nuestra
mayor aportacion al conocimiento de estos hongos. El hecho de ser escasos e incompletos los
trabajos al MET solo los hemos podido usaren el estudio de algunas de sus células como son los
conidios y esporas.

En las imagenes que hemos obtenido de la septaciéon en las hifas hemos podido
comprobar al MET que corresponden a las fases de citocinesis de la division mitotica que
pueden mantener puntos de union. Esta septacion se evidencia con mayor claridad al MO,
debido a que los componentes que forman la célula son muy diferentes al mezclarse zonas
donde estan los componentes citoplasmaticos con otras que son grandes vacuolas repletas de
liquido.

104



D .

Las células correspondientes a las vesiculas, que se inician en el cono, se disponen de
forma radial y tiene forma alargada, inician la disposicion radial del resto de componentes. Estas
células tienen una pared rigida y su componente celular es alargado y estéa rodeado de espacios
claros. La existencia de escasas mitosis, con escasos cromosomas, indica que su division
mitética para producir las métulas (Célula que se encuentra sobre una vesicula y sostiene las
fialides, presente en algunas especies de Aspergillus y Penicillium) es muy rapida.

Como hemos apreciado en los estudios del ME de los conidiéforos, las células
eucariotas que tienen mayor actividad funcional son las fialides. Por una parte el gran niumero de
mitosis que hemos observado indican un aumento en el numero de células que posteriormente
se transformaran en los conidios y que no solo actuan como una zona germinal sino que, por lo
contrario, sus numerosos componentes citoplasmaticos facilitaran la formacion de los conidios e
incluso dan la coloracion negra a las colonias. Dentro de las granulaciones existentes se
desprenden dos funciones importantes: en primer lugar los granulos proteicos claros que tienen
una clara funcién de producir las envueltas de los conidios y posteriormente las esporas, y en
esta formacién de los granulos proteicos participa fundamentalmente su reticulo rugoso. Y en
segundo lugar, los granulos muy densos corresponden a melanina.

De las descripciones que hemos realizado, tanto al microscopio 6ptico como electronico
de transmision, se deduce que la coloracién negra de las colonias se debe a la presencia de
pigmentos de la melanina, y que estos pigmentos se localizan fundamentalmente en las fidlides
pigmentadas. Hemos podido comprobar que en aquellos conidiéforos cuyas fidlides contienen
mas pigmento se traduce en una mayor coloracion de las colonias. En las colonias jovenes en
las que su coloracidén es homogénea y apenas oscura, indica que la melanina es escasa y esta
distribuida uniformemente, en tanto que en las colonias de larga duracion de su cultivo

macroscopicamente, el aumento del color negro y su disposicion central en la colonia parece
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indicar que los conidi6foros tienen un mayor nimero de fidlides pigmetadas, y que se disponen
de forma radial y concentradas en el centro de las colonias.

El biodeterioro de un soporte histérico es un fenémeno complejo que implica alteraciones
de las propiedades fisico-quimicas y mecanicas del material por accion de organismos
biolégicos. A ello hay que afiadir las modificaciones del aspecto estético que se producen en los
objetos afectados. La intensidad de las alteraciones se produce en funcidn de los componentes
de los soportes y de las condiciones ambientales.

Gran parte de las colecciones que se exhiben en los museos son de naturaleza
organica, caracterizandose por su alta higroscopicidad. Ello implica un significativo incremento
del contenido de humedad del soporte, especialmente cuando los objetos son expuestos a una
insuficiente ventilacion y a una humedad relativa superior al 65%. Bajo estas condiciones
numerosos materiales quedan expuestos al desarrollo de especies de microorganismos. A esta
problematica, se une frecuentemente la presencia de insectos que pueden contribuir a la pérdida
irreparable de piezas historicas en un breve periodo de tiempo.

Desde el punto de vista evolutivo, los hongos son organismos mas desarrollados que las
bacterias. Son estructuras normalmente pluricelulares con un metabolismo complejo. Poseen
filamentos llamados hifas que forman el micelio o cuerpo vegetativo. Se desarrollan facilmente a
un pH entre 4-6, humedades relativas superiores a 70 % y temperaturas entre 25-30°C. Las
oscilaciones de los parametros microclimaticos pueden favorecer el desarrollo de las esporas
fungicas. Los hongos al igual que muchas especies bacterianas producen manchas de diferentes
tonalidades como resultado de los productos que excretan. Entre ellos, se reconocen enzimas
tales como la celulasa o diferentes tipos de proteasas y acidos organicos (oxalico, fumarico,
aceético, lactico, glucénico, glucurénico, etc), los cuales se depositan sobre el soporte

modificando sus propiedades quimicas y como consecuencia, deteriorandolo
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La actividad de las diferentes especies de hongos y bacterias se ve favorecida por
multitud de factores que incluyen: la humedad relativa, las fluctuaciones de la temperatura, la luz,
la naturaleza de los nutrientes del soporte, el contenido de humedad del mismo, las propiedades
fisicas de la superficie del objeto, el mecanismo de absorcion-emision de la humedad del
material, el pH, la presencia de polvo, el movimiento del aire ambiental y su grado de penetracion
en el objeto, y las concentraciones de oxigeno y didxido de carbono en la atmdsfera.

El contenido de humedad en un material es uno de los factores mas importantes en el
crecimiento microbiano que determina la cantidad de agua presente para la germinacion de las
esporas microbianas. Muchas especies de hongos y bacterias comienzan su desarrollo en
funcion del contenido de humedad sobre la superficie de un objeto. Asimismo, ha de tenerse en
cuenta que los microorganismos, durante su desarrollo, producen agua metabdlica, la cual
incrementa el contenido en humedad de un material, favoreciendo a su vez la multiplicacién
celular.

Para prevenir el biodeterioro, no es conveniente reducir excesivamente el grado de
humedad relativa del medio ambiente. A modo de ejemplo, puede citarse que Erhardt (1994),
estudid el efecto de la HR ambiental sobre el deterioro quimico de un material celulésico como el
papel, y demostré que el grado de hidrdlisis de este soporte, se minimiza al reducir la HR. Sin
embargo, a baja HR, puede dar comienzo la reticulacion o entrecruzamiento de las cadenas de
celulosa, fenomeno éste que se produce al eliminarse el agua interfibrilar. Para evitar este
fenémeno, Erhardt recomendd una HR entre el 25 - 50 % como rango Optimo para la
conservacion del papel.

8.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA HONGOS

Elagar Sabouraud es unmedio de cultivoque por sus caracteristicas funciona
como medio de enriquecimiento para hongos y que en caso de contener cloranfenicol u
otro antibiético se convierte en un medio selectivo para los mismos (Schuster E, N Dunn-
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Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002). El medio contiene peptonas y una elevada
concentracion de glucosa que favorece el crecimiento de los hongos sobre las bacterias. Es
utilizado para el cultivo de hongos, especialmente dermatofitos, aunque también pueden
desarrollarse en él cierto tipo de bacterias filamentosas tales como Nocardia.

Fue utilizado por primera vez por Raymond Sabouraud en 1892. Mas tarde Chester W.
Emmons mejord el medio acercando el pH al neutro (pH entre 5,5y 6,0) y disminuyendo el nivel
de glucosa para permitir el crecimiento de otros subcultivos de hongos.

Sabouraud Glucose Agar es un medio de uso general para el cultivo de dermatofitos.
Hoy en dia se utiliza para el aislamiento y cultivo de todos los hongos. Las peptonas en
Sabouraud Glucose Agar son fuentes de factores de crecimiento nitrogenoso (Alhelli AM, MY
Abdul Manap, AS Mohammed, H Mirhosseini, E Suliman, Z Shad, AS MeorHussin, 2016) .La
glucosa aporta una fuente de energia para el crecimiento de microorganismos. La alta
concentracion de glucosa presenta una ventaja para el crecimiento de hongos (estables
osmoticamente), mientras que la mayoria de las bacterias no tolera la alta concentracion de
azucar. Ademas, el bajo pH es Optimo para los hongos pero no para muchas bacterias.
Sabouraud Glucose Agar es s6lo levemente selectivo frente a las bacterias.

Son medios selectivos para el aislamiento de hongos a partir de muestras clinicas y no
clinicas. Se han afadido agentes selectivos para inhibir las bacterias. El cloranfenicol es un
antibiotico de amplio espectro que inhibe una amplia variedad de bacterias gram negativas y
gram positivas, pero puede tener un efecto inhibidor en numerosos hongos patdgenos. Se ha
demostrado que los antimicrobianos como la penicilina, la gentamicina y la estreptomicina, o una
combinacion de las mismas, son eficaces en la inhibicion de bacterias sin afectar el crecimiento
fungico 2-5. Estos medios se utilizan para el aislamiento de hongos a partir de muestras clinicas

0 materiales en los que se sospeche la presencia de contaminantes bacterianos. Sabouraud
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Glucose Agar es uno de los medios utilizados en las pruebas de limites microbianos en USP y
EP. ( Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002).

Después de una incubacion suficiente, las placas pueden: mostrar colonias aisladas en
las areas extendidas y crecimiento confluente en areas de inoculacion densa, examinar la
posible presencia de colonias fungicas con color y morfologia habituales en las placas y realizar
pruebas bioquimicas y procedimientos microscopicos y seroldgicos para confirmar los
resultados.

El agar Sabouraud con glucosa es un medio de amplia utilizacién y parcialmente
selectivo para hongos tipo penincillium candidum, debido a su bajo pH y alta concentracién de
glucosa. Dado que muchas bacterias toleran el bajo pH y la alta concentracion de glucosa y
crecen en agar Sabouraud, en especial durante incubacion prolongada a menudo necesaria para
el aislamiento de hongos, se han desarrollado numerosas formulas con inhibidores
antibacterianos (Alhelli AM, MY Abdul Manap, AS Mohammed, H Mirhosseini, E Suliman, Z
Shad, AS MeorHussin, 2016). Se ha demostrado que los antimicrobianos tales como penicilina,
cloranfenicol, aminoglucésidos o combinaciones de los mismos son efectivos para inhibir
bacterias sin afectar el crecimiento de los hongos1-6. En Sabouraud GC Agar las peptonas son
fuente de nitrogeno. La glucosa (=dextrosa) es una fuente de energia para el crecimiento de los
hongos. El cloranfenicol y la gentamicina son antibiéticos de amplio espectro que inhiben una
amplia variedad de bacterias gram negativas y gram positivas.

Los medios con cloranfenicol, como, BD Mycosel Agar (agar Mycosel BD) son usados
para los cultivos de los aspergillus, (y se destaca el BD Sabouraud Agar withChloramphenicol
and Cycloheximide) (agar Sabouraud BD con cloranfenicol y cicloheximida) y son medios
altamente selectivos para el aislamiento de hongos patogenos a partir de muestras con gran

cantidad de flora de otros hongos y bacterias. No son medios de uso general para el aislamiento
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de todos los hongos (incluidos mohos y levaduras saprofitas), (Loudon KW, APCoke, JP Burnie,
AJShaw, BA Oppenheim, CQ Morris, 1996).

8.2. USO DE SUSTANCIAS QUIMICAS PARA LA RECUPERACION DE OBRAS DE

ARTE

El uso de sustancias fundamentalmente quimicas, tanto en lienzos como en maderas,
para la recuperacion de las obras de arte resulta a veces sumamente peligrosa, por lo que es de
interés conocer estos tipos de productos.

Dentro de los métodos de desinfeccion y desinsectacion de bienes culturales, se han
venido aplicando numerosos procedimientos. EI mas comun de ellos ha sido la fumigacién en
camaras con oOxido de etileno (Van de Vondervoort P, B Poulsen, G Ruijter, T Schuleit, J Visser,
JIversen, 2004). Este producto puede provocar reacciones quimicas que inducen a deterioros
significativos. Puede reaccionar con los grupos sulfhidrilos de las proteinas, y con los carbonilos
e hidroxilos de las celulosas, ocasionando alteraciones de las estructuras de los polimeros.
También reacciona con compuestos metalicos, especialmente con el cobre. Todo ello produce
cambios en las propiedades fisicas y quimicas de los soportes tratados. Ademas, es un producto
altamente toxico.

El timol es un producto méas accesible que se ha venido utilizando habitualmente en
forma cristalina como sélido sublimable. Varios estudios indican que no elimina las esporas de
hongos ni las células bacterianas. Puede ocasionar alergias e irritacion en las vias respiratorias.
Se le atribuyen efectos cancerigenos.

Otros quimicos como el ortofenilfenol (OFF), tienen un amplio espectro como fungicida y
bactericida. EI OFF se ha utilizado ampliamente como biocida aplicado a bienes culturales.
También se ha incorporado a productos de restauracién, adhesivos sintéticos y colas animales.
Puede despolimerizar algunos adhesivos (Van de Vondervoort P, B Poulsen, G Ruijter, T
Schuleit, J Visser, Jlversen, 2004). Deteriora los textiles y el papel produciendo cambios de color
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y envejecimiento de los materiales. No obstante, su toxicidad es menor que la de otros fungicidas
incluyendo el pentaclorofenol. Es soluble en etanol. La sal sodica del ortofenilfenol es soluble en
agua y presenta mayor grado de toxicidad que el ortofenilfenol.

El formaldehido, se ha aplicado frecuentemente por nebulizacion, tiene un poder de
penetracion escaso. Tiene un efecto fungicida limitado y no tiene eficacia como insecticida. Es un
buen fijativo del material celular, por ello se considera muy tdxico. Tiene efectos cancerigenos
(Van de Vondervoort P, B Poulsen, G Ruijter, T Schuleit, J Visser, Jlversen, 2004).

Los tratamientos toxicos que se utilizan para erradicar insectos abarcan dos tipos de
productos: los que actian por contacto o los fumigantes. Suelen diferenciarse en que los de
contacto son sustancias solidas o liquidas y los fumigantes suelen ser gases o solidos que
sublimen rapidamente. Sobre todo éstos Ultimos han sufrido un gran desarrollo durante este siglo
por lo espectacular de sus resultados (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck.
2002). Debido a que en su origen la mayoria fueron concebidos para eliminar plagas agricolas o
insectos vectores de enfermedades son sustancias muy toxicas, tanto para las plagas como para
casi cualquier forma de vida, incluyendo los humanos. Por este motivo deben manejarse con
sumo cuidado y utilizarse de forma racional por personal experimentado y no de forma
indiscriminada.

La toxicidad para el hombre de estos productos suele quedar enmascarada si se
respetan los umbrales de utilizacion. Los efectos a corto plazo no son apreciables, pero todos o
casi todos representan un grave riesgo para la salud a medio y largo plazo. La mayoria se han
identificado como agentes carcindgenos, teratdgenos o productores de enfermedades crénicas
debido a su acumulacion en el organismo (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck,
2002). Este es el caso de gran parte de los fumigantes como el éxido de etileno y el bromuro de

metilo entre otros.
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En el Boletin Oficial del Estado numero 20 del dia 24 de enero de 1984, se establecen,
para las sustancias utilizadas como pesticidas, las siguientes categorias:

- De baja peligrosidad (0).- los que por inhalacién, ingestién y/o penetracion cutdnea no
entrafian riesgos apreciables. (Naftaleno, piretrinas, paradiclorobenceno).

- Nocivos (00).- los que por inhalacién, ingestion y/o penetraciéon cutanea puedan
entrafiar riesgos de gravedad limitada. (Bendiocarbono).

- Toxicos (000).- los que por inhalacion, ingestion y/o penetracion cutanea puedan
entrafiar riesgos graves, agudos o crénicos e incluso la muerte. (Diclorvos, lindano).

- Muy tdxicos (0000).- los que por inhalacion, ingestion y/o penetracion cutdnea pueden
entrafiar riesgos extremadamente graves agudos o cronicos e incluso la muerte. (Bromuro de
metilo, fosfina, dxido de etileno).

No obstante, existen técnicas alternativas a los tratamientos con productos toxicos entre
las que se incluyen los métodos térmicos, las feromonas, microondas y atmosferas
transformadas entre otros.

Los hongos se caracterizan por su ubicuidad y abundancia, jugando un papel importante
en los procesos de descomposicion de la materia organica, de la cual consiguen energia. Las
hifas a través de sus paredes secretan enzimas que descomponen proteinas, carbohidratos y
acidos grasos, causando la desintegracion de la materia que utilizan (Pelczar y Capella, 1990).
Muchos de ellos pueden colonizar y aprovechar materiales de construccién de edificios,
monumentos, obras de arte y objetos elaborados con distintos tipos de componentes (papel,
madera, vidrio, cerdmica, etc.), ocasionando un cambio indeseable en las propiedades del
material (Fugikawa et al., 1997; Bigourdan et al., 1999; Gomez, 2000). Este proceso se conoce
como biodeterioro (Villalba et al., 2004), que en centros de documentacion puede conducir a la
pérdida parcial o total de informacion. La degradacion del papel involucra la descomposicion de
tintas organicas y aditivos (encolantes, abrillantadores 6pticos), apresto (almidén o proteina) y
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revestimientos, ademas de las fibras de celulosa. El desarrollo fingico en el papel esta regulado
por las condiciones de temperatura y humedad del sitio de almacenamiento. Segun Valentin
(1999) los hongos prosperan en condiciones de temperatura de 14 °C a 35 °C y sobreviven por
debajo de 0 °C. Valores de pH 6 generan medios propicios para el crecimiento de los hongos, lo
mismo que una humedad relativa superior a 65%.

Los hongos de los géneros Aspergillus y Fusarium son los de mayor frecuencia en la
colonizacion y aprovechamiento de los soportes de papel y estén estrechamente relacionados
con las condiciones ambientales, por lo que las medidas preventivas y de control contra el
biodeterioro se deben hacer verificando, principalmente, esas poblaciones. Soluciones de cloruro
de dimetil-benzil-amonio se han empleado con éxito para la limpieza de la atmdsfera
contaminada por los hongos (Calvo, 1997). Los resultados de estudios indican que una solucién
de [tiabendazol (tiazolil-4) —2 benzimidazol] aplicado en un 10% por nebulizacién térmica, a una
tasa de 5 mL/m3, permite obtener el efectivo saneamiento de la atmdsfera al mismo tiempo que
actian sobre las esporas depositadas sobre las superficies (Rakotonirainy et al., 1999). El
empleo de técnicas microbiolégicas que permitan aislar los hongos presentes en diferentes
bibliotecas es fundamental para desarrollar programas de control y prevencion, en el biodeterioro
del material bibliografico (Cunha, 1995).

En la seccion de Depdsito General los factores con mayor relevancia en el biodeterioro
corresponden a la escasa ventilacion, la falta de limpieza y la ausencia de un sistema de control
de humedad, ocasionando incrementos en la temperatura hasta los 28.8 °C y humedad relativa
hasta el 62.2%. Todos estos factores favorecen la acumulaciéon de esporas ambientales vy la
colonizacion de hongos en algunos de los materiales de lectura. Sin embargo, las diferencias se
dieron puntualmente en el nimero de UFC de hongos celuloliticos presentes en el ambiente.

Todos los géneros de hongos aislados presentaron la capacidad para crecer en menor o
mayor medida en el agar celulosa, de los 17 géneros identificados
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8.3. DESCRIPCION PENICILLIUM SPP.

Este es un hongo filamentoso productor de las penicilinas, un grupo de antibiéticos
empleados en el tratamiento de infecciones bacterianas (Minter DW, DL Hawksworth, AHS
Onions, Z Kozakiewicz, 1985). Penicillium es un amplio género de hongos, que se encuentran
habitualmente en los suelos, son de crecimiento rapido por lo que algunos contaminan alimentos
y frutas. Penicillium marneffeii es el unico patdgeno para el hombre y animales, ademas es la
unica especie de este género identificada como dimorfica, la cual produce una micosis que
afecta al sistema reticulo endotelial.

Es un género de hongos conocidos como mohos verdes o azules; de algunas especies
se obtiene la penicilina. EI micelio del hongo, conjunto de filamentos tubulares llamados hifas,
crece en la superficie de frutas, pan, quesos y otros alimentos (Minter DW, DL Hawksworth, AHS
Onions, Z Kozakiewicz, 1985). La reproduccion asexual se produce en Penicillium mediante unas
células, los conidios, que se forman en el extremo de hifas especializadas, los conidiéforos.
Estos son ramificados y en forma de abanico.

8.3.1. Descripcion micoldgica.
Hongo filamentoso que presenta conidioforos tabicados de pared lisa (200-300

Mm), ramificado al final, con métulas (de 8-12 um) y fialides en forma de botella (de 7-12

pm), donde nacen conidios lisos, elipsoidales (de 2,5-4 um) azules o verde-azulados en

cadenas, sin ramificar, con un penacho o pincel caracteristico. Colonias de crecimiento
rapido, vellosas, aterciopeladas, verdosas con una corona radial ancha y blanca, a 25 C°

(no crecen o crecen pobremente a 37 C°). Puede haber gotas de exudado sobre la

superficie de la colonia. Reverso habitualmente amarillento o cremoso. Esporulacién

abundante. Olor aromatico, especiado o afrutado (a manzana o a pifia).

8.3.2. Habitat.
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El Penicillium es un género grande y encontrado casi por todas partes, siendo
comunmente el género de hongos més abundante en suelos. La facil proliferacion de los
Penicillium en los alimentos es un problema (Herrera, M.M, Molina, A., Blanco, A., 2017).
Algunas especies producen toxinas y pueden hacer el alimento no comestible o aun
peligroso. El micelio del hongo, conjunto de filamentos tubulares llamados hifas, crece en
la superficie de frutas, pan, quesos y otros alimentos. Es una buena préactica desechar
los alimentos que demuestran el desarrollo de cualquier moho. Se encuentra con
frecuencia en los edificios himedos y mohosos donde deteriora diferentes materiales de
construccion, entre los que resaltan el papel de decoraciéon (crece bien en la cola
empleada para su adhesion a las paredes).

8.3.3. Reproduccion.

La reproduccidn asexual se produce en Penicillium mediante unas células, los
conidios, que se forman en el extremo de hifas especializadas, los conidiéforos (Herrera,
M.M, Molina, A., Blanco, A., 2017). Estos son ramificados y en forma de abanico. Los
drganos sexuales son gametangios arrollados en hélice. El podrido producido por
Penicillium es el mas conocido. Son los clasicos mohos verde y azul. Ninguno de dichos
patogenos puede atacar a la fruta si no tiene heridas en su superficie y dificilmente se
propagan por contacto si los frutos no presentan lesiones en su corteza.

8.3.4. Caracteristicas.

Los Penicillium son hongos filamentosos incoloros. Todas las especies del
género Penicillium comparten una caracteristica que hace que sean faciles de
reconocer. Su forma reproductiva asexual, los conidi6foros, crecen formando un denso
cepillo como un cojinete (Herrera, M.M, Molina, A., Blanco, A., 2017). Los penicilium
generan conidios, un tipo de espora caracterizada por formarse directamente en la hifa.
El conidioforo, la parte vegetativa del cuerpo fructifero se ramificara dando lugar a
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la métula, un tipo celular intermedio. En el extremo de la métula aparece un tipo celular
con forma de botella, llamado fialide. La ramificacién de los conidioforos, el nimero de
métulas y las fidlides que aparecen en el extremo de cada conidiéforo, se utiliza
como caracter distintivo para la diferenciacion de las especies del género. En el extremo
de las fidlides es donde creceran las ascosporas, una o varias, una encima de otras. Las
esporas mas pegadas a la fialide son las mas jovenesy las mas alejadas son las mas
viejas y se acaban soltando para dispersar el hongo. Por lo general tan solo
las esporas tienen color y éste es normalmente verde. No todas las especies del género
sintetizan penicilina, aunque si la mayoria.

8.3.5. Distribucion y habitat.

El género es ubicuo, y muy facil de aislar del suelo. Aunque también estan
presentes sus esporas en el aire (Herrera, M.M, Molina, A., Blanco, A., 2017). No
necesitan mucha humedad para crecer, por lo que pueden hacerlo con muy poca
materia, siendo junto con el género Aspergillus el género cuyas esporas prevalecen mas
tiempo en el aire dentro de las casas. Algunas de sus especies pueden afectar a los
lubricantes y a la maquinaria, puesto que pueden obtener energia del lubricante.

8.3.6. Interaccion con el ser humano.

Varias especies de este género juegan un papel clave en la produccion
de queso (como el camembert o el brie) y alimentos madurados de base carnica (como
el jamon curado o los embutidos) donde estos hongos protegen al alimento de la
invasion de otros hongos no deseados, por liberar micotoxinas. Incluso se ha observado
que contribuyen tanto al sabor como al olor y a la textura del embutido.

No todos los mohos son iguales. Unos son perjudiciales y tdxicos, algunos
desarrollan un papel fundamental en la produccion de ciertos quesos, a los que ayudan
en el proceso de maduracion y curacion. Estos mohos aportan sabor y aroma al
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roquefort, cabrales, brie, camembert 0 gorgonzola, que deben su sabor a una variedad
de Penicillium. En 1928, Alexander Fleming descubria, de manera accidental, las
propiedades germicidas del moho verde, llamado Penicillium notatum, una especie que
mataba las bacterias pero que no tenia efectos perjudiciales para personas y animales.
Por otro lado, diferentes especies de Aspergillus se utilizan para fermentar la salsa de
soja y producir &cido citrico 0 acido gluconico, y Saccharomyces cerevisiae se usa para
hacer pan, cerveza y vino.

Estos aparecen en forma de manchas verdes. Muchos estan provocados por
Penicillium digitatum que, en la cascara de los citricos, aparecen con sus caracteristicas
esporas verdeazuladas. Se desarrolla sobre todo a temperaturas de unos 20 °C y
humedad alta, y suele introducirse en la fruta a través de heridas. Este tipo de mohos
son grandes expertos de la reproduccion (Herrera, M.M, Molina, A., Blanco, A., 2017).
En el caso del que afecta al pan, Rhizopusstolonifer, este se percibe porque aparecen
puntitos negros que se llaman esporangios, es decir, capsulas con esporas. A medida
que los mohos crecen, se forman esporas, pequefias particulas visibles que le confieren
el color verdoso, blanco o grisaceo al alimento. Esto es sinonimo de que los mohos han
penetrado muy en el interior del alimento. Estos alimentos no son aptos para el
consumo.

8.3.7. Control y prevencion.

Para minimizar el crecimiento de este tipo de hongos en los alimentos, la
limpieza es fundamental. Las esporas pueden acumularse en la heladera, los trapos de
cocina y otros utensilios de cocina, por tanto, es muy importante mantenerlos limpios y
secos. Las micotoxinas suelen crecer en ambientes con temperaturas templadas (entre
los 24 y 28 °C) y con una tasa de humedad elevada. En el ambito doméstico, la
prevencion pasa por establecer condiciones de almacenamiento Optimas: buena
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ventilacion, temperatura y humedad, y seguir unas correctas condiciones de higiene
durante la preparacion de alimentos (Youngchim S, R Morris-Jones, RJ Hay, AJ
Hamilton, 2004). Otro consejo es comprar solo lo necesario para consumir, segun datos
de la OMS estamos tirando 1/3 de la comida que comemos. Si compramos lo justo, no
se arruina la comida, y evitamos riesgos innecesarios, tirar el dinero y desperdiciar

alimentos.

8.4. ASPERGILLUS

Aspergillus es un hongo filamentoso hialino, saprofito, perteneciente al filo Ascomycota
(Tsai HF, YC Chang, RG Washburn, MH Wheeler, KJ Kwon-Chung, 1998). Se encuentra
formado por hifas hialinas septadas y puede tener reproduccion sexual (con formacién de
ascosporas en el interior de ascas) y asexual (con formacion de conidios).

Las diferentes especies se diferencian en tamafio, tasa de crecimiento, textura
(aterciopelada, granular, algodonosa) y color de la colonia: verde-amarillento (Aspergillus flavus),
negro (Aspergillus niger), marron (Aspergillus terreus). La coloracion aparece casi siempre en
todas las estructuras aéreas, tanto en el micelio como en las cabezas conidiales. Aspergillus es
uno de los principales hongos productores de micotoxinas. Las micotoxinas son metabolitos
secundarios producidos y secretados por el hongo durante el proceso de degradacion de la
materia organica, como mecanismo de defensa frente a otros microorganismos (Tsai HF, YC
Chang, RG Washburn, MH Wheeler, KJ Kwon-Chung, 1998).

Viabilidad, propagacion y transmision. Reservorio Suelo, vegetales (en

descomposicion).

Hospedadores: Humanos, bovinos, equinos, aves, cetaceos.

Dosis infectiva minima (DIM) Se desconoce en la actualidad.
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Supervivencia ambiental. Crece en cualquier tipo de sustrato, especialmente en suelos
y materiales en descomposicién. Es un contaminante habitual de los conductos de climatizacion-
ventilacion. Es termotolerante, puede vivir entre los 12°C y los 57°C.

La transmision se produce principalmente por medio de las esporas o conidios que se
encuentran presentes en el ambiente de trabajo en forma de bioaerosoles y penetran en el
organismo por via respiratoria (Vermani, M, VK Vijayan, MK Agarwal, 2015). También es posible
la transmision por contaminacién de heridas o mucosas y la aparicion de efectos toxicos por
ingestion de alimentos contaminados. Son responsables de casos de enfermedad nosocomial.

No se produce transmisién de persona a persona.

8.4.1. El Aspergillus Niger.

Aspergillus niger es un hongo que produce un moho negro en vegetales, muy
comun en la lechuga, el tomate o la acelga y limén (Jacobson ES., 2000). Es una de las
especies mas corrientes del género Aspergillus.

En 1729 lo catalog6é por primera vez el bidlogo italiano Micheli. Y su habitat
natural es el heno y el compostaje.

El Aspergillus es un género de alrededor de 200 hongos. Puede existir en dos
formas basicas: levaduras e hifas (Jahn B, A Koch, ASchmidt, G Wanner, H Gehringer, S
Bhakdi, AA Brakhage, 1997). El Aspergillus es filamentoso (compuesto de cadenas de
células, llamadas hifas, el tipo de hongos opuesto a las levaduras, que se componen de
una sola célula redonda).

De estudios en medios sdlidos se ha observado que los valores promedio de la
longitud y del didmetro de las hifas distales varian en relacion inversa con la
concentracion inicial de glucosa (Kusters van Someren MA, RA Samson, JVisser, 1991).

La red metabdlica publicada para Aspergillus niger, esta constituida por 1190 reacciones
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y 1045 metabolitos, distribuidos en tres compartimentos: extracelular, citoplasmatico y
mitocondrial sin embargo, es realmente imposible poder medir simultdneamente a todas
estas especies o conocer en detalle el funcionamiento regulatorio de las diversas
enzimas.

Investigadores de la Universidad tecnologica del centro de Veracruz
determinaron que el Aspergillus niger encontrado en los suelos puede emplearse para
favorecer el desarrollo de distintos cultivos, esto debido a una pequefia porcidn
del fosforo que contiene.

El Aspergillus Niger es una especie de hongo inocuo para los seres humanos y
también para la mayoria de los cultivos (Jacobson ES., 2000). Los compuestos quimicos
naturales del fésforo son poco saludables. Sin embargo, en el caso de los vegetales, son
un nutriente esencial.

Investigaciones recientes de la Universidad Nacional de la Plata en ensayos con
plantas de tomate, para comprobar si los vegetales pueden absorber el fosforo que
libera, y con un modelo estructurado que predice cualitativamente el crecimiento en un
sustrato solido cuando se utilizan diferentes fuentes de carbono, demostraron que los
vegetales pueden absorber el fosforo que libera Aspergillus Niger. Y los resultados
fueron concluyentes: las plantas cultivadas en macetas en las que se
afadié hidroxiapatita y esporas del hongo crecieron tanto como la testigo que habian
recibido fosforo con el riego (Kusters van Someren MA, RA Samson, JVisser, 1991). Por
el contrario, en los lotes restantes (a uno de los cuales se habia agregado solamente
el fosfatoy al otro unicamente el hongo), las plantas tuvieron un desarrollo
apreciablemente menor (Tsai HF, YC Chang, RG Washburn, MH Wheeler, KJ Kwon-
Chung, 1998). Estas pruebas de laboratorio demostraron que podria emplearse
el Aspergillus Niger como fertilizante biologico en huertas y plantaciones de tamafio
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relativamente reducido. Ademas, actualmente se investiga si el hongo puede solubilizar
también compuestos de hierro, otro importante micronutriente vegetal.

8.4.1.1. Aplicaciones industriales.

Produce diversos compuestos de gran interés para las industrias
farmacéutica y de alimentos (enzimas, &cidos organicos), y es el principal
productor de &cido citrico a nivel industrial por cultivo liquido. Se ha observado
que se obtiene un alto rendimiento de &cido citrico cuando existe una alta
acumulacion de éste en el micelio, que puede estar asociada con una alta
concentracion de glucosa y de oxigeno disuelto en el medio liquido. En algunas
industrias del mundo se alimenta el hongo con melazas o mieles de la industria
del azucar de cafia y azucar de remolacha. También se han estudiado otras
alternativas como el almidon.

Se usa en la produccion de &cido glucdnico, en la fermentacion del té (té
chino llamado Pu-erh) y en los conservadores de comida.

8.4.1.2. Uso en alimentos.

La produccién industrial principal del Aspergillus niger esta enfocada a
la conservacion de alimentos (Youngchim S, R Morris-Jones, RJ Hay, AJ
Hamilton, 2004). Debido a que es un agente de fermentacion, puede someterse
a un proceso quimico que lo hace un polvo que se usa en la conservacion de
alimentos. Al igual que el jugo de limon o de lima pueden evitar que una
manzana 0 un aguacate se oscurezcan en presencia del oxigeno, el Aspergillus
niger, que se encuentra en el jugo citrico, puede ayudar a preservar la comida
embotellada y enlatada.

8.4.1.3. Aspergillus Niger y salud.
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Hasta antes del hallazgo de los investigadores de la UNLP, a
los Aspergillus se los consideraba peligrosos. Esto se debe a que se trata de un
hongo ampliamente difundido en la naturaleza, que se desarrolla en vegetales
en descomposicion, granos de cereal, heno, tejidos de algodon y lana y en
plumas, siendo su medio ideal los ambientes oscuros, himedos y cerrados
(Jahn B, A Koch, ASchmidt, G Wanner, H Gehringer, S Bhakdi, AA Brakhage,
1997).

Estudios recientes demostraron que las esporas de Aspergillus
mantienen intacta su capacidad invasiva, e incluso parece aumentar su potencial
alergénico después de miles de afios (Kusters van Someren MA, RA Samson,
JVisser, 1991). Se encontraron esporas en la comida, en la ropa, en las flores y
en viejas tumbas: en los restos del rey Casimiro de Polonia 'y en la momia y el
sarcofago de Ramsés |I.

La propagacion rapida del Aspergillus en ambientes llenos de polvo y a
través de los sistemas de aire acondicionado puede ser el origen de los brotes
de alergia.

Sin embargo, al ser un hongo Aspergillus Niger no causa tantas
enfermedades como ofras especies de Aspergillus, pero en altas
concentraciones puede producir aspergilosis, que provoca alteraciones
pulmonares. Esta enfermedad aparece con méas frecuencia en horticultores, ya
que inhalan el polvo del hongo con méas facilidad (Bowen A, F Davidson, R
Keatch, G Gadd, 2007). Para tratar esta enfermedad existen ciertos tratamientos
entre los que destacan la limpieza y desbridamiento del oido, el tratamiento
antimicotico (gotas), la transposicion de cerumen en casos resistentes y
antiinflamatorios no esteroideos (los esteroides deben utilizarse con mucha
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cautela, pues pueden ocasionar empeoramiento por inmunosupresion

localizada).

8.5. SINTESIS DE LA MELANINA EN HONGOS

Las melaninas han sido consideradas como el escudo de los hongos por su capacidad
de proteger el microorganismo contra un amplio rango de agresiones toxicas, tanto de tipo
ambiental como producto de la respuesta inmune del huésped durante la infeccién (Jacobson
ES., 2000). Por tal motivo se ha considerado que las melaninas tienen un papel importante en la
virulencia de muchos microorganismos.

La mayoria de los hongos contienen melanina y la produccion de este pigmento puede
proteger el organismo de diversas agresiones ambientales (Jacobson ES., 2000). La importancia
de la melanina en los hongos como un producto metabdlico es sefialada por el hecho de que los
hongos melanicos ofrecen una gran cantidad de este producto. Por ejemplo, la melanina aporta,
aproximadamente, el 30% del peso seco de las esporas de Agaricus bisporus; si este
componente representa una parte considerable del hongo, asi como las fuentes de energia que
debe haber usado para sintetizarla, podria suponerse que las melaninas en los hongos tienen
una funcién predominante.

La mayoria de hongos patdgenos para humanos son organismos ambientales y pueden
incluir hongos melanicos que actualmente incrementan su importancia clinica (Hamilton AJ, BL
G.6mez, 2002).

8.5.1. Melanina en mamiferos

La melanina esta presente en todos los animales y varia en sus colores desde el
amarillo hasta el negro. En contraste con los microorganismos, en los animales la
melanina estd localizada en vacuolas especializadas denominadas melanosomas

(Hamilton AJ, BL Goémez, 2002). En los mamiferos y las aves esta localizada o emigra a
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los pelos y a las plumas, y en los anfibios y reptiles se localiza en los melandforos de las
células de la piel en la parte superior de la dermis. Sin embargo, hay algunos pigmentos
que los animales no pueden sintetizar y los toman directamente de su alimentacion de
plantas, como son los carotenoides y las xantinas, los cuales son acumulados en los
lipéforos. Gracias a todos estos pigmentos los animales pueden camuflarse,
mimetizarse, usarlos para las manifestaciones sexuales y apareamiento. También
ocurren cambios de color con la edad; en general, cuando los animales son mas viejos
presentan colores mas oscuros o, incluso, llegan a perder el color, como es el caso del
encanecimiento en los humanos.

En humanos, la melanina se encuentra en la piel, el cabello, el recubrimiento de
la retina, la médula y la zona reticular de la suprarrenal, el oido interno, la “substantia
nigra’y la mancha azul del cerebro olocus ceruleus; esta Ultima se denomina
neuromelanina, y también se ha encontrado en primates y carnivoros, como los gatos y
perros. La neuromelanina se produce quimicamente por oxidacion de las catecolaminas
dopamina y norepinefrina. Los cambios en el metabolismo o la acumulacién de la
melanina pueden llevar al origen de enfermedades, como en el caso de la pérdida de
color en el nucleo del cerebro que se observa en ciertas enfermedades
neurodegenerativas, como en el mal de Parkinson, en el cual existe una disminucion de
neuromelanina en la substantianigra, como consecuencia de una disminucion especifica
de neuronas dopaminérgicas.

Asi mismo, la melanina de muchos animales se usa de diversas formas; tal es el
caso de la tinta de Sepia officinalis, de tono rojizo-marrén que, una vez preparada, es
usada por dibujantes y pintores artisticos, aunque su uso se reduce a artistas
especializados. El ambar gris es extraido de sepias, pulpos y calamares, y su principal
uso comercial ha sido la elaboracion de perfumes, aunque también se ha usado como
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saborizante y en medicina homeopatica (Hamilton AJ, BL Gémez, 2002). No obstante, la
melanina ha mostrado tener actividad antiviral in vitro, contra el virus de Ila
inmunodeficiencia humana, y puede inhibir la formacion de sincitios o efectos citopaticos
producidos por los virus. También se conoce que los insectos generan una respuesta
inmune contra la melanina generada por los microorganismos invasores

8.5.2. Importancia de las melaninas en la naturaleza.

La melanizacién es un proceso encontrado en casi todos los dominios de la
naturaleza (arquea, bacteria y eucaria), aunque los reportes hasta el presente se han
centrado en los dominios bacteria y eucaria; en este ultimo es donde encontramos los
hongos, los animales y las plantas (Jahn B, A Koch, ASchmidt, G Wanner, H Gehringer,
S Bhakdi, AA Brakhage, 1997).

En las plantas la melanina es de tipo DNH-melanina y hace parte de los
metabolitos secundarios; una gran variedad de funciones se han asociado con la
melanina; puede servir como transmisora de energia, unir medicamentos y quimicos, y
afectar la integridad celular. Las melaninas también son usadas como camuflaje y para
manifestaciones sexuales (Jahn B, A Koch, ASchmidt, G Wanner, H Gehringer, S
Bhakdi, AA Brakhage, 1997). La tinta de Sepia officinalis es una suspension de
particulas de melanina que ha mostrado tener actividad antiviral in vitro contra el virus de
la inmunodeficiencia humana y puede inhibir la formacion de sincitios o efectos
citopaticos producidos por los virus. Los insectos generan una respuesta inmune contra
la melanina expresada por los microorganismos invasores. En general, la melanina ha
sido involucrada en muchos procesos fisiologicos, fisiopatologicos y patogénicos. En la
actualidad se ha reportado la produccion de melanina por muchos microorganismos,

tanto ambientales como patdgenos, para plantas y animales.
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En los mamiferos, la melanina es producida por los melanocitos y se localiza en
vacuolas especializadas denominadas melanosomas; los melanocitos producen
principalmente DOPA-melaninas (eumelanina y feomelanina). La coloracion del cabello y
la melanina en la piel brindan proteccidén contra la luz solar y en cierto grado de
resistencia a melanomas en radiaciones terapéuticas; sin embargo, el papel de la
melanina sigue siendo desconocido en otros casos, por ejemplo, en la sustancia nigra
del cerebro humano

Los hongos radiotréficos son aquellos que aparentemente hacen uso del
pigmento melanina para convertir la radiacion gamma 1 en energia quimica que utilizan
para su crecimiento (Jahn B, A Koch, ASchmidt, G Wanner, H Gehringer, S Bhakdi, AA
Brakhage,1997).Este mecanismo propuesto podria ser similar al de fijacion del
carbono en los organismos fotétrofos, los cuales capturan fotones de la luz visible por
medio de pigmentos como la clorofila, para luego utilizar su energia en la generacion
de ATP y poder reductor desembocando finalmente en la fotélisis del agua. Sin embargo,
aun se desconoce si los hongos que contienen melanina emplean una ruta metabdlica
de mdltiples pasos similar a la de la fotosintesis, 0 algun tipo de ruta de quimiosintesis.

8.5.3. Comparacion con los hongos no melanizados

La melanizacién, por otro lado, tiene un coste metabodlico elevado para las
celulas fungicas. En ausencia de radiacion, algunos hongos sin melanina (que habian
sufrido mutaciones en la via de biosintesis de melanina) crecieron a mucha mas
velocidad que sus equivalentes melanizados (Hamilton AJ, BL Gomez, 2002).Se ha
sugerido que la presencia de moléculas de melanina en la pared celular de los hongos
podria limitar la incorporaciéon de nutrientes, o que se podrian formar compuestos
intermediarios toxicos para la célula durante la sintesis de melanina, lo que contribuiria a
la observacion de este fendmeno. Esto es consistente con la observacion de que a pesar
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de que muchos hongos son capaces de producir melanina, no lo hacen
constitutivamente (es decir durante todo el tiempo), sino que lo hacen en respuesta a un
estimulo externo durante diferentes etapas de su desarrollo.

El proceso bioquimico exacto por el cual se produciria la sintesis de compuestos
organicos mediada por la melanina, como se ha sugerido para el crecimiento de estos
hongos, incluyendo los intermediarios quimicos (tales como moléculas dadoras
electrénicas y aceptoras electronicas nativas) y productos quimicos, aun es desconocido
(Hamilton AJ, BL Gémez, 2002).

Un estudio sugiere que algunos hongos pueden usar la radiacién ionizante como
fuente de energia y ademas explica por qué algunas especies de hongos sobreviven en
ambientes extremos.

Hay méas especies de hongos que de plantas o animales. Los cientificos han
asumido desde siempre que los hongos sélo se dedican a descomponer la materia
organica para obtener nutrientes y energia ocupando un escaldn ecoldgico por encima
de las plantas, que son las productoras primarias de energia. Esta vision se ha visto
trastocada recientemente a raiz de un trabajo publicado en PLoS y del cual se han
hecho eco en muchos medios.

En la década de los noventa el microbidlogo Nelli Zhdanova del Instituto de
Microbiologia y Virologia de Kiev publicd una serie de informes dramaticos sobre el
crecimiento de hongos en las paredes de la accidentada central nuclear de la Chernobyl
y en el terreno circundante.

Los expertos lograron identificar alrededor de 200 especies en la zona. Muchas
de ellas contenian un familiar pigmento que absorbe la radiacion ionizante: melanina.

La melanina es el pigmento que producimos los humanos en la piel para
protegernos de los rayos ultravioleta del Sol y que nos da el tono bronceado. La
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melanina es un buen absorbente de la radiacion, una vez la absorbe disipa su energia
rapidamente en forma de calor. Gracias a esto somos menos susceptibles de padecer
cancer de piel.

Los trabajos de Zhdanova inspiraron a unos investigadores del Albert Einstein
College of Medicine en New York City liderados por Ekaterina Dadachova y Arturo
Casadevall. Forzaron artificialmente al Cryptococcus neoformans, una hongo patégeno
tipo levadura, a producir levadura y lo expusieron a la radiacion. Pudieron observar que
la melanina forma parte de las reacciones metabolicas (Hamilton AJ, BL Gémez, 2002).
La radiacion transfiere parte de su energia a los electrones de la melanina permitiendo a
este pigmento producir reacciones metabdlicas de oxidacion.

Cuando las colonias de células de Cryptococcus neoformans fueron expuestas a
una intensidad de radiacién 500 veces mayor del nivel normal de fondo conseguian
crecer tres veces més deprisa. La radiacion utilizada era de tipo beta (electrones a gran
velocidad), y procedia del radioisétopo cesio.

Ya hemos dicho que la melanina es un pigmento que se halla en la mayor parte
de los seres vivos. En los animales el pigmento se deriva del aminoacido tirosina. La
forma mas comin de melanina es la eumelanina, un polimero negro-marrén de acidos
carboxilicos de dihidroxindol y sus formas reducidas.

En los humanos la melanina se encuentra en lapiel, elpelo, en
el epitelio pigmentado que rodea la retina, la médula espinaly la zona reticular de
la glandula suprarrenal; en la estria vascularis del oido interno y en ciertas zonas
profundas del nucleo del cerebro, como ellocus coeruleusy la substantianigra
(Jacobson ES., 2000). La melanina es determinante en el color de la piel humana; en
efecto si una persona se broncea por causa del sol, ese bronceado se va a producir de
forma temporal pues con el tiempo la célula pierde la capa que le rodea (melanina
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bronceada) y la persona vuelve a obtener la feomelanina perdida que ha sido cambiada
por la eumelanina bronceada y a recuperar su piel normal (Jacobson ES., 2000).

8.5.4. Tipos de melaninas.

Ya que la melanina esta compuesta de moléculas pequefias, existen muchos
tipos de melaninas. Tanto la feomelanina como la eumelanina si se pueden encontrar en
la piel y cabello humanos, pero la eumelanina es la mas abundante de las melaninas en
los humanos. También es la que mas frecuentemente muestra deficiencias en el
albinismo, aunque también hay albinismos por falta de feomelanina e incluso a veces de
ambas melaninas.

Se piensa que la eumelanina es el principal agente protector para numerosas
formas de vida en contra de la radiacién ultravioleta, pero recientes estudios sugieren
que este polimero podria tener distintas funciones para cada organismo (Jacobson ES.,
2000). Por ejemplo, la inmunidad innata de los invertebrados frente a
los patdgenos invasores es influida principalmente por la melanina: a solo minutos de
la infeccion, el microbio es encapsulado en melanina (mecanizacion); los radicales libres
generados después de la formacion de esta capsula ayudan a su eliminacioén.

En la melanina es comun encontrar en los polimeros numerosos enlaces
cruzados: 5,6-dihidroxyndol (DHI) y 5,6-dihidroxyndol-2 acido carboxilico (DHICA); esto
ha sido descubierto en recientes investigaciones dentro de las propiedades eléctricas de
la eumelanina. Sin embargo, esto ha indicado que tal vez existe otro mecanismo
conformado por oligdmeros basicos que se adhieren unos a otros.

La estructura molecular de la melanina se encuentra constantemente en
estudio.

La eumelanina se encuentra en la piel, iris y el cabello y su concentracién da la
coloracion al cabello gris, negro, amarillo, y castafio (Bowen A, F Davidson, R Keatch, G
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Gadd, 2007). En los humanos es abundante en la gente con piel oscura. Existen dos
tipos de eumelanina que se distinguen el uno del otro por diferentes enlaces quimicos.
Estos son la eumelanina marrén y la eumelanina negra.

Los tricocromos (denominados anteriormente tricosiderinas) son pigmentos
producidos por la misma ruta metabodlica que las eumelaninas y feomelanina pero a
diferencia de estos ultimos tienen bajo peso molecular. Se los encuentra en algunas
formas cabello.

La neuromelanina es el pigmento oscuro presente en las neuronas que
recubren cuatro nucleos del cerebro: la pars compacta de la substanti anigra (en latin
«substancia negra»), la parte del locus coereleus (0 «punto azul»), el nucleo dorsal
motor del nervio vago (nervio craneal X) y la parte media del nucleo del puente de
Varolio. Ambos, la sustantia negra y ellocus coeruleus, pueden ser facilmente
identificados en el momento de una autopsia debido a su pigmentacion oscura; en los
humanos este nucleo no se encuentra pigmentado al momento de su nacimiento, el
pigmento aparece después de la madurez. Aunque la funcion de la neuromelanina en el
cerebro sigue siendo desconocida, puede que sea el resultado de las monoamidas
contenidas en los neurotransmisores, cuya unica fuente se encuentra en las neuronas.
La pérdida de color en el nucleo del cerebro es observada en ciertas enfermedades
neurodegenerativas.

Los melanocitos se encargan de insertar granulos de melanina en vesiculas
celulares especializadas, llamadas melanosomas ( Bowen A, F Davidson, R Keatch, G
Gadd, 2007). Después, éstos son transportados al interior de otras células de la piel
localizadas en la epidermis. Los melanosomas se acumulan sobre el nucleo de la célula,
donde protegen el ADN nuclear de cualquier mutacion causada por la ionizacién o
radiacion que provocan los rayos ultravioleta del Sol. La gente donde sus ancestros
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vivieron por largos periodos en regiones cercanas al ecuador generalmente tiene
cantidades mayores de eumelanina en su piel. Esto hace que su piel se vea café o bien
negra, y los protege de largos periodos de exposicion solar, lo que frecuentemente
resulta en melanomas en gente con tonos de piel mas claros.

Eumelanina, sol y vitamina D.

En los humanos, la exposicion directa a la luz solar produce vitamina D3 en la
piel al reaccionar el 7-deshidrocolesterol con la luz ultravioleta (UVB) en longitudes de
onda entre 270 y 300 nm. Dado que los altos niveles de melanina cutanea acttuan como
un protector solar natural, la piel oscura puede tener riesgos de deficiencia de vitamina
D. La vitamina D es necesaria para prevenir el raquitismo, una enfermedad causada por
falta de calcio. Es encontrada en cantidad en el aceite de pescado.

Afortunadamente, en 1930 la vitamina D fue descubierta y asi se pudo dispensar
como un suplemento a su dieta. En estos dias alimentos como la leche o el pan estén
fortificados con vitamina D.

Estudios recientes demuestran que toda la humanidad se origin en Africa. Es
mas probable que los primeros pobladores hayan contado con grandes cantidades de
melanocitos productores de eumelanina. Acorde a esto, tenian la piel oscura (como la
muestra la gente originaria de Africa). Cuando alguna de esta gente migré y se
establecio en otras zonas de Asia y Europa, la presion selectiva para la produccion de
eumelanina disminuyé en climas donde la radiacién del sol era menos intensa; estas
variaciones en los genes hicieron que la produccion de melanina disminuyera en la
poblacion, resultando en cabello y piel mas claros, sobre todo en las latitudes mas altas.
De las dos variantes genéticas comunes conocidas por estar asociadas con la piel
humana pélida, Mc1r no parece que haya sido objeto de seleccion positiva (Bowen A, F
Davidson, R Keatch, G Gadd, 2007).
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Del mismo modo que la gente que migr6 hacia el norte, los que tienen piel clara
y migraron al sur se aclimataron a una radiacién solar mas fuerte. La piel de la mayoria
de la gente se oscurece al ser expuesta a luz UV, dandoles asi mayor proteccidén cuando
es necesario. Este es el sentido fisioldgico del bronceado (Bowen A, F Davidson, R
Keatch, G Gadd, 2007). La gente con la piel oscurecida, que ha producido mas
eumelanina, tienen mayor proteccion contra las quemaduras solares y el desarrollo de
melanoma, que es una forma potencialmente mortal de cancer de piel, asi como otros
problemas de salud relacionados, incluyendo la fotodegradacion de ciertas vitaminas
como las rivoflaminas, carotenoides, tocoferol, y folato.

La melanina ayuda a proteger los ojos de la luz ultravioleta, asi como de la luz
visible de alta frecuencia; por ello la gente de ojos azules se encuentra en mayor riesgo
de padecer problemas en los ojos relacionados con la radiacidén solar ( Bowen A, F
Davidson, R Keatch, G Gadd, 2007). Ademas, las lentes oculares se amarillean con la
edad, agregando més proteccion; sin embargo, estas mismas se vuelven mas rigidas y
pierden su orden, afectando a la capacidad de cambiar de forma para enfocar de lejos a
cerca, una dafio probablemente debido a la agregacion de vitaminas, causada por la
exposicion a los rayos UVA.

Un reciente descubrimiento hecho por J.D. Simon sugiere que la melanina
podria tener un papel relevante dentro de la fotoproteccion. La melanina es capaz de
ligar efectivamente los iones de metal a través de sus grupos de carboxilato e
hidroxifendlicos, y en muchos casos mucho mas eficientemente que la poderosa EDTA.
Y asi podria servir para neutralizar iones de metal potencialmente tdxicos, protegiendo al
resto de la célula. Esta hipotesis mantiene el hecho de que la pérdida de neuromelanina
en la enfermedad de Parkinson esté ligada a un incremento en los niveles de hierro en el

cerebro.
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La melanina es un biopolimero y un neuropéptido. Las melaninas son
estructuras rigidas de polimeros conductores compuestos de poliacetileno, polipirol, y
polianilina «negros» y sus polimeros mezclados. La melanina més simple es el
poliacetileno, del cual derivan todos los demas, algunas melaninas fungales son
poliacetileno puro.

Estos descubrimientos estuvieron perdidos hasta el resurgimiento reciente de
melaninas usadas en dispositivos, particularmente en displays electroluminicentes. En el
afio 2000, el premio Nobel de quimica fue obtenido por tres cientificos por el
subsecuente (re)descubrimiento y el desarrollo de dichos polimeros conductores
organicos. Al parecer el Comité del premio Nobel no tenia ninguna evidencia del reporte
casi idéntico que Weiss registré en 1977 sobre la alta conductividad pasiva en el
polipirrol, ni de las propiedades de alta conductividad de la melanina DOPA vy sus
semiconductores similares. El dispositivo electronico organico de melanina es exhibido
en estos dias en el Museo Nacional de la Historia Americana de la Institucidn
Smithsoniana, en su sala Smithsonian Chips que cuenta con una coleccion de
dispositivos electronicos historicos.

La melanina influencia la actividad neuronal y media la conduccién de radiacion,
luz, calor y energia cinética. Asi pues, es sujeto de constante interés en la investigacion
y desarrollo biotecnoldgico, més notablemente en los electronicos organicos (algunas
veces llamados «electronicos plasticos») y nanotecnologia, donde semiconductores son
usados para incrementar la conductividad de la melanina (Youngchim S, R Morris-Jones,
RJ Hay, AJ Hamilton, 2004). EIl pirrol y acetileno negros son los semiconductores
organicos estudiados mas frecuentemente.

Las fidlides, para poder realizar todos los mecanismos de maduracion, tienen
una disposicion especial, de ahi que presenten una disposicion a modo de mosaico, en
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la fase de sintesis de las granulaciones, y en hileras cuando estan en fase de transicion
a los conidios.

Los conidios junto a las fialides son los componentes més numerosos de los
conidioforos (Youngchim S, R Morris-Jones, RJ Hay, AJ Hamilton, 2004). Sus
componentes citoplasmaticos confirman que se tratan de células de maduracién para la
formacion de las esporas, por eso para facilitar la expulsion de las esporas de los
conidioforos, los conidios se disponen en hileras de diversa longitud, en las que se
aprecia una maduracién tanto de nucleo como de citoplasma.

Las células correspondientes a las vesiculas, que se inician en el cono, se
disponen de forma radial y tiene forma alargada, inician la disposicion radial del resto de
componentes (Herrera, MM, Molina, A, Blanco, A., 2017). Estas células tienen una pared
rigida y su componente celular es alargado y esta rodeado de espacios claros. La
existencia de escasas mitosis, con escasos cromosomas, indica que su divisién mitética
para producir las métulas es muy répida.

Los estudios realizados al MET de las métulas indican que estos componentes
son de ftransicién y carecen de relevancia funcional como indican sus escasos
organoides citoplasmaticos y su presencia sea corta como indican las mitosis que daran
paso a la formacion de las fiélides( Herrera, MM, Molina, A, Blanco, A., 2017).

Como hemos apreciado en los estudios del ME de los conidiéforo, las células
eucariotas que tiene mayor actividad funcional son las fidlides. Por una parte el gran
numero de mitosis que hemos observado indica un aumento en el nimero de células
que posteriormente se transformaran en los conidios, y que no solo actia como una
zona germinal, sino que por lo contrario sus numerosos componentes citoplasmaticos
facilitaran la formacién de los conidios e incluso darle la coloracién negra a las colonias
(Herrera, MM, Molina, A, Blanco, A., 2017). Dentro de las granulaciones existentes se
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desprende dos funciones importantes, en primer lugar los granulos proteicos claros que
tienen una clara funcién de producir las envueltas de los conidios y posteriormente las
esporas, y esta formacién de los grénulos proteicos participa fundamentalmente su
reticulo rugoso. Y en segundo lugar los granulos muy densos corresponden a melanina.

De las descripciones que hemos realizado, tanto al microscopio Optico como
electrénico de transmision, se deduce que la coloracidn negra de las colonias se debe a
la presencia de pigmentos de la melanina, y que estos pigmentos se localizan
fundamentalmente en las fidlides pigmentadas. Hemos podido comprobar que en
aquellos conidioforos cuyas fidlides contienen méas pigmento se traduce en una mayor
coloracién de las colonias (Herrera, MM, Molina, A, Blanco, A., 2017). En las colonias
jovenes en las que su coloracidén es homogénea y apenas oscura, indica que la melanina
es escasa y esta distribuida uniformemente, en tanto que en las colonias de larga
duracién de su cultivo, macroscopicamente el aumento del color negro y su disposicion
central en la colonia parece indicar que los conidiéforos tienen un mayor numero de
fialides pigmetadas, y que se disponen de forma radial y concentradas en el centro de
las colonias.

Los cuerpos micéticos melanicos son mas prevalentes en los hongos aéreos y
en los que viven en las rocas. Las melaninas producidas por Cladospirium sp.
y Oidiodendron sp. protegen contra la luz ultravioleta y la radiacidn gamma e, incluso,
contra la irradiacion solar artificial y la desecacién.

Las conidias mutantes albinas de Moniliniafructicola fueron mucho mas
susceptibles a la luz ultravioleta que las conidias nativas.

Existe una indicacién mas inquietante de los efectos protectores de las
melaninas en los microorganismos contra la radiacion en los estudios realizados en los
pacientes (obreros expuestos a la radiacion) y en los suelos de los alrededores del
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reactor nuclear de Chernobyl. La microflora del sitio del reactor provee una de las mas
fuertes asociaciones entre la melanogénesis de los hongos y su capacidad para
sobrevivir en ambientes extremos, asi como la produccion de infecciéon en humanos por
cepas de microorganismos que generaron melanina, hongos filamentosos
(como Alternaria alternatathe reactor strains) parecen estar genéticamente adaptados a
altas dosis de radiacion y una de las caracteristicas de estas cepas es la produccién de
melanina. En los lavados broncoalveolares y esputos de pacientes (obreros expuestos a
la radiacion) con patologia crénica pulmonar, se encontraron muestras con hongos
(Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Penicillium sp. y Céandida
albicans) y melaninas extraidas de sus conidias. Estos autores proponen una hipétesis:
"el polvo radiactivo y los micromicetos mutantes fueron inhalados por las personas
durante su trabajo en el reactor; por lo tanto, esto generd una pérdida de la respuesta
inmune en las personas y una infeccion por hongos mutantes resistentes”. Finalmente, y
de hecho, las melaninas han sido usadas comercialmente en cremas de proteccion

solar, o sus enzimas e intermediarios para incrementar la produccién de melanina.

8.6. MOHOS PERJUDICIALES

Estos aparecen en forma de manchas verdes. Muchos estan provocados por Penicillium
digitatum que, en la cascara de los citricos, aparecen con sus caracteristicas esporas
verdeazuladas. Se desarrolla sobre todo a temperaturas de unos 20 °C y humedad alta, y suele
introducirse en la fruta a través de heridas (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck,
2002). Este tipo de mohos son grandes expertos de la reproduccion. En el caso del que afecta al
pan, Rhizopusstolonifer, este se percibe porque aparecen puntitos negros que se llaman
esporangios, es decir, capsulas con esporas. A medida que los mohos crecen, se forman
esporas, pequefias particulas visibles que le confieren el color verdoso, blanco o grisaceo al
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alimento. Esto es sindnimo de que los mohos han penetrado muy en el interior del alimento.
Estos alimentos no son aptos para el consumo.

Para minimizar el crecimiento de este tipo de hongos en los alimentos, la limpieza es
fundamental. Las esporas pueden acumularse en la heladera, los trapos de cocina y otros
utensilios de cocina, por tanto, es muy importante mantenerlos limpios y secos. Las micotoxinas
suelen crecer en ambientes con temperaturas templadas (entre los 24 y 28 °C) y con una tasa de
humedad elevada (Schuster E, N Dunn-Coleman, J Frisvad, P van Dijck, 2002). En el ambito
domeéstico, la prevencion pasa por establecer condiciones de almacenamiento dptimas: buena
ventilacion, temperatura y humedad, y seguir unas correctas condiciones de higiene durante la
preparacion de alimentos. Otro consejo es comprar solo lo necesario para consumir, segun datos
de la OMS estamos tirando 1/3 de la comida que comemos. Si compramos lo justo, no se arruina
la comida, y evitamos riesgos innecesarios, tirar el dinero y desperdiciar alimentos.

La degradacion de las obras de arte no es mas que un aspecto de la continua
transformacion que la materia, organica o inorganica, sufre en la naturaleza. Estas
transformaciones tienen como fin el evitar que los constituyentes quimicos fundamentales se
encuentren inmovilizados en estructuras mas o menos complejas y sean asi sustraidos al ciclo
continuo de los elementos.

Los organismos que intervienen en estos ciclos comprenden desde bacterias, hongos y
liquenes hasta otras formas de vida mas complejas, como los insectos e incluso el hombre. Este
ocupa un puesto muy importante, en muchas casos determinantes, alterando el equilibrio de la
naturaleza y produciendo, por ejemplo, ingentes cantidades de residuos no degradables, que
escapan al ciclo de los elementos. Las causas de alteracion de las pinturas murales son
multiples, combinandose a menudo y creando una de ellas las condiciones favorables para el

establecimiento de las otras.
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De todas, la mas importante por su frecuencia y por la variedad de causas secundarias
que desencadena, es la humedad. Sin ella, por ejemplo, no se originarian ciertos procesos
quimicos de alteracion ni se producirian los ataques bioldgicos cuya actividad, en ciertos casos,
conduce a una destruccion de los frescos. En el caso que nos ocupa se ha observado una
excesiva humedad en los muros que soportan los frescos del pintor Vazquez Diaz, en el
monasterio de Santa Maria de la Rabida (Huelva), lo que ha originado la aparicién de
eflorescencias salinas y la proliferacion de una flora microbiana que ha invadido los murales y
deteriorado la original policromia del conjunto. Como parte de un proyecto destinado a la
restauracion de la sala Vazquez Diaz se ha llevado a cabo un estudio microbiolégico de los
frescos para conocer la naturaleza de la invasion microbiana y posibilitar una accion eficaz frente
a los complejos fenémenos fisico-quimicos y biologicos que han originado la degradacion de
tales pinturas. Aunque la microflora existente en los frescos es una mezcla compleja de diversos
tipos de microorganismos (bacterias autotrofas, bacterias heterotrofas, actinomicetos y hongos),
en este trabajo se presentan resultados preliminares obtenidos en el estudio de la microflora

fungica.
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9. Conclusiones

12, La identificacion y descripcion de estos hongos microscépicos los hemos realizado en
lienzos de cuadros y maderas de esculturas, y se destaca que son similares tanto en su

viabilidad como en su constitucion.

2% La viabilidad de estos hongos en las telas de los cuadros alterados, que se
caracterizan por estar mas afectados por la humedad, y que preferentemente predominan son el

aspergillus nigery los penincillium candidum.

32. Tanto el microscdpico optico como el microscopio electronico de barrido como el de
trasmisién nos han permitido no solo su identificacion sino el conocimiento de los componentes

celulares de los hongos microscdpicos contaminantes

42 Los estudios realizados al microscopio electronico de transmision de las métulas,
indican que estos componentes son de transicion, y su papel funcional es participar en la
formacion de la pared de las esporas, tanto en los aspergillus niger asi como en los penincillium

candidum.
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52 Como hemos apreciado en los estudios del ME de los conidi6foros de los aspergillus
niger, las células eucariotas que tienen mayor actividad funcional son las fialides, responsables

de la sintesis y almacenamiento de la melanina.

62. En las imagenes que hemos obtenido de la septacién en las hifas hemos podido
comprobar al TEM que éstas corresponden a las fases de citocinesis de la division mitética que

pueden mantener puntos de unién.

7%. De las descripciones que hemos realizado, tanto al microscopio Optico como
electronico de transmision, se deduce que la coloracion negra de las colonias de los aspergillus
niger se debe a la presencia de pigmentos de la melanina, y que estos pigmentos se localizan

fundamentalmente en las fialides pigmentadas.

82. En las colonias de los aspergillus niger jovenes cuando su coloracion es escasa nos
esta indicando que la melanina esta en poca cantidad y distribuida uniformemente, en tanto que
en las colonias de larga duracién de su cultivo, macroscépicamente, el aumento del color negro y
su disposicion central en la colonia parece indicar que los conidi6foros tienen un mayor nimero
de filiddes pigmetadas, y que se disponen de forma radial y concentradas en el centro de las

colonias.
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10. Resumen

En este trabajo hemos descrito con el microscopio optico (MO) y microscopio electronico
de barrido (MEB) y transmisién (MET), los diferentes componentes: vesiculas, métulas, fialides,
conidios y esporas del Penicillium candidum y Aspergillus niger. Los hongos proceden de telas
de cuadros, que se han visto afectados por su contaminacion.

Como obijetivos del trabajo nos planteamos en primer lugar conocer la viabilidad de estos
hongos contaminantes. Conocer la morfologia a través de los estudios al MO y MEB y finalmente
conocer la evolucién mediante el analisis morfolégico con el MET. Por otro lado existen
numerosas descripciones al MO y MEB de los componentes celulares de Aspergillus y
Penicillium. En cambio son escasos e incompletos los estudios descriptivos que existen en la
bibliografia consultada, con la utilizacién del MET, de las células eucariotas de estos hongos, por
lo que se puede considerar una importante aportaciéon para su conocimiento y funcionamiento,
sobre todo de las métulas y fiélides.

Es importante conocer las granulaciones que se presentan en las métulas y fialides, que
participan activamente en la defensa de estos hongos. Son granulaciones especificas y similares

en ambos hongos, Y hay que sefalar las granulaciones proteicas y de mediana densidad
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electronica que presentan estas células y que definitivamente son las responsables de la
produccion de las envueltas de las esporas. En cambio existe una diferencia importante en las
granulaciones de Aspergillus niger en comparacion con Penincillium. En Aspergillus se producen
granulaciones muy densas a los electrones y que se identifican con melanina, protegiendo

selectivamente a este hongo.
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11. Abstract

In this manuscript, we have described the different components, vesicles, metulae,
phialides, conidia and spores of Penicilliumcandidum and Aspergillusniger with the scanning
electron microscope (SEM) and transmission electron microscope (TEM). The fungi come from
plaid fabrics, which have been affected by their contamination.

As objectives of the work, firstly to know the viability of these contaminating fungi.To
know the morphology through the studies with MO and SEM and finally to know the evolution
through the morphological analysis with TEM. On the other hand there are numerous descriptions
to MO and SEM of the cellular components of Aspergillus and Penicillium. In contrast, the
descriptive studies that exist in the literature consulted, with the use of TEM, of the eukaryotic
cells of these fungi are scarce and incomplete, so that it can be considered an important
contribution for their knowledge and functioning, especially of the metulae and phialides.

One of the most important facts is to know the granulations that occur in the metulae and
phialides, which participate actively in the defense of these fungi. As specific and similar
granulations in both fungi, it is necessary to point out the proteinic and medium electron density

granulations that these cells present and that are definitely responsible for the production of the
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spore shells. In contrast, there is a significant difference in the granulations of the
Aspergillusniger compared to the Penicillium; Aspergillus produces very dense granulations to the

electrons and that are identified with melanin, which selectively protect this fungus.
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RESUMEM

Enm este trabajo hemmos dezeniio con el micraseoo optico (MOD v mecrescopan electromes de barndo (SEMI v ransmsian
(TEM), log diferenies cormpinentes, vesioubas, métubas: Nalides, conidios v esposas del Penieifiinm candicdum v Aspergillis
miger. Los bongos proceden de teles de condros, que se han viste afectados por su contominnaisn,

Commn objetivos del trabajo, en primer lugar conocer 1a viabilidad de estos hongos contaminantes. Copocer bn merfologia’ a
travis de Jos estucsos ol MCky SEM v Ginalmente conocer la evolucion mediamie ¢l andlisis morfoldgico cot el TEM. Por
obre lado existen numerosas descripeiones al MO v SEM de los componentes celulares de Aspergilhus v Pendeilliem. En
carnhio son escasos @ incomplelos fos estdios descnpbives que exigsten en lo biblografia consuliada, con ls ulifoscnn del
TEM, de los cdlulas cucariotas de estos hongos, por bo que se posde. considerar una imporiante aporacidn para su
concgmmients ¥ funcionumiento, sobre todo de les métukns v fibdes

Es imporiante conncer los gramulaciones que s presentan en las médulas v falides, que pamcipon activaments en la
difensa de esiod bompos: Son pramulsciones espacificas v sirmiares en ambos honges, hay que sfialar Tes granulociones
profeicas v de mediann densidad electrdnica que presentan estas eflulaz v que definitivamente son bas responsables de la
prochuscion de Las envuelias de las esporas, BEn cambro existe una diferencia imporianta en las granulsciones de Aspergitins
miger én comparacion con fentclfiiue, en Aspergifies se produce granulaciones iy densas 4 los, eloctromes ¥ que se
wdentifican con melamine, protegiendo seleativarnente a este hongs,

Eevwords: Fadlides, méwlaz, melamna, TEM, Aspergillus,-

STRUCTURAL AND ULTRASTRUCTURAL CHARACTERIZATIONS OF THE GRANULAR COMPONENTS
OF AYPERGILLUS NIGER AND PENICILLIDM CANIHDLM AND THE PRESENCE OF MELANIMN IN
PHIALIDES

ABSTRACT

In this manuscript, we have described the different components, vesicles, metalae, ‘phialides, conidin and spores: of
Peniciliinm comdidum and Agpergiffes miger with the scanmng electron muicmscope (SEM) and transmission electron
mictogeepe {TEM). The Tungl come from plasd fabeics, which have been alfected by their contamination

Ad objectives of the work, lirstly 1o know the viabilify of these contaminatmg Tungs, To know the morphology through e
studies with MO ond SEM and fimally 1o know the evolution through the morphalogical anelyvsis with TEM. On the other
hand there are. numercus deseriplions to MO and SEM of the cellular components of Aspergiiing and Pedeiliiom, In
contrast, the descriptive studies thot exist n the htersture consulted, with the use of TEM, of the eukarvotic cells of these
Tumgi are searce and meomplete; so that it con be comsdered an important contnbaetion for therr knowledae and fanetwmng,
especially of the mefubie and phialides,

One of the most important facts 5= o Enow the granulatons that ecowr m the metulse and phialides; which partespate
actively in the defense of these fumgi. As specifio ond similar gronulations m bath fungl, it is necessary to point oul the
peodenmie and medinm electron density granulations: that these cells present and that pre defimiely responsible Tor the
production of the spore shells. In comirast, there 8 0 signidicant difference im the granulotions of the Agpergilive niger
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commpared fo the Pentciliinm; Aspermiie profuces vary dense wronidniions oot electrons amd thae ure identificd with

rehanin, Wiich selectively protect tas fungas

Keywords: Phanlides. metulae; melanin, TEM, Aspergillus:

INTROBUCCION

Drentro ade s contieninanies  buobogcos  qoe s
enaueniran en mwyor cantidod en whas de ousdios, swon
hongosmiicreseapicos. vy polencs: Bl caracter sapoofily v
pafnsitagios de 1oa houlgos microsedpicos, ulilizandd oz
exvmpmneles orpimicos de las primtares delic omdons v
il de Josdiensospira crever, producen allensemneque
pocden legar u s degrodlscion de Kos cudres Debido o
ql.m__l.mn estado aormalmente en zoms-desprotegidns v oo
veces 0 lo migmperie, se fivercoe que hos hongos,
desomanndos de o hamedid,  Tandamestnlmenie,sean
Tos e Gontamimen o bis des de tod cssdoes [ 1], Son
mschos los hongos exisientes yue pusdsm tealizie estoy
clectos, pero sin dudn alguns el mas numsreso es
Asgrowgrifley rlger [2)

En'los eases de degradaciim de las telas de cuadrospor n
aocion de loslienges resulla impressindible: renlicar wn
dadgndstion v su posterion prondgsiico. [ 3], Bl nigroseipio
clectrimaee: de Baride (SEM e sonviete en un medio
idesl par descubeir la prsencin de los Hongos; va que
lnd! eaponss .:.' s lifad: sl aprocian  Bon oskeR
TRV ETA T TR I:‘gq: stus identificaciones solo indican L
pragency de los hemgos- contmmantes, oo sdicnndo el
fpo e bongo el g osc ata, § o ue @8 mas
inportheie, 8ise encuetntran potencinlmente detivos: por
Io g resulid miuy smporiante redlizae su identifiencisn ¥
expocert st viakilidid [4]

Son miahies los estidios que exshlen con el MOy SEM,
gue- home side. wiilizados pera estuding sug composotes
celulares [5][6] Con e wse del TEM % conocen ta
morfilogio - fotmine de dichds componentes, si bien
exislén deseripoiones de los conidios v lus<ssporgs; pere
som @scatos los estuding de Tus vesdeulas, de g mdiulad y
fiilidis.

Bl A miges s deline por s colimsein negra de su
condiolione v -se debe a o presencw de celupna,
fundementalments en sus: finlidss. La melinnn - cn o
ke Aaiimal- 58 considern Conid  ung sustamcia
preteacion, dispomiéndoss tn lsa " Fonns ks perilericas v
externas 7], Phverses antores sugienen que la melaning
fieverece In virulenein de los spentes micoticos (8], v
ademas los protegen do la n:;i:n.azsl.p di defomsa del
hospedudor, ¥ de los sgemes gxidantes, neduciendosu
fingcitosispor pirte del hospedador [4][9)

Lo melnning se produte on el process e orecimienio v
maduracion del bonge de ko que desfocan Altimaincile
Aspergifluy feevigeins, peto por Jos que mugstin
coloraciim wspecihanmente pegrn on s evoluwiin v
erecinuento o8 omger L LT].

Peogmcilfiury warmeffed ambien e caraclenzan por
praducis melinina, Pego le moyvoiie de ellos entre los gue
diestnen Peried i candd@idhom airecen do melamna,

Uno de los objelivos: principales que nos plinteamiy, @
cofaeer efme s proping ellulis de oz conddiofnes,
pyrl._in:-i.pan_un producie diforenies setamsias gue o propio
borge utilaza par csuopropiaprojeccion, v ogque o
produsen célulus imenmedins gomio las mdlalas v las
filhdes. Faas sustoneias probecionis la produden estas
célulies almacenindolis en ardoulos jregolaies, v
pusterinfmente. lommarin Ins eoveelias de protecortn de
los - copoms.  Pero aderrds: en Aspergiliuy wiger, sc
sutettzan granelos de melaess, que ex bn respansable
del: color neare. de sstos feperedfuy, Eatn melsnmn
prutene de ee rudineiones: [umdnts

También nps hemos phnteado destribir con microssopio
oglrinico de trasmisiin (TEM) de sus componemies,
debidle” u que. by eseassy  do esls estuding
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MATERIALES ¥ METODOS
Para eate estudio se l.l,nn uiilizado hongos procedeanias de
vorios liereos de Waldés Leal: gue estaban detersorsdos v
se 1ha o proceder g su restnurncion, encontnindoss ¢sta en
los pasos infotales (Fig Tal
Tomadsas Ins musestras, 16 longes se culiivarn e agar
Sabouwraud  glocosado v en Agar Crapek—Diox, ésie
oltimo come culiive :'E:;l:éll'iu‘r pira AsmergEils spoy
Penteilfinm sp.
S utilizaron coss mitedes de deteccion de-Adspergiili:,
pot wn lads, el test PLATELLA™ ASPERGILLOS Ag
(Ref 62794, BIO-RAD:, USA) segin lns mdwooenes del
fabricante: por ot lado, se realizé  digmdstico
moleculas de DA pendmisco con o écmica de la
reaccidn ¢n cadena de ko pul.l.-mmasa on Lempo neal
(PCRr), wileande ol suers ASPERGILLUS S8P -
PCR . ALERT AMPLIFEOEE (Ref RTS1I0-F,
MNARGGEN; Taly) siguiendo las indicaciones del
fabricanté, en wn equipo SmartCyelerR (Myconostica;
UK, Con respeste o ko deteecion de  Pewiciflmim
centclichion se ulilizd el kit Pentciiivm sp. Toghan PCR
(Ref TM33200, Morgen Biotelk Corp., Canadn) siguiendo
lnz indicaciones del fabricants:
Los:hongos para 5o estshio se dispusieron en 2 lodes o
grupos, dependiendo de b especic del hango:
Primer grupe de hongos Peniciliiunn cadichar
cultivados o bos 10 dias,
Sepundo . grope de  bongos Aspergifluy miger
cultividos o'bos 10 dias
Para su estudio v descrpeitn- hiemosseguido deferenies
métodologias, wtilizando. Anld el microscopio dplico
(WA :_I electranice de bamido (SER) v de trunsmision
(TEM.
Para conocer su momento de. desarmollo reahizamos unns
unprontas de lod cullivos tefiidas con azal de melileno.
Pora sestodio o] meroscopic dphc, ks eolemas fuston
fjadas en formol al’ 4% ¢ mclaidis en pacafing. -Se
relizaron cortes de 3- pm de grosor, v pasteriormente los
cortes s tifferon con hemeatoxiling Y eosm. También Bt

realizaron mmprontas oo los porta ¥ fucron @ikdas. con
izl de imsetileo:

Para qu observacion al  microscoqio  elecirdnico. las
mapestrs ose fyeron en gluternbdehido ol 2% Laos
cormesponhenies al SEXM se descearon vose recabrieron
con oo coloidal, en tanto que para TEM se incluyeron en
resinas ¥ lras su corle se conirasiaron von acetalo de
plomna ¥ eitrato de vraniko.

Los estudios morfoméricos s realizaron con TEM, se
renleraron contands 10 cundradod de cada pejilla. que
suponen 10X10.000 v “son 100000pm Ta suptrficie
mededn

cAririisis exteelisticn

Los dates fueron onalizades usanda ¢ progroma
Statgraphocs Canliran b A g
(Statgraphicsmet; MMaEdod; Spain) para  dederindnar Ia

waincdistco

diferenein del oo de ez fdbides v mdelis enire los
dins bengos estuchimdos, AMOVA (prueha & e aphcada
para demostrar s existian difcrencias sgmiicativas entne

bosvnlones: pid U5 e considerada significotive

RESULTADOS Y DISCUSION

Bebide a Jos escasas descripomcs existentes  al
ticroscopio electrinico “de fransmisidn (TER) de las
eluls gue forman Tos comidioforns, Wmos a realizar las
desenpeiones de todos los sompenentes celulares de
Asperaiflus niger v Penfellivm condidim, con las
diferentes microscopias pero furdamentalments 2] TEM.

Primer gripo, Coltivo e Peaiciflinmr-comdidune
Mactozedpicamente  producen  wnas  colonbis bien
desarrollndas, ::m:l. uniformidad en el cobor, que son de
eolor blapeo nacarsdo v omunan st zones oegras
(Fig by

El ‘componenie  eséncial “de  estos honpos zon los
comidiifores, Tormidos por un- tallo vila cabeea penicilar.
En este grupo sedestacs gque exisie un plesmorfizmo en



los conididtoros, intercalindose de pequefio v prandes
tmafos (Figs. 1d, 2a)

et Micromoamica Vol 2, Mool 207, pp21-2

Pars identificar o todos los slementos nos hemos bazado
en su disposicidn topografica v en =u morfologen.

Fig, L. a. Superficie de la pintura, oo la gue los hifas (H) v las esporas (E) se prescntan bajpo SEM, b, Cultives de 10 dias de
eolonies de P, condidor (Ch e, Cultives de 10 diss de polonias de A, niger (C), & Frodis de oolomins de P, cakdichum,
observande coniditdfores grandes () ¥ pequelios (o). ¢. Frotis de colonias de . sfger, ohservando conididforos grandes y
vmaformes (0 T Detalle al OM de condislfones nltamente pleomarfieos (CF). H-E, Bamo de 140 pm. g Détolle ol OW de
conididforos grandes v unifoomes (O H-E.

Fatlo
Esth formado por un tallo Gnico, muy groeso v liso, sin

que tengs rumificaciones v lermin en uma floracidn o

ervhs e o e vesieulas v eélulas encariotas (Fig. 17}

Al muicroseopie  Ooplico  se  epreel un  comtemdo
citoplasnitico iegular con grandes depdsitos Hguidos,
encerrackns en grandis vacuolas (Tig 2e). Su estudio al
TEM ecosresponds a un compunto de célules eucamolas
con escasy aohvided celular, encontrindose separadas

enire i por un espacio libre que. corresponden & una

sepmeniogrn sepinl. La membraon ¢elulor es'lisa v estd
envoelio en capas imegulares de proteinas. Son células
gratekes ¥ alargacdkes, cuvo Citeplasgma contiepe s0bre todo
resduos  erfoplasmatices, con un odoleo de pequefio
tomafie, En los coops.de seporacion entre -fos célubas
existen restos . de citoplasma v oen lo3 bordes de
separaciim, pieden ser lisos en los casos que haya
conchido la sitocinesis celular o son uniomnes densas de
membmma en los que min no he conclwdo I Gltme fase
de I diviidn,



Mo, T

Fesichen
Eathn  formadas. por odlulas: eocarlotss, que se

CHlBCEETiFMN por  preseniar unn netohons csmple, el

neley peguedio: v demss, v-do gque nEs se destsen g5 un
citoplosmmn, quese carncterian por que- T ninvork de-él
comicnen s orpomoides  consr  son pdtocondrias,
reticule endoplismico v complejo de Golgi ¥ junls o
ellnz s loealizon el micleo. El resio de aitoplasma est

ocupado por grucsas vacis s ligquidas (Fig 2e),

idmlas

Formandes por eélulos encanoins, que se doviden por
mifnsi v se disponen o modo de o estrechs banda. de
cofulas guir s bocnlesn opograicaments enire s
vesteulns y lns finlides. Estos componentes suelen estar
1) BEgiEy e, v 50 presentan-en iantsla fse mtoion
¥oveReteding

Es  frecudnle  obsdrmring on divigion  mitdica.

alargindods v ol dos polod, donde encontrmes los:

miclees que pueden estr mostrando los oromosoms,
Cunndo sc apreeun los cromosomis estes-cslan poco
organizucdos ¥ venen  eseasn densdad  elegtonigs,
dandose los cogos gue dickos noclees poeden estar-en
mimentos difermies, e desr ano organiasdae v el ofre
mastrande los cromasoms:

En b fase vegetative, lus métalins sow ciféness de wmos 3

g dhe dimetss (Fig 2g), vl TEM son clinos. v de

esensy densidod. Taenen un nicleo esféneoy grande, que

oeitpa gran pane del citoplasma v muests ung envoblm:

nuelear dilatsdn con gbursdmabes pores, ¥ eon uno perfil
mecpulnr de bordes dontados. v de cromating olara ¥

homepenes, este hecho nes facilia |y identifioncion de

e Wilercacomer Yol He B 20T B=2]

st eomipopentes. Fl aoplasms es CEGHED, ¥ lEne
pocas argoioides. apreciindose nhosomas v algunss
cigteenas de reticule endoplismatice mgose, v umbién
s desincn o eendniEsque Son escasas reng fenen ' un
graf desarrolle. Finilmente. deststamds que on oflulas
poco diferencisdes, v con eheass cantidid de Sistuscios

metobolicns

Fleiltefies

Futas colulas eucanoins son las sesponzables: csencialos
el formacksy de Jas odulas reproducionas. Se disponen
e chmuoles o modo de mosnios v posteriormente oo
hilerns Estes eélulas 4 comiclerizam por  presentic
E.l.:-lliu]:h!i[‘ull.f'i.. grandles  de  nabwalezn o protows de
g[.;minza propoccaonis ode escose denssdnd eleciromen.
Lo presenci de estos: grimuolos son s responsoblesade
produsin s envielits prodcicas de los conadins.

Las Nakides mdd corconas oo lis métulass carecdn “de
praulacionss v se denominen ogtinulidas 1Fig'_:?r'ut.
imcinlmenie  carecen de grnules  que aparecen
posteriomerte. Tionen m tamafio alrededos de 5 pm de
defemetre ¥ preferaniemente se o chapaman e mnssey,
relacionnidas entre 51 por- s fins membmmn, San celulas
ovoldes o piriformes. Tieise un nacles bien desamollpdo,
dispuesio excentricamenle, con una cromating clarg v
bomerpdnea,  su enveltun tuclear es fise v aperas
ITnn:s;l'nl invaginaciones (Figdoh Bl cttoplasma n pogos
numentod cx uniforme: ¢ imcluso de la misma densidad
que el nuclen: Todas las fidldes wenbidn se presentan oh

ribosis (g s



Figars 2. s Degalle ol SEM, 3¢ pusden observar les cabezas pleomidicas de Pessicillias (CP) b, Dedalle al 3EM. Se
pueden observar ahumdantes cabezas de Aspersiiius, grandes v umiformes (0}, ¢ Dedalle al OM del Pooamdicdhim Se
observaron vesitidas (V) en lo cabeza de Penicillivm. PAS, d, Dedalle bago UM del segundo grapo. Se destacaron las
vesiculas largas (V) dispuestas én empalizads, con dreas PAS poeitive. . Detalle bajo TEM de Peniciltinme: vesioulos

alargadas (V3 con contenido citoplasmdtico {C) v wonas amorfas (A). T Detalle sl TEM de Aspergifiiis: vesiculas alarpadas
(V¥ con un comteneds ciioplasmitico (C)y apenas sonas amorfas. @ Delalle sl TEM del primer grupe. Tna métuls esféricn
(M) eom un ke central elara (N) rodeado por un peduefio habo de ciioplazman (C) b Detalle al TEM del sepunds gropo,
e obeoryvd unn meétula (D con un micleo elaro (M y m oucléele promimenie. El halo ciloplasmétics contenia
matocondrias (rd v granulos armosfos (C

Caniiliag

Som edbulas de pequefio tomidio, de Tommas eaféneas: o
ovoides, v suelen disponerse relavionndos™ enire 5o
mode de hileras. Morfolegeamenie se configurn por
dia  componentes, el miemo que comesponde -a Ui
pedquetia célula eucariofn; con eseasos organoides, v las
cormespondicntes - cubiertas, En Iz cubierins  teewn
formados, 5o destoon onn demss v finn envuchia, que
proviems de los grémibes densos’ de los fialides que

posterioements. son excrelados. v organizan  una
membrana contime, bormopénes v clara, con pequefios
espicudns cxbernns que se aprecun fonto ol SERM como ol
[BELY

Fipraras
Som mary namerosns, eskénieas @ ovordes, de superfiome
sprendnda (Fig3g). Estin configumdas por  dos

elementas, el intermo goe es- g céhula eusarioln que en



fases iniciales apenas tiene desarrollo, ¥ que finalmente
apenas s diferencian sus componentos; al ener wodos
cllos wna densidad intensa v de contornos inapreciables.
¥ oen o semmde lugar las cobicrtas extornms, gque 56

——

obaervan reckn fommadas enconimmos. ma intermno densa
o los elecirones, v In mis extema clara v con espleulas
externad. Fatns cubiortas teemdnan fumdidndose v dan wis
o vares, de morfelegiv semlor v escaso densidod:

Fig 3.0 Detalle al UM de | cebeza de Panicilliom, S observan pocos Tildes gronuledas (P), b, Detalle bago OM de fa
cobezi de Aspergilfvs. Pueden verse abundantes fidlides pigrmentadas (PP). ¢ Dedalle bajo TEM del primer grupo. Se puede
abarrvar fidlides (P} oon un nbeleo grinde, uniforme ¥ denso, eon mitoeondries ¥ granolos de proteina (G en 5o
citoplasma. d, Detalle bajo TEM del sepundo grupe. Las fidlides () mmeestrn su ndcleo exenines ¥ en su ciloplasma
tienen dos tipos de grinulos, alganos de baja densidad (G v edres son de alts densided v neds numesosos (G e Detalle
bapo TEM del primer grupo, eon finlides en |a fase de divisidn mitoticu (PR, 1 Detalle bajo o] TEM del segunds griopo
ot L Fiddicke en mintosis (P, ¥ en su cioplasma ae ven granulos dendgos de-mebonma (G g, Detalle a] TEM de exposas
de Peicilfinm (3. b Detalle hajo TEM de esporas de dsperoiifns {30,

Segutrwdo givpa. Cullive de Aspergillus niger,

En msestro trubapn hermes estudiade eomo sggundo gropa
de investigacidn, Aspergiiiuy iiger con 10 dias en el
mielio de aultivo (Fig. le).

Coma en el casd antedor Ta parte esencal de los
comididfores . estdn  fomados  por un talle v o
correspondiente Ooraciin de ln cobera asperpilar, con la
cargleristie de e son umiformes, di grandes tamarios

¥ ode i color negre aotenso (Fags. le, 2b) Todos los
componees  que formen  los conideblores eatin
presentes en o cabwezn asperpilar v otienen la mEsimh
maorfologia, o excepaidn de bas Rdlides; que en defimtva
som las responsables de la coboraowm negrn de las
eolonins: (Fig 1g). Por 1o que el tallo, 1as vesiculss, las
mebiulas, los condios v las esposas son similares a las



cendipdas anteriormente, vames 8 desonbir solamente.

las fElides por zus diferencias morfologeas.

Fidlickes

Estog companentes som miis numersses, ¥ s dispomnseén én
hileras ¥ también en mesabeos (Fig2dy. Estas células
eucariplas, se pusden dividir por s morfologla v
composicion en dos gropos; las faldes gramleres y les
falhdes pigmentades. Ambas células tas enconirames en
Fase de mitosesy an fase vegataliva,

Ficlides wramdares

Estus Teilides son a8 mis jdvenes v Heoen un tnmafe
alrededor de 5 pm de difmetro, v proferestemente - se
dispimen en: rcsspeo, refacionados entre si por unas finos
membranns. Son eélules ovosdes o prmfoomes ¥ Genen un
ndclen bien desarmoliado, dispuesto excéniricamenie; con
urni cromling clara v hombgénes. su emvolioras msclear
5 lisa v apenss muestra mvaginaciones. Bl etoplasm o3
uniforme ¢ incluse tienen mis densdod que el micleo,
com TimeTo s08 nbosemas v nlgunes cisternas de reticulo
negoasy, - lambien mibscondrizs de densidad simakar al
citoplasma  pero  con abundsntes  erestas  (Fig 2h),
Algunns do estes oflubos  ecvcorictes, lis hemes
encontrade en division celular, mostrands todas los fases
de las placas mikicas, si hien lis cromosomas esiin
oo medividualizados, ¥ se disponen como acimulos de
cromeatima dense En su ertoplasma sz aprecin granulos de
eacusa densidad que pamciparin cn la formacein de las
chpaulas de log conidies (Fig.3d).

Fidlicles pigmentoday

Les fiilides pigmentades  son mwoy sinnbores s los
ameriores, aunguee con dos diferencias esenciales. por
e perte, son de mayor maiio de alrededor de & pm de
dyimetro, v sobre fodo la existencia en ¢l crtoplasma de
vares  pranulos como los - anteriores, pere sobretodo
pranubes  muy  demees, de grandes  proporciones. v
formados exclusivamente por malerial ey densa y

homopénes (Fig 3h). Estas dltimas granulaciones las
identilicamios como melaninns que serin las resporsables
de la coloracidn negra de las colomas. Y al microscogas
apien le doounn cobormern parda de so etoplisma. Son
frecucttes  les  divisiones  outicas  (Fig.30. Los
conidififores y lag eaporas son similares a las doseritag en
el grupo anterior (T 3hi

Amdlisis estadivtice

En el estudio morfométrico e o estudiado el tomaio de
lasfialades v las mdiulas de cada homgo, comperando sas
medins. Con mespecto ol primer  elemento | Aahdes
ohservames que existe unn diferencia sipmifcative enire
&l tamafe de las [ilides de F. comfidum v A miger
i 055 (Figdd. Con mespecto g los métulas observamos
e miy exaste diferencie sigmliootva entre el 1amndio de
ks métulas de P camalichos v A niger (p=003) (Fig.5).
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Fig. 4. Repressmtacidn grafica di la varacnim del taimdio
de fifillides en cada uno de kos lotes. Los tamafios medios
e Traledes, Mizron sgnificalivamente magones en el
grupa A, piger. Significativamente diferente del grupo P,
eancliclingt con p<Th03,
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Fig 5. Bepresentacion prafica dela-variacion del tamaiis
de las metulas en cada uno-de 1og Indes, Los mofos
maedios dedas métulas o fueron signi freativamente
muyores en el gmpe A niger. Mo significativamenle
diferente del grups P, candidum oo pe 0,05,

Uno die los objetivos del presente trabajo, ha sido realizar
unmit deseripaion de  os componentes celulares  del

Aspergifiey mger v Penicilfivm candichnm, edentifienrlos:

previamente ¥ realiear un amihsiz funcional eofre bos
diferentes componentes |2][12][13]. Existen diferentes
esucios  realizados com el moroscopes Oplico ¥
elecirémico de burndo (SERM) [6], en tanie openss exisicn
whentificaciones. v descripeiones - de cslos -clememos. al
microssopie elecirdmss de tmnsmision (TEM), por ko
e consideramos que uno de los puntos esmiciales de
noestre frabojo son los esdios ultracstrstumles, gqoe
nos ha: permatide  conocer su morfologls mtima, v
comprender gu fineidn en el metabolismo general de
estos hotigos, Por otra parte, este tabapo ha permatids e
solo gonocer bos componentes que aislames de las teles
de los cuadmos, las esporss ¢ hifas, sino que iras su
cultive nos. ha  permitide s identificacidn ¥
comsirmento de-su viabilidad v prondstice paza realizar
In restmmracim de kos cusdros ofectodos;

En nuesires mvestigaciones “se wdentificd  Aspergifius
eriger v Pendel M comdidem [L4]115], v el motivoe de
realizar sus estudies anio al microscopen Gpdiea como al
clecirdmics, v sobre tode al TEM, ¢ sdentificar todus lns
célulan ewcoriae que se forman en bos conidibtonos y
redlizar 1o descripeién de o estrisctura. v uliraestruciun

de dichas células, parn su identificacién y = posterior
comprasidn de su funcionalidad [1].

Lo privnero gue hermos temdo en cwmits es Ja viabdbidad
de estos henpos en los telas de los cmsdros alierados, voel
hongo que’ preferentements predoming o8 Axpersilius
niger[4], guese caracteriza por ser uno de-los que estin
mas pelocimados eon la humedsd, v mantenorse aotivos
en dichos loco lrsciones

Tante al MO como al SEM, exisien estudios previos. que
g han permitide mo solo- so - adentificacion sino e
conoctmiento de sus componentes celulires [6]. En tanio
quez ol existr escasos robajo ol TEM, v los que existen
son incomipletos, nuestras descripeiones hian sido nuestm
iavor aporiscion al conocimienlo de estos: hengos. El
heahs de ser esansos e incompletos los trabsgos al TEM,
sobo bos bemes podido wsar en el estodee de abpunas de
gls eélulas comme son los conidies ¥ SEpores.

Hemos somprobade al TEM. que bos soptos de las hifas;
conresponden  Tases de ciioemesis de a mitosis, en las
e se han prodocide unn separscion de s oéhalas Wjes,
o pueden maniener pintos de. uiones. Con el MO
tambeen se aprecian cofl misder las sepiaciones, debide al
contemido citoplasmiativo de las células hijas v sobre todo
por la existencin de membranns - de separacsan muoy
griesas 3]

Las cililss correspondientes a las vesiculas, gue se
s en el gono, s dispinen de Terma redial v tiene
forma alorgnds, imcian o disposiendn radinl del reste de
componenies. Eslas célukas tienen una pared rigida v su
componente celular es alargado v estd rodeads de
expaciog claros, La existencia de escasas milosis, <on
cseasns. eromosomng, indica que su divisien matéticn
parn producir Ins métulas es oy ripida

Los estudios renlzados al TEM de las memlas, indican
que eslos conponentes son de transmcidn, ¥ carecen de
melevoncia  funcienal, como  ndion  sus escusos
arganoides ciboplasmfiticos v su presencil o8 corta Somo
indican las mitoais qui dardn paso a la formacidn do las
fidlades,



Mo, T

Cama hemos. spreciado en los estidoe-del ME de Ios
coniditfogos. : las, células eucariofns que Uomsn mayor
actividad i’wmcin;yd soii-bos i lides: Pog wna pae 2] gran
nurmere de muiodis gue hemos  obssrcsde b un
pumenibe o ol nidimens de edlulas (ue postirionments se

frslormacan e losconidios. ¥ que mo dolo detis como

adad A periinal, st g, Al Contng, sOd AUmeresss-

eompanentes clioplismitices fnatlitiran. la formaciin de

Ioszoomdies & moluse darle o coloresn: mepru oo s

colmas e el coso L oauger 18] Deago de -los
granulaciones exlistenils sedasprénda dos Moo
mopertantes, eno pomer logar, ks prinolds proteieos
elaros, tenen wna clun funcidn de produsir Ies envoelins
die los eomrdios v posterionmaenle e cspors. Y ein st
formacain |.1.-z log  gramolos:  prolewns  partaipo
fumdamentaimente = retiealo. fogoso:. ¥ encsegundo
Togar ko aranubes muy densos comespomien o melanina,

D las descnpownis que heimos realizido wntd ol
miiGroscopio apthen como electrinico de trusimisidn, 4
deddnce que la coloacion negre e Ins eolnmns sc debe o
ln presemwcta de plgmentos-de o melaning, ¥ que csos
pzmentes s localsn fundementalments en los fiides
pagreentadas [F[160] Hemos: podida comprobar que’ en
pielles  comdiaforos: auves finhdes  contienen mis
izl se raduce en une oewvar coloracion de - las
colomns [5] En las. colomias jdvenes en bos gqoe su
colotucion e homopenes v "F'F_-‘ﬂuﬂ.u.w?"-““- indica que ln
mediminn gx eseasn ¥ estn distnbuwdn, uniformemente, en
o -ueen les colomias.de Lirga duracion desu cullive,

masroseapicamente el pumente del eolor negro v os

disposicidn ceriral en la Golonin, parect indicar quc Toa:

ceniidfores . tHenen om mover nomers de failides
pigmwntades,. v que.se disponen. Je o edal ¥
concentradns en el centro de las eplonins [ 7]

delaniing

Luz fuihdes porn poder renfeear todog ls meennismos de
madurEion, enem wng - disposEcion :iip{::cial, de nhd e
presenten s disposiciin o merde de u::-::xidu. e | feee
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de sintesis de Ins ;._r.rnnulﬁ.utun:a. v oen hnlems, cuanido
catnn-en fnse de tranzicuin a los conidios. Los.sonidios
ity o laz Galides: soin 105, conmpone e s mis HUsroa0s
e los gumdiatoras: Sis componemies cifoplasmitios
confirmem que s tratan S celulasde madurmcion para by
formadion de lay. esporas, por ese para facilifir la
unpeilsbin e lus eapeiris che bk comidiofosss, los conidios
s di=panen on hilerns de diversa lopgitod, en Lo que s¢
aprecia . madursern  wno deo puelen  como

catopdagine.

CONCLUSIONES

Tamo Axperaifioy como - Pemcilfiym desormolian en Loy
mtlulay v falidey con prinoles deosos, gue son
prn.;:,l.trj.@nms de. Iua*,. corviscliiog |..1r;- las espomms. observados
con TEM

Asprrnfiis prodoce on los midiolas v Asbides s mekonin,
U panicipn enla eoloracion ¥ detensn: ¢l propio
by, apeciindase con TEM,
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