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RESUMEN

Se efectué un muestreo sistemdtico de documentos
deteriorados por hongos en el Archiveo General de la Nacién, en la
galerfia No. 7 conocida como "Archivos Incorporados", con el
objeto de conocer los géneros que ocasionan alteraciones, ademas
de caracterizar la distribucién, en cuanto a la frecuencia y
abundancia relativa de Pepnicillium vy algunas especies de él. Los
documentos muestreados fueron de los siglos XVI, XVII, XVIII, XIX
y XX.

De éste muestreo se aislaron 197 colonias de diferentes
géneros de las cuales 117 pertenecieron a Penjcillium: con bacse a
Pitt (1979, 1985) se realizé la determinacién a subgénero de
todas las colonias, teniendo la siguiente frecuencia:
Aspergilloides (23.7%), Biverticillium (38.2%), Furcatum (12.2%)
y Penicillium (30.6%). La distribucién de los subgéneros en los
diferentes siglos fue muy diversa, siendo el siglo XVII y el XX
los mas afectados por todos ellos.

Del total total de colonias (117) se eligieron 8 al azar
para determinarlas hasta especie, y realizar en ellas 1las
pruebas de control con propionato de sodio (Diadmetro de 1la
colonia en medio sélido y germinacién de esporas en medio
liquido). Las especies determinadas fueron: P. glabrum, P.
chrysoaenum, B. simplicissimum, E. ochrochloron y EB. elsonii
(cepas 19 y 56); dos especies quedaron en P. spl y B. sp2

Pruebas con propionato de sodio revelan el dgrado de

resistencia que tienen las cepas a las concentraciones probadas.
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En el caso del didmetro de la colonia, fue diferente la respuesta
en todas las cepas; P. chrysodepum presentd una inhibicién en 1la
minima concentracién probada (50,000 ppm) y P. glabrum y B.
olsonii (cepa 56) mostraron una gran resistencia al crecer en la
méxima concentracién (150,000 ppm), las otras cepas presentaron
un comportamiente intermedio. La germinacién de esporas de
las especies resulté mas sensible. P, chrysogenum, P. glabrum y
P, olsonii (cepa 56) no crecieron en ninguna concentracién:
mientras que las mds resistentes, en esta prueba, fueron P,
simplicissimum, P. spl y P. sp2 que germinaron en 50,000.
Las esporas resultaron mds sensibles a é&éste compuesto, en
comparacién con el micelio.

Las especies determinadas se describen y discuten, asi como

su aparicién en otros sustratos en México.
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INTRODUCCION.

Los hongos microscépicos han sido desde hace afios la causa
de dafios y beneficios para el hombre, ya que son altamente
ubicuos, por lo que desempefian un papel importante en las
modificaciones que se realizan en nuestro alrededor,

En la industria son utilizados para diferentes fines, en los

alimentos constituyen la base de procesos de fermentacién en 1la
elaboracién de pan, vino y cerveza; por otro lado, son utilizados
para la produccidén de quescs, como as el caso de Penicillium
roguefortii Thom y P.camembertii Thom (Alexopoulus, 1979); en
el aspecto médico se utiizan P. potatum Thom y P. chrysogenum
Thom para la obtencién de penicilina (Deacon, 1988), antibidético
que ayudé grandemente al hombre, e indirectamente provocd la
sobrepoblacién al bajar el 1indice de mortandad del ser humano
(Pitt, 1979):aunque este no es el unico antibiético producido
por hongos.
Hay otros (que incluyen una gran variedad de dcidos organicos)
cono la citrinina, griseofulvina, noctatina, spinulosina, los
dcidos puberélico, puberulénico, luteico y el nicofenélico
entre otros (Skinner, 1957; Deacon, 1988).

Los hongos no siempre han sido benéficos, ya que muchos de
ellos causan enfermedades en el hombre, animales y plantas
(Huerta gt al.,1971; Alexcpoulus, 197%; Coutifio, 1979; Campos=-
Nieto, 1980; Ruiz-Sa&nchez et al., 1982; Herrera y Ulloa, 1990;
Garcia y Martinez, 1991).0tros, causan graves pérdidas econémicas
al afectar productos alimenticios como frutas, conservas,

senillas almacenadas, cosechas, etc.
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(Alexopoulus, 1979; Nava~Rodriguez et al.,1983; Rodriguez, 1988;
Martinez ,1986; Sdnchez ,1989; Alvarez, 1990; Garcia y Martinez,
1991; Mondragén, 1992). En el aspecto cultural han ocasionado
grandes pérdidas en museos, pinturas, archivos, fotografias,
libros e incluso en colecciones entomoldégicas (Gallo, 1963;
Nyuksha, 1974; Kowalik, 1980 y Banks, 1983).

Para que estos microorganismos se desarrollen, necesitan

una gran humedad en su ambiente, ya que las esporas se encuentran
en suspensidn en el aire y solo necesitan condiciones favorables
para que germinen. Cuando lo hacen en materiales realizados por
el hombre se considera que causan biodeterioro.
Sharp (1978) menciona que " al biodeterioro es cualguier cambio
indeseable en las propledades de un material, ocasionado por las
actividades de un organismoc." Para Moore-Landecker(1972), el bio-
deterioro es ™una reduccién en las propledades utiles de materia-
les debido a su descomposicién parcial®.

Se ha observado una pérdida en la calidad del papel, desdg
su aparicién hasta nuestros dias. En el siglo XVI las propiedades
del papel eran constantes y posteriormente fueron decreciendo,
esto fue ocasionado por diferentes factores; introduccién de ma -~
quinaria, uso de nuevas fibras, y adicién de productos quimicos,
dando como resultado un deterlioro en la permanencia y durabilidad
del papel a partir del siglo XVII (Barrow, et al.,1964). La per -
manencia es la estabilidad qufmica, el grado de resistencia de un

material al deterioro, a través del tiempo, aun cuando no esté en



uso; y la durabilidad se refiere a la resistencia fisica, es
decir, la capacidad de resistir la tensién mecdnica (Banks, 1983).

Cunha (1975), estima que el deterioro que han tenido los do~
cumentos durante el periodo de 1970-1975 y dque han sido
manufacturados en el siglo XX, ha sido mayor que el ocurride en
los papeles durante todo el siglo XVII.

La Dbaja calidad de los papeles modernos, se debe a dque
contienen una gran cantidad de impurezas, polimeros y materiales

no fibrosos diferente a la celulosa.

CARACTERTSTICAS DEL PAPEL. EL papel ha sido uno de los principa-
les inventos del hombre, ya que en é1 se ha plasmado la historia,
la cultura y el arte.
Su fabricacién ha variado a 1o largo de los siglos, sin embargo
est4d constituido principalmente por:fibra que es la materia prima
del papel, formada por celulosa obtenida de la madera; encolante,
compuesto por gomas naturales como la gelatina, cola, brea, etc.
y forma aproximadamente el 10% del papel, su funcién es hacer al
documento resistente a la penetracién de liquidos, dar solidez a
la hoja y andurecimiento, ademds previene el corrimiento de la
tinta al escribir; y la carga, formada por polvos minerales que
rellenan los huecos entre las fibras, reducen las irregularidades
de la superficie y le dan una textura nds fina; pueden ser
silicatos, sulfatos, etc.

La calidad de las materias primas que se emplean en la

fabricacién del mismo, y las condiciones ambientales en que se

.-.3_



almacenan son factores determinantes en su permanencia Yy
durabilidad a través de los afos (Banks, 1983).

Banks (1983) propone que el deterioro de este material se
debe a diferentes factores:
a) caracteristicas propias del papel.- El material que se utiliza
para su elaboracién es importante para la durabilidad del mismo.
En un principio el papel era fabricado con residuos de tela,
siendo fibras m4s largas y resistentes. A principios del siglo
XIX se utilizé pulpa de madera para su elaboracidn, produciendo
fibras cortas y finas que son mds vulnerables;ademds la presencia
de lignina provoca acidez, acelerandc el deterioro de la celulosa,

de 1la cual dependen las propiedades de calidad del papel.

b) Medio ambiente.-Existen diferentes factores fisicos y quimicos
que han ocasionado el deterioro, por ejemplo; luz, humedad, tempe-

ratura y aereacién baja 6 nula.

c) Uso inadecuado de nateriales graficos.- Principalmente por el
manejo y mal cuidado de los encargados y los usuarios en los

lugares de consulta.

d) Desastres.- Tales como inundaciones, guerra, incendio,
vandalismo, etc., ya que provocan la pérdida de grandes volumenes

de material.

e) Enemigos bioldgicos.- Dentro de este grupe se encuentran
diferentes tipos de organismos que pueden ser; bacterias, hongos,

insectos, roedores, e incluso el hombre mismo.
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De todos los enemigos biolégices, los hongos son considerados
los de mayor importancia, ya que tienen la ventaja de presentar
estructuras somaticas 1llamadas hifas que ejercen una presién
mecdnica en el sustrato, acoplado con la produccién de enzimas
extracelulares que les permiten una rdpida extensién sobre el pa-~

pel.

Dafios ocasionados por hongos:

Los hongos que habitan el papel le causan diferentes daiios,
dependiendo del nivel en gue lo atagueh. Gallo (1963) encontréd
que existen varios tipos de alteraciones en el paspel, como son:
a) ALTERACIONES QUfHIcAS.- Comprenden la degradacién de la celu-

losa por la accién enzimdtica de los hongos.

b) ALTERACIONES HECANICAS.— Las hifas de los hongos penetran en
el papel y debilitan las fibras, principalmente si son cortas

y delgadas como en el caso de documentos del siglo XIX y XX.

c) ALTERACIONES CROMATICAS.- La infiltracién del micelio entre
las fibras del papel, produce manchade en éste por la secre-
sién de pigmentos que contienen carotenoides y antraquinonas
Los colores adquiridos por el papel pueden ser; amarillo,
rosa, negro, etc., y esto depende de diferentes factores,
por ‘ejemplo; el tipo de papel, su manufactura, tilempo de
accién de la especie fuingica, coexistencia de varias espe-

cies, presencia de ciertos metales y acidez del papel.
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La contaminacién de los materiales de archive por hongos
puede ocurrir de muy diversas formas, desde la presencia de
esporas en la materia prima, en el aire circundante, o en docu-
nentos ya deteriorados. Para que ocurra la accién deteriorante de
los hongos, se necesitan condiciones ambientales favorables como
son: la alta humedad relativa (70%), temperaturas templadas o
altas (25-37°C) y oxigeno.

Posteriormente la proliferacidén de estos microorganismos se
da principalmente por los diferentes nutrimentos que tienen a su
disposicién en el papel: celulosa, lignina, hemicelulosa, pecti-
nas, ceras, taninos, proteinas, constituyentes ninerales,
materiales resinosos e impurezas, materia orgdnica de origen
humano, gue también forman parte de su dieta (Kowalik, 1980).

Actualmente se conocen una gran cantidad de géneros gque
habitan en el papel de los cuales no todos son rigurosos destruc-
tores de 1la celulosa. La frecuencia genérica, seguin estudios
cualitativos en los que se ha encontrado hongos en el papel es
la siguiente: Acremonium, Acrotheciunm, Alterpaxia, Aspergillus,
Asteromella, Absidia, Aureobasidium, Botryotrichum, Botrytis,
Cephalotrichum, Chaetomium, Cladosporium, Ceratocystis, Chrysos -
porjum, chloridium, Cladobotrvum, Chaetomella, Cephalosporium,
Drechslera. Epicoccum, Fusarium. Geovrichum, Gliomastxix,
Hapnographium, Helminthosporjum, Helicostilum, Myrothecium, Mem-
noniella, Mycogone, Mugor, Myxotrichum, Neurospora, Nigrospora,
oidium, Penicillium, Peyronellaea, Paecllomyces, Phialospora,



RBreussia, Rhizopus, Rhodotorula, Sepedonium, Scopulariopsis, Spo-
rotrichum, Stachybotrys, Stemphvlium, Sordaria, Spicaria, Svace-
phalastrun, Sededonfum, Stysanus, Trichoderma, Terula, Trichothe-
glun, Trichosporium, Txichocladium, Thermoascum, Ulocladium vy
Verticillium entre otros géneros que atacan a{ papel o su materia
prima (Nyuksha, 1974; Xowalik, 1980; Robledo et al., 1988;
Sarkar, 1984).

En investigaciones realizadas en torno al biodeterioro del
papel causado por hongos, se han podido conocer las especies que
intervienen en ello, y el daific que ocasionan; Nyuksha (1974)
agrupé dichas especies en diferentes niveles ecofisiolégicos, de-
pendiendo del dafo que ocasionan y su permanencia en el papel:
l.- lLas que se encontraron permanentemente en el papel, que

penetran en el filamento Yy que conducen al sustrato a un

estado de desintegracién.

2.~ Las gue se encuentran constantemente sobre el papel y que

provocan alqunas alteraciones en su textura.

3.~ Las que asimilan ciertos componentes especificos del papel
(ceras, parafina, asfalto, polimeros sintéticos, 1lana,

caucho, etc.)

4.~ Aquellas cuya presencia en el papel depende de la micobiota
circundante, sin ocasionar dafios en el papel.
5.~ Las eventuales que dependen de las condiciones casuales

especificas del local donde se almacenan los documentos.
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FUNGICIDAS

Requerimentos y usos: Para evitar el ataque de estos
microorganismos se ha utilizado una gran variedad de medidas
preventivas, y algunas veces correctivas, que van desde el uso de
irradiaciones (luz ultravioleta o rayos gamma), hasta substancias
quimicas con efecto fungicida. Aungue se ha observadoc gue
los métodes empleados en su mayor parte pueden causar dafio a
los documentos.(Calvini y Santucci, 1978 - 1979; Sahtucci, 1983).

Nyuksha (1969), propuso que un biocida debe cumplir 1los

siguientes requerimentos para la proteccién de un 1libro;

a).~ Efecto combinado, cubriendo todos los factores bioldgicos

capaces de deteriorar un documento.

b).= Habilidad para inhibir la germinacién de esporas y 1la

actividad fermentativa de los microorganismos.

c).— Accidén favorable de blocidas y sus productos de degradacidn

sébre la permanencia y durabilidad del papel.

d).- Toxicidad minima de los compuestos para los animales de
sangre caliente; limite de concentracién 1-2%. Ausencia de
propiedades carcinogénicas y teratogéneas y de contamina-

¢ién ambiental.

@).~- Niveles de pH cercanos al neutro o con tendencia a la al-

calinidaad.

- 8 -



f£f).~ Capacidad higroscépica menor que la de los documentos.
g).— Compatibilidad y distribucién uniforme en el material.

h).- La interaccién quimica con materiales graficos no debe

ocurrir.
i).- sSolubilidad en agua o alcohol etilico.

3).~ Ser compuesto incoloro, asfi como también sus productos de
degradacién .
Aungue muchos fungicidas son sumamente eficaces, ninguno
cumple todos los requerimientos, y muchas veces causan dafios a

los materiales o son téxicos para el hombre,

Clacificacidén de fungicidas:
Forma de accién: = Contacto; Actuan en la regién donde se
aplican.
- Sistémicos;Se distribuyen a areas alejadas.
Forma fisica: - Gaseosos
« Ligquidos
- Sélidos
Composicién: ~ Inorgdnicos; metales o sus sales

quimica
- Orgdnicos; metales o sus sales, mids carbono

Dafio provocado: = Irreversible; Destruyen las enzimas

Reversibles; Modifican o blogquean uno o mds
grupos funcionales de enzimas.



Desde el punto de vista celular, su método bioquimico de accién
comprende:

1.~ Los que inhibken la produccién de la energia, blogueando 1los
grupos =SH o las cadenas respiratorias. Un ejemplo es el Captdn y

los Ditiocarbamatos.

2.~ Los que inhiben 1la biosintesis de los dcidos nucléicos;

Un ejemplo es el Etirimol.

3.~ Los que interfieren en el desarrollo de los procesos

nucleares inhibiendo la divisidén celular de nitosis

4.~ Los gue inducen efectos indirectos sobre algunos organismos,
con cambios de interacciones patdégenas en otros; un ejemplo es
el Triadimefén y el Imazalil.

La mayorfa de los fungicidas son del tipo mimero 1 y 2 (Lelo de

Larrea, 1989; Cremlyn, 1992).

FUNGICIDAS EMPLEADOS. Es una gran cantidad de fungicidas que
se ha empleado para el control de hongos, aungue se han utilizado
principalmente en alimentos (conservas, semillas, ete,), y un
numero menor contra hongos que atacan blenes culturales, especial-
mente el papel. En este.caso se busca prevenir, o en su defecto,
controlar el deterioro,.

Los mds utilizados son: vapores de formol, a partir de una

solucién de aldehido férmico, o bien con formol y permanganatoe
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de potasio utilizado como agente vaporizante (Lab. del Centro de
Estudios sobre la Universidad. CESU); algunos autores consideran
que es poco efectivo y causa dafio a los materiales (Flieder,
1969; Paullada-Mena, 1982).
El ortofenilfenol sélo proporciona proteccién temporal

(Santuccl, 1983; Haines y Kohler, 1986); el 6xido de etileno es
uno de los mé&s eficaces, sin embargo es explosivo, a menos que se
combine con anhfdrido carbénico (UNESCO, 1969); los vapores de
timol se han mencionado que no son efectivos contra los hongos y
que pueden causar daflo a los materiales, ya que es un poderoso
solvente (Flieder, 1969; UNESCO, 1969; Paullada-Mena, 1982; Da -
niels y Boyd, 1986; Kowalik, 1980; Sarkar, 1984).

El Irgasan DP=30 (2-4-4‘ tri-cloro-2’-dihydroxifeniléter),
es utilizado con una solucidn de 1% de etanol y se considera
bastante efectivo; también el dicloro-fenol (2-2’/dihydroxi-5-57/-
diclorodifenilmetano), con mayor eficacia que el pfimero(xowalik,
1980} .

En trabajos realizados por la UNESCO (1969) se ha probado
el bromure de lauril-dimetil-carboximetilamonio, utilizado a
bajas concentraciones para aplicarse en atomizaciones, siendo
efectivo aunque irritante de mucosas, ademds de causar fuerte
depolimerizacién de la celulosa debido a la hidrélisis gradual,
con produccidén de dcido bromhidrico (Santucci, 1983).

Sarkar (1984) probé el paranitrofencl, ohservando que es

aficaz, pero solamente en algunos hongos, ademis tifle ligeramente
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ciertos tipos de papeles; otros fungicidas probados por él1 son:
pentaclorofenol, que es efectivo a 0.35% y 0.4%; la formalina que
es recomendable en concentraciones mayores al 3%; el B-naphtol 1o
es a niveles de 0.25%

No obstante que haya una gran variedad de fungicidas, en la
actualidad ninguno es efectivo completamente, ya que hay especies
sumamente resistentes; tal es el caso para los géneros Aspergillusg
y Penicillium que son tolerantes al arsénico; los silicofluocruros
y el tartrato de potasio y antimonio son tolerados por Trichoder-
ma virida:;Gliocadium sp. es resistente a losg fluoruros, al éxido
arsenioso, al bisulfato de sodio y al formaldehido: Aspergillus
niger y varias especies de Penicillium son resistentes al cobra;
Peniciliium cyclopium Westling y P. roguefortii Thom
tienen alta resistencia a los cempuestos de mercurio orgdnicos,
como es el fosfato etilmercurio.

En paises del viejo mundo, se han realizado una gran cantidad de
trabajos de investigacidn, tanto para conocer la micobiota del
papel, como los fungicidas que ayudan a su control. En México
se han realizado pocos trabajos con este f£in, aunque se ha
probado una gran cantidad de fungicidas sobre hongos que atacan
alimentos, principalmente granos almacenados (Garcia-Aguirre,
1985; Gonzdlez y Zenteno, 1988), algunos de ellos también en
hongos del papel; como es el caso del Tecto 60, que junto con el
Brestan 60 pH al 1%, es eficdz y no modifica el pergamino

(Lelo de Larrea, 1989).
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MEDIDAS PREVENTIVAS: Por otro lado se han buscado otros métodos
para control de microorganismos degradadores de papel. Valentin
et al.(1990) proponen emplear bajas concentraciones de
oxigeno (menos del 5%) y humedad relativa entre 43% y 33%. Estas
condiciones podrian ser eficaces, ya que 1los microorganismos
necesitan Hr de 70% para crecer ademds de niveles de oxfgeno
relativamente altos y temperaturas templadas de 25* a 37°C;
aungua en la prdctica es diffcil de mantenerlas, ya que los
museos o bibliotecas mantienen su temperatura a 20°C, y la Hr es
de 50 - 70% por lo que este tipo de control no se podria llevar a
cabo, por que ocasionaria un deterioro en los documentos.

Flieder (1978) y Moretti (1981) proponen irradiar con rayos
gamma el papel deteriorado para inhibir el crecimiento de hongos,
pero la primera autora encontré que dichos rayos alteran las

propiedades fisicoquimicas del papel.

EL ACIDO PROPIONICO Y SUS SALES: E1 4cido propiénico es un
miembro de los &cidos aliféticos monocarboxilicos, su férmula
condensada es CH3 CH2 COOH; es wun 1liquido blanco de olor
penetrante y corrosive, no téxice. Producido por varias
especies de Propionibacterjium.

Tiene la propiedad de ser antimicrobiano, principalmente
contra mohos, en menor medida contra bacterias y précticamente
no tiene efecto contra levaduras (Belitz, 1986). Se ha observado

que tal efecto es por las moléculas no disociadas, teniendo
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cierta solubilidad en 1las membranas celulares (es liposoluble);
por tal motivo se piensa que interfiere en la permeabilidad de la
membrana, causando desacoplamiento del transporte de electrones
y la fosforilacién oxidativa (Baird-Parker,b1980).

Russell (1991) propone que el dcido propidnico afecta 1la
unién de aninocdcidos, provocando con esto un bajo o nulo
crecimiento del organismo, inclusc se plensa que compite con la
alanina (Branen, 1990). Se han realizado estudios sobre E. goli
observando que hay una inhibicién general por la acidificaecién
del citoplasma.

La propiedad de ser microblocida la comparte también con sus
sales., El propionato de sodio es la sal de sodio del dcido
propiénico; su f£érmula condensada CH3 CH2 COONa, tiene un peso
molecular de 95.07; y son grdnulos cristalinos transparentes, de-
licuescentes en ambiente huimedo; su olor es penetrante; da una
reaccién neutra o alcalina con el tornasol, aunque es mds activo
en medios 4cidos; es soluble an agua y alcohol. En la industria
se le conoce como Mycoban.

Es utilizado principalmente como conservador de alimentos,
como es el caso de; mantequilla, frutas, productos ldcteos, e in-
cluso en granos; dependiendc del tipo de alimento, se utilizan
1000 - 5000 ppm/Kg. (Belitz, 1986; Baird-Parker,1980: Weiser,
1962; Russell, 1991); en veterinaria se usa para tratar dermato-
sis, infecciones y conjuntivitis; en nmedicina, para curar pie de

atleta, etc. (Merck Index, 1976; Jungermann y Schwartzman, 1977)
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El efecto fungicida probablemente se deba a la acumulacidén
de éste, interfiriendo con el mnetabolismo normal de los carbo-

hidrdtos, afectando el sistema de las deshidrogenasas.

En México se conocen tres trabajos en los que se propone la
utilizacién del proplonato de sodio como fungicida en documentos
deteriorados; Riesgo et al. (1985) probaron su accién en
Aspergillus niger y Chaetomium sp., encontrando que a 750 ppm no
se desarrollaron; Vargas et al.(1988), lo hicieron en 5
diferentes especles de Chaetomium, no observando crecimiento
micelial a 100 000 ppm; Robledo (1991) encontré que la inhibicién
de crecimiento variaba dependiendo de la especie de Aspergilius:
en algunos casos fue a 50 000 ppm Yy en otros hasta 175 000 ppm

{probadas en crecimiento micelial y en germinacidén de esporas).
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OBJETIVOS:

1.~

Aislar y purificar cepas de Penicillium, a partir de un
muestreo sistemitico de documentos deteriorados de la galeria

No.7 "Archivos Incorporados" del Archivo General de la Nacién

Deternminar y describir los subgéneros de algunas cepas
aisladas del género Penicillium

Conocer la distribucidn, abundancia e importancia
cuantitativa de los subgéneros aislados de Penicillium

en documentos pertenecientes a los siglos XVI, XVII, XVIII,
XI¥ y XX.

Determinar y describir a nivel especifico algunas cepas

aisladas de Penicillium.

Probar la accién fungicida del propionato de sodio en el cre-
crecimiento micelial y germinacién de esporas de las cepas

egtudiadas a nivel especitico.
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ANTECERENTES

Penlcillium quizd sea, de todos los hongos, el que se
encuentra con mayor frecuencia, ademis de ser la mA&s numerosa de
todas las formas eucariéticas de la vida terrestre. Se le conoce

'como un hongo sumamente destructor en la naturaleza, participando
en el reciclaje de materia orgdnica de todo tipo. voltaire dijo a
este respecto "si Penicillium no existiera, lo hubiésencs tenido
que inventar ". Una gran variedad de compuestos gquimicos, conoci-
dos como metabolitos secundarios, son producidos por Penicillium,
teniendo diferentes usos, e incluso muchos de estos aun se estdn
estudiando; algunos de ellos son considerados como micotoxinas,
presentando un nimero mayor de estas, incluso més que Agpergillius:
por lo anterior, es necesario realizar trabajos de investigacién
que permitan conocer la frecuencia de las especies de Penicilliun
y su incidencia en los diferentes sustratos.

En Méxjco se han reportado 42 especies presentes en
diferentes sustratos; una gran cantidad de ellas se registran
sobre granos almacenados, como es el mafz, sorgo, arroz y cebada
(Moreno, 1977; Reyes Yy Castillo, 1981; Lappe y Ulloa, 1982;
Morano V' Ramirez, 1982; Nava-Rodriguez et al., 1983;
Montiel, 1988: Rodriguez, 1988; Sdnchez, 1989 y Martinez, 1991);
en bebidas como es el pozol (Ulloa y Herrera, 1971; Ulloa, 1974)
y el tesglino tarahumara (Lappe y Ulloa, 1982); ademés de
encontrarse en diferentes alimentos como naranjas, pldtano y

conservas (Gonzdlez y Zenteno, 1988; Mondragdn, 19%2); otros més
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estdn presentes en el suelo, atacando la rizosfera del arroz o en
estiércol de ratones (Samaniego, Ulloa y Herrera, 1988; Reyes ¥y
Castillo, 1981; Aguirre-Acosta y Ulloca, 1982 y Martinez, 1986).

En  otras investigaciones se reportan especies con
propiedades tan variadas, como es el ser bioabsorbentes de
materiales pesados como la plata (Sosaet al.,1988),e incluso
como causantes de padecimientos tales como aborto, retencidn
placentaria y alergias en el hombre como resultado de la alta
cantidad de micotoxinas (Campos-Nieto, 1978).

IMPORTANCIA DE Penicillium EN EL BIODETERIORO DE MATERIALES
aRTISTICOS.

Es comin encontrar a Penicillium causando deterioro,
de materiales artisticos, e incluso formando parte de la micobiota
del papel. Nyuksha (1974) clasifica algunas especies dentro de
sus 5 niveles ecofisiolégicos, mencionando a P,.funiculosum Thom,
P. purpurogenum Stoll, P, tardum (Bainier)Thom, para el primer
nivel; P. canescans Sopp, P. decumbens Thom, P. micaynskii Zaleski
y P. roguefortii Thom para el segundo nivel; P, brevi-gcompactum
Dierckx, P. citrinum Thom, P, g¢xalicum Currie et Thom y P.
puberulum Bainier para el tercer nivel; en el cuarto nivel
encontré una mayor variedad de especies como es el caso de PB.
copmune Thom, P.fellutarum Biourge, P, martensii Biourge,

P. pmeleagrinum Biorge, E. ochraceum (Bainier)Thom, B. peitacipum
Thom, P. puberulum Bainler, P.terllcowskii Zalesky y E.turbatum
wWestling.
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Russell (1961) y Sarkar ( 1984 ) citan a Penicillium, junto
con otros géneros, como microorganismos comunes tanto en pulpa
como en papel, en especial a P.roqueforti y P.rubrum, por el
manchado de color café que producen; Ross (1976) encontré a
2. oxalfcum deteriorando pinturas de 6leo; Nieves {1990) cita a
B. diversum, B. chrysogenum ¥ B. commune atacando objetos
de museo.

En México, Robledo y Moretti (1986) aislaron a P, luteunm
Zunkal de documentos deteriorados en el Archivo General de 1la
Nacién, encontrando que mancha el papel de color rojo; adends de
cltar 7 especies diferentes (no determinadas) del aire del mismo
lugar. Con respecto a la micoflora del papel, se han realizado
pocos trabajos, algunos de ellos aislando hongos que deterioran
documentos del mismo lugar (Robledo gt al., 1988); alguncs
otros trabajos relacionados con el deterioro de pergaminos vy
lienzos (Moretti,et al., 1988; Lelo de Larrea, 1989) y con
hongos celuloliticos (Moretti y Robledo, 1985; Vdzquez y Moreno,
1991).



MATERIAL ¥ METODO
TOMA DE MUESTRAS. En el Archivo General de 1la Nacién se
realizaron cuatro muestreos sistemdticos en el ailo de 1988, en la
galeria ? denominada como " Archivos Incorporados ". Se entresa -
caron 40 documentos pertenecientes a los siglos XVI, XVII, XUIII,
XIX ¥ XX (8 documentos de cada uno), en los acervos 53, 54 y 55
de la mencionada galeria.

Los documentos seleccionados fueron aquellos que ya no fuese
posible restaurar y que presentaran manchas probablemente
ocasionados por hongos. Se eligieron las hojas internas y las
partes alejadas de los bordes, para evitar que las cepas que se
obtuvieran fueran bproducto de la contaminacién por el contacto
con otros documentos.

Se recortaron 4 muestras de cada documento; de 3 X 3 om.,
con tijeras estériles; junto al mechero, con pinzas estériles, se
depositaron en bolsas de pldastico limplas para ser transportadas
y procesadas en el Laboratorioc de Morfofisiologia Vegetal de la

Facultad de Ciencias, UNAM.

AISLAMIENTO. De las muestras de cada documento, dos se depositaron
en cajas de petri con un medio de cultivo de celulosa-Agar (CA):
{(fosfato de potasio 10 g., cloruroc de potasio 0.5 g., sulfato de
magnesio 0.2 g., ¢loruro de calcio 0.1 g., sulfato de amonio
0.5 g., celulosa 5 g., agar 20 g. Y agua destilada 1000 ml); las
otras muestras se colocaron en cdmaras hiumedas incubdndose a

27°C durante 30 dias.
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PURIFICACIGN Y MANTENIMIENTO DE CEPAS. Las colonias purificadas
fueron aquellas que originalmente se desarrollaron sobre el papel.
Con un asa de siembra se tomé una nuestra de cada coionia y se
inoculd en cajas de petri con Extracto de Malta Agar ( EMA ) in -
cubdndose a 27°C. Este paso se repitié varias veces hasta obtener
la colonia pura. Con 1los datos obtenidos se hizo una lista

- de las cepas de Penicillium que se encontraron.

PRUEBA DE PROPIONATO DE SQDIQ: Se utilizaron dos técnicas, una en
nmedio de cultive sélido, evaluando el digmetro de la colonia, ¥
otra en medio de cultivo liquido, evaluando el porcentaje de
germinacién de esporas.

Para la prinera prueba Ee prepararon diferentes
goncentraciones; 50,000; 75,000; 100,000; 125,000 y 150,000 ppm
que se calcularon mediante la siguiente férmula:

gramos de propionato de sodio

CONCENTRACION= X 1,000,000
ml., de volumen de agua

(Mc callan ,1947; Sharvelle ,1969 y Sharp ,1978).
Para la técnica de germinacién de esporas se utilizaron las
concentracliones gque resultaron letales para cada especie en

la prueba del didmetro de la colonia.
~

DIAMETRO DE LA COLONIA EN MEDIO SOLIDO: Se realizé una
modificacién a las téconicas de Sharp (1978) y Vargas et al.(19588),
que consistié en el uso de una aguja de diseccién estéril, para

tomar una muestra de esporas de una colonia previamente incubada
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en EMA, inoculando en el centro de las cajas de petri con EMA mAs
la cohcentracidn del propionato de sodio, inpubdndose a 27 ¢
durante 28 dias (o hasta gue el contrcl alcanzara el didmetro de
la caja de petri). El didmetro de la colonia se midid en sentido
vertical y otro horizontal cada tercer dia. Se realizaron
tres repetjicilones para cada concentracién, incluyendo al testigo,
obteniendo asi por dia, un total de 6 datos por concentracién.

Al término del experimento, se realizaron graficas del promedio
(X) de 1as lecturas del didmetro de la colonia contra tiempo,

para cada concentracién de propionato de sodio.

GERMINACION DE ESFORAS EN MEDIO DE CULTIVO LIOUIDO: Se siquis

la técnica propuesta por Sharvelle (1969), Robinson (1978) vy
vargas @t al. flsaa). A cada caja de los cultivos vigorizades

se le agreqgd agua destilada estéril, posteriormente se hizo un
ligero raspado con el asa de siembra, para obtener las esporas,
sa decantd y se filtrd esta suspensidn; se procedid a hacer
suspensiones valoradas de esporas con ayuda de un hematocitdmetro,
ajustdndose a 50,000 esporas por mililitro.

Se utilizaron frascos ampolleta a los cuales se les agregé 1 ml
de la suspensién valorada de esporas y 1 ml de la solucién del
fungicida con extracto de malta al 1% [se calculd el dohle para
compensar 1la dilucién con el agua de la suspensidén de esporas);
al testigo se le agregé agua sin propionato de sodio.

Esto se hizo por triplicado para cada concentracidn,
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incubdndose durante 3 dfas a 27° C; se tomaron de cada frasco

.alfcuctas de 0.1 ml para la lectura de la germinacién, contdndo

esporas germinadas4y no germinadas, calculando el porcentaje.
Posterjiormente los datos sirvieron para realizar graficas del
porcentaje de germinacién contra el tiempo, para cada concentra-

cién del fungicida.

ANALISIS DE DATOS. Se realizé el analisis de distribucién
obteniendo densidades y frecuencias relativas para el género y
los subgéneros alslados de Penicillium. Las férmulas empleadas

fueron:

DENRSIDAD RELATIVA

No. de colonias del género, grupo o especie
Dr = X 100
No. total de colonias de todos los géneros,
grupos o especies

FRECUENCIA RELATIVA

No. de muestras en las que se encontro el génerec
Fr = X 100
No. total de muestras utilizadas

VALOR DE IMPORTANCIA DE LA ESPECIE (modificado)

Vi = Densidad Relativa + Frecuencia relativa

INDICE DE SIMILITUD

No. de grupos o especies compartidas por dos siglos
I.8 =

No. de grupos de un siglo + No de grupos de otro siglo

( de acuerdo con Krebs, 1978; Smith, 1980)
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) Para comparar los documentos de los diferentes siglos, se
utilizé la prueba no paramétrica de ANAVA ( =0.05) con un solo
criterio de clasificacién. Por rangos de Kruskal-Wallis comparan—

do con valores teéricos de X (Daniels, 1984)

DETERMINACIGON DE CEPAS AISLADAS. De un total de 46 cepas de
Penjcillium, todas se determinaron a subgénerc y de estas fuercn
escogidas 8 cepas al azar para determinar las especies y probar
en ellas el efecto del fungicida. La determinacién a especie se
1levé a cabo con base en las claves de Pitt (1979-1985);para ello
fue necesario utilizar 3 tipos de medio de cultivo:; Extracto de
Malta Agar (EMA a 25°C); Glicerol 25% Nitrato (G25N, a 25°C) y
Czapek Extracto de Levadura (CYA, a 5%, 25° y 37°C). Cuando
crecieron en estos medios, se estudiaron tanto su crecimiento,
como sus caracteristicas morfoldgicas a nivel macro y microscé-
pico.

Los datos mnacroscépicos se tomaron después de 7 dfas de
incubacién, y fueron; caracteristicas de la colonia (didmetro,
coloracién, color en la parte inversa, si es flocosa, velutinosa
o aterciopelada); el micelio (abundancia, exudado presente o au~
sente, color, si provoca pigmentacién en el medio de cultivo).

Para observar las caracteristicas microscépicas, se elabora-
ron preparaciones semipermanentes en lactofenol, de cultivos

crecidos tanto en EMA como en CYA. Las caracteristicas que se to-
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maron en cuenta fueron : conidiéforos {tamano, nimero de ramifi-
cacliones, métulas, tamafio y forma de éstas, presencia o ausencia
de rama o ramuli, mimero de fidlides, tamano y forma de ellas, si
los conidiéforos son intercalares o terminales y si tienen septos
o no); esporas o conidiosporas (color, forma, ornamentacién y

tamaiio) .
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HISTORIA Y TAXONOHfA DE Penicilliun

El nombre genérico de Penicilljum (Latin, penicillus =
pequefic pincel) fue publicado por primera vez por Link, 1809 en su
"Observationes in oOrdines plantarum naturales” describié 3
especies, P.glaucum, P.candidum y P.expansum: los dos primeros
son dificiles de igualar con 1los conceptos modernos, sin embargo
describié a P. expansum causando pudricién de raices de frutas,
coincidiendo Thom con este hallazgo en 1910, por lo dgue se
considera a esta como la especle tipo del género.

Antes del ultimo Codigo Internacional de Nomenclatura
Botédnica, se le concedié el crédito a Fries de haber dado nombre
al génerc; ello fue por que lo publicé en "Systema Mycologicum"
durante el ano de 1821 (a partir del cual se hicieron v4lidas
las publicaciones de nuevos géneros y especies de hongos); aungue
anteriormente se habian citado otras posibles especies de
Penicillium, por ejemplo, Linneo en 1729 refirié sus especies
a una ilustracién de Michelis (1729) como un hongo "semejante a
Botrytisg."

En 1824, Link agrupé a todos losPenicillium verdes bajo el
nombre de P. glaucum, causando fuerte impacto, conociéndose a
todos los Penjcillium con este nombre por mucho tiempo.

Durante los afios de 1830 a 1900 se describieron muchas
especies, aunque posteriormente se revisé el material de herbario
y muy pocas resultaron verdaderas. Brefeld (1874) escribié 1la

historia de p.glaugum, en la cual describe e ilustra especies
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de Penigillium biverticilados, ademds de un desarrolc de
cleistotecios esclerotizados y su eventual produccién de ascas y
ascosporas. En 1821 Delacroix describié P. duclauxil y mantuvo
vivo el aislamiento, distribuyéndolo como material de herbario,
siendo el primer trabajo de este tipo. Posteriormente, Dierckx
( 1901 ) describié minuciosamente 25 nuevas especies,
manteniendo el cultivo de P. griseorogseum vivo hasta 1la
actualidad. ’

Biourge, en 1923 escribié la primera clasificacién subgené-
rica, describiendo adeﬁds 125 especlies, siendo 60 de ellas nuevas
para la ciencia. Thom escribié en 1906 "Hongos en la maduracidn
de quesos”", y encontré a P. roguefortii y P. camembertii:.

En 1910 escribié "Estudios de cultivos para especies de Penjicilliunm®,
enfatizando la necesidad de realizar andlisis comparativos de
especies sobre medios estandarizados; ademds describié 13 nuevas
especies y realizd la primexra clave para el género, Reconocié
la importancia de la temperatura come un parédmetrc que controla
el crecimiento; su trabajo culmina en 1930 con la publicacidn
de "The Penicillia”, compendio de todas las especies publicadas,
con descripcién de 300 especies, clave para su identificacién y
algunas indicaciones de sinonimia; ademd&s dividié el género en 4
subgéneros Yy subdividié cada uno de ellos en Becciones y
subsecciones. Por ultimo colaboré con K.B. Raper para producir
el "Manual of the Penicillia".

K.B. Raper y D.I. Fennell realizaron un manual nuevo, basédn-
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dose en los registros de Thom; para ello Raper examiné todas las’

especies y redujo la mayoria a sinonimias, aceptando solamente
137, 1las cuales ordend en 4 secciones y 41 series. Otro aspecto
importante de Raper fue que usd por primera vez la técnica de

liofilizacidn en Micologia.

DESCRIPCION DEL GéﬁERO Penicillium

El penicilio es 1la estructura reproductora, siendo la base mis
satisfactoria para la clasificacién. El siguiente esquema, de
acuerdo con Pitt (1985), representa las estructuras bdsicas de los

penicilios, mostrando el tipo mds simple y el mds complejo.

a) Conidiéforc b) Rama ¢) Ramuli dA) Métula e) Fidlide
£) Conidios

Estas estructuras, especificamente fructfferas, nacen

terminal o intercalarmente de hifas o conidiéforos; estén
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comprendidos por fidlides que nacen directamente de estipites,
con 1, 2, o raramente mds verticilos de métulas y ramas como
células de soporte; las fidlides nacen en verticilos compactos,
son relativamente cortas, con paredes lisas, teniendo una porcién
apical' (célula); los conidios nacen en largas cadenas, Son
unicelulares, comunmente miden de 2 a 4 um 0 a veces exceden los
6 um; pueden ser esfaroidales, elipsoidales, piriformes o
apiculados, raramente cilindroidales; en masa verde-gris, gris-
azul o gris, a veces olivo o de color café.

Las especies de Penicilliym pueden presentar dos estados
de desarrollo: estado anamdrfico (que se reproducen asexualmente,
por medio de conidios) y telomérfico (se reproducen sexualmente,
por medio de ascocarpos formados en cleistotecios).

Las especies anamérficas son divididas en 4 subgéneros,
dependiendo del tipo de estructura fructifera, clasificdndolos en
base a 3 tipos de caracteristicas:

1.- Rango de crecimiento diametral de la colonia
2,- Morfologfia de la colonia
3.~ Morfologia microscépica

Para determinar el subgénerc se deben contar en primer lugar
el nimero de puntos de ramificacién entre la fidlide o cadenas
conidiales y el estipite. Cuando el penicilio es monoverticilado
se clasifica dentro del subgénero ASPERGILLOIDES. El peniciliium
mds complejo se caracteriza por tener 3 puntos de ramificacién, o

en algunas especies hasta 4, llamdndose tri o cuatriverticilado
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respectivamente; dichas especies pertenecen al subgénero PENICI-
LLIUM. Los Penicillium con complejidad intermedia son bivertici -
lados; a esta categoria pertenecen 2 subgénercs: BIVERTICILLIUM y
FURCATUM. Para distinguir entre los dos se debe observar: el
largo de fidlides y métulas, el mimero de métulas por estipite,el
dismetro de la colonia sobre el medio de cultivo G25N, y la forma

de las fidlides, Las diferencias entre ambas se muestran ensegui=-

day
PENICILIOS BIVERTICILADOS
ESTRUCTURAS
FURCATUM BIVERTICILLIUM
Largo de fidlides compa- mucho menos aproximadamente una

rada con largo de métulas que una

# de métulas por estipite raramente usualmente exceden
exceden 5 5

Didmetro de la colonia 10~18 mm. menos de 10 mm.

sobre G25N

Forma de las fidlides forma de botella lados paralelos,
gradualmente abruptamente adel-
adelgazada en la gasado hacia la
punta. punta
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CLAVE PARA DETERMINAR SUBGENEROS DE Penicillium

1.- Penicilios monoverticilados o con numerc menor de métulas

presentes - - Subg. Aspergilloides
Penicilios cominmente biverticilados o mds complejos-——--- 2

2.~ Penicilios predominantemente biverticilados o irregularmente
monoverticilados o biverticilados. Colonias sobre G25N

raramente mayores de 18 mm de dismetro 3

Penicilios predominantemente triverticilados. Colonias sobre

G25N raramente menocs de 18 mm de didmetro---- Subg.
Penicillium

, 3.~ Penicilios predominantemente biverticilados o raramente
triverticilados; radio de fiAlides, compardndolo con el

largo de las métulas, es casi igual. Colonias sobre G25N mds

de 10 mm de didmetro Subg. Biverticillium

Penicilios biverticilados o irregularmente monoverticilados
y triverticilados; largo de fialides, comparéndolo con el

large de métulas, es mucho menor. Colonias sobre G25N mds de

9 mm de didmetro Subg. Furcatum
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DESCRIPCION DE LOS SUBGENEROS X ESPECIES DETERMINADAS
ASPERGILLOIDES. Dierckx
aAnnls Soc. Scient. Brux. 25:85, 1901

Conidiéforos estricta o predominantemente monoverticilados,
las fidlides nacen directamente sobre el estipite, con un solo
punto de ramificacién entre el estipite y la cadena de conidios;
las métulas son producidas por algunas especles, aunque son
relativamente raras.

Pitt (1979) dividid este subgénero en 2 secciones. aAspergl -
lloides y Exilicaulis, basada en la presencia ¢ ausencia de una
vesfcula en el extremo del estipite (éste es considerado

vesiculade cuando el engrosamiento terminal es el doble del

didmetro o més (Pitt, 1973). Dicha vesfcula es un cardcter con

significado taxonémico, indicando las relaciones entre especies
de manera mds exactas que las caracteristicas del rango de cre-—
cimiento o textura de la colonia.

En algunos casos, el crecimiento sobre Extracto de Malta (MEA)
puede ser examinado microscépicamente, debido a la vesiculacién

més pronunciada en este medio.
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Bepicilliun glabrym. (Wehmer) Westling.
Ark. Bot. 11(1): 131, 1911

CARACTERf STICAS MACROSCOPICAS:

CYA 25°C. Colonias de 44 mm de didmetro, colonia densa y radial-
mente sulcada, con el centro deprimido; la superficie es de
textura velutinosa; conidlogénesis moderada en toda la superficie,
su celor es verde obscuro (M 24C3) al centro y hacia el margen es

verde polvo (M 24B3). El reverso se tifie de color crema.

EMA 25° ¢: colonia de 49 mm, baja y velutinosa, plana, con
nicelio visible en el centro, conidiogénesis moderada, color como

en CYA, exudado ausente, el reverso se tifie de amarille intenso.

G2SN 25° C; colonia pequeiia de 8 mm, blanca, radialmete sulcada,

conidiogénesis moderada, reverso de color café-amarillo.

¢YA 5° C: Colonia de 10 mm, blanca, velutinosa, radialmente

sulcada, conidiogénesis moderada.
QYA 37°C: Sin crecimiento.

CARACTERfSTICAS HICROSC(;PICAS

conidiéforos nacen de hifas aéreas, estipites de 34~105 X 3~3.5 pm
de paredes lisas a finamente rugosas, monoverticilados a ocasio -

nalmente biverticilados, comunmente con vesiculas que miden

arriba de 6 um. de didmetro; fidlides numerosas, de 12 a 16 por

verticilo, ampuliformes de 8.5~10.2 X 2.5-3.5 um.; conidios esfé-

ricos a subesferoidales, comunmente de (1.95)2.6-3.9 um.,con
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paredes lisas a muy finamente rugosas, nacen de grandes columnas
definidas.

Distribucidén: Es una especie muy comin, y se ha encontrado en
pinturas, combustible de aviacién, papel, pulpa de papel, cereal,
suelo y airae.

Discusion: La cepa estudiada varia un poco en el color de la co-
lonia en CYA 25°C, asf como en G25N, donde la colonia es néds
pequefia que lo reportado por Pitt (1979); con respecto a los
conidios, en general se encuentran dentro del rango establecido.
Esta especie se ha reportado en México contaminando mafz para
consuno humano {(Garcifa, 1991) y produce la micotoxina conocida
como penitremo A.

Se cita por primera vez en México como un agente deteriorante

de papel.

BIVERTICILLIUM. Dierckx
apud Biourge. Cellule 33:31, 1923

Penicilio caracteristicamente biverticilado, algunas veces
triverticilado, siempre terminales, numerosas métulas en
verticilos simétricos o dlvergentes, de aproximadamente la misma
longitud gque las fidlides, las cuales son tipicamente acerosas,
con c¢délula cénica, terminando en un poro recto o angosto en el
dpice, en unas especies es ampuliforme-acerosa; conidios
elipsocidales a fusiformes, en algunas especies son esferoidales
con fidlides ampuliformes.

colonias sobre CYA a 25°C comunmente producen pigmentacidén
amarilla o roja en el micelic, exudado, pigmentos solubles al
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reverso del medio de cultivo; comunmente crecen a 37°C.

El crecimiento a 5°C es excepcional; crecen muy poco sobre G2SN,
las colonias miden menos de 10 mm en 7 dfas a 25°C (con excepcidn
de especies de la serie Duclauxii.

Este subgénero comprende un gran grupo de especies con
nuchas caracteristicas en comin, como son estructura del
penicilio , forma de las fidlides, plgmentacién de la colonia y
rango de crecimiento sobre G25N. La caracteristica mds obvia para
reconocer los miembros de édste subgénero es el penicilio caracte-

risticamente biverticilado.

FURCATUM. Pitt, subgen. nov.

Incluye especles que producen penicilios regular o

irregularmente biverticilados, con 2 a 5 métulas terminales: las
fidlides son ampuliformes, congun poro aplcal ancho, son méds
cortas que las nétulas que las sostienen, algunas especies
producen una proporcién de penicilios monoverticilados.
Las colontas sobre G25N siempre exceden de 9 mnm. de didmetro en
7 dias. Algunas pocas especies producen métulas en verticilos
de 5 a 9 (semejantes a Blverticillium), pero son reconocidas
como miembros de Furcatum por las fidlides ampuliformes, con
crecimiento relativamente répido sobre G25N, las cuales son mds
cortas gque las métulas.

pitt (1979) lo dividié en 2 secciones: Furcatum y

Divaricatum; las métulas del primero son axclusivamente de
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nacimiente terminal, y en el segundo caso, produce penicilios
biverticilados 1irregqulares, con métulas que nacen terminales,
‘subterminales y en regiones muy bajas del estipite.

Penicillium chrysogenum Thom

Bull. Bur. Anim. Ind. US Dep. Agric. 18:58, 1910

CYA 25°C: cdlonias de 55 mm de didmetro, densa y velutinosa, a
veces flocosa, con diferentes colores; rojo (M 10A4), blanco
y wverde gris; conidiogénesis leve a moderada; reverso de color

rojo (M 9C6).

EMA 25° C: Colonias de 43 mm, baja y relativamente esparcida,
superficie velutinosa, ocaslonalmente flocosa: conidiogénesis
moderada a alta, color verde polvo (M 27D3), reverso color rojo-

caté (M 9A4).

G25N 25°C: Sin crecimiento.
CYA 5°C: Microcolonias de 2 mm

CYA 37°C: Sin crecimiento.

CABACTERESTICAS MICROSCOPICAS:

Los conidiéforos nacen de hifas superficiales, estipites de 119-
187 . X 3.0-4.0 um., con paredes lisas, penicilioa tipicamente
triverticilados, aunque pueden ser-bi o cuatriverticilados; ramas
de 15-20 X 3.0-4.0 am, métulas en verticilos de 3-5, de 10.2-13.6
X 2.5-3.4 um., con célula corta y abruptamente angosta; conidias

elipsoidales a subesferoidales, menos comunmente esferoidales
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(1.95)2.5-4.0 X 2.6-3.4 um., con pared lisa, nacen en columnas
irregulares.

Distribucién: Es el mas ubicuo de los Penicilliym, ocupando el
nds amplio rango de habjitats.

piscusidn: Las colonias en CYA 25°C y en EMA son'ligeramente

nds grandes. Pitt(1976), reporta crecimiento en G25N, pero no se
encontré tal;las f£idlides son también ligeramente mnds grandes.
Esta especie es 1la mds ubicua de todas, teniendo una gran
variedad de hadbitats; en México se ha reportado atacando semillas
almacenadags, cereales, masa de harina de mafz y manzanas; ademis
de produclr micotoxinas tales como; rogquefortina C, citri-~

nina, dcldo micofendlico, ocratoxina A, dcido penicilico y patu-
lina (Alvarez, 1890; Garcia, 1991; Mondragén, 1992). Por otro
lade, se ha encontrado también en suelos (Samaniego ef al.,
1988) y deteriorando pergamino (Lelo, 1989). En México se cita

por primera vez como hongo deteriorante de documentos.

Penigillium .Blourge

Cellule 33: 269, 1923

CARAC"X‘ERiSTICAS MACROSCOPICAS:

CYA 25° C; Colonia de 38 mm. de didmetro, con ligeros radios,
flocosa, mArgenes moderadamente deprimidos, micelio blanco, coni-
diogénesis ausente o muy ligera, inconspicua, exudado ausente,

reverso de la colonia de color pdlido.
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EMA 25°¢C: Colonia de 30 wmm, plana, flocosa, colonia verde obscu-~

ro (M 27D3), reverso color crema.

G258 25°Q; Colonia pequeda, de 10 mm., color crema (M 4A2) y
blance, con radios bien marcados, flocosa a funiculosa, exudado

ausente, reverso pdlido.

CYA 5°C; Microcolonia de 8 mm., micelio blanco, velutinoso.

CYA 37°C; Sin crecimiento.

CARACTERfSTICAS MICROSCOPICAS:

Los conidiéforos nacen de hifas marginales o adreas,
estipites de 140-280 X 2.2-3.4 am.,con paredes lisas a finamente
rugosas, producen métulas terminales ¢ intercalares y en nenor
mimero, miden de 6.8-8.5 X 2.5-3.4 Am.; fidlides en verticilos de
4 a 8, miden 8-10.2 X 2.5-3.4 mm con una larga colula, conidios
elipsoidales a apiculadas, con paredes lisas, nacen en cadenas
cortas y desordenadas.
pistribucién: Raper y Thom (1949) reportaron gque el aislamiento
de esta especie 1o hicieron a partir de soluciocnes de sulfato de
cobre o de dcido sulfurico, de fédbricas de lonas o lienzos que
usaban dinhibidores para hongos que contenian cobre, por 1lo que

concluyeron <ue es bdsicamente un microorganismo del suelo.

piscusién: E1 didmetro de la colonia en EMA es ligeramente mis
pequefio, ademds de que el color del micelio es diferente (aungue
se ha observado cambio en las caracteristicas morfolégicas de un

cultivo a otro):; las métulas son ligeramente més cortas, y
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algunos conidios son m4s pequeios. Esta egpacie es nuevo registro
para México, ya que no se ha reportado en ningin trabajo
realizado, por lo que también es un nueve registro de hongo dete-
riorante de documentos en México.

Penicillium . (Oudem)Thom

Penicillia 335, 1930

CARACTER{STICAS MACROSCOPICAS:

CY¥a 25 Ci Colonias de 65 mm. de dismetro, velutinosa, micelio
denso color amarillo claro ( M 3A2-3A3), radialmente sulcada,
conidiogénesis ausente o muy liéera, el reverso se tifie de amari-

llo (M 3a2).

EMA 25°C: Colonias de 45 mm, plana, de velutinosa a flocosa,
micelio blanco, conidiogénesis moderada, tolor verde grisdceo
(M 24B3), a verde obscuro (M 24D3), reverso color amarillo

intenso (M 3A5).

G25N 25°C: Colonias de 15 mm, plana, radialmente sulcada, de
velutinosa a flocosa, micelio blanco, conidicogénesis 1ligera,
reverso color amarillo (M 3AS5).

QYA 5° C: Microcolonias de 9 mm, velutinosa, micelio blanco.

CYA 37°¢; Sin crecimiento.

CARACTERi'STICAS HICROSC(;PICAS:

Los conidiéforos nacen de hifas superficlales o aéreas,
estipites de 204-238 X 3.4 um, usualmente de paredes rugosas,
verticilos de métulas de 2 a 5, midiendo 8.5-10.2 X 2.5-4 aum, de
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pared rugosa; fldlides ampuliformes de 4 a 8 por mnétula, miden
10.2~11.9 X 2.5-3.4 aum: célula abruptamente adelgasada; conidios
muy variables, aunque comunmente elipsoidales, pero a veces
esferoidales, subesferoidales o piriformes (1.95) 2.5-3.9 X
2~3.5 am, con paredes finamente rugosas o espinulosas, nacen

en cadenas desordenadas cortas a moderadamente largas.

Distribucidén; Por ser un agente altamente degradador, se ha
encontrado en muchos tipos de materiales degradados, también

distribuido en suelos.

Riscusidn: El color de la colonia en CYA 25°C varia un poco, el
crecimiento en CYA 37°C no se produjo, contrario a lo reportado
por Pitt (1979); los conidiéforos son més pequefios,al igual que
las métulas. En México se ha reportado creciendo en masa de
harina de maiz y en wmaiz almacenado (Garcifa, 1991; Hondragén,
1992), produciendo micotoxinas, fumitremorginas Ay B, dcido
pehicilico, verruculégeno, toxina de viridicatum y citreoviridina.
En México se reporta por primera vez como agente deteriorante de
papel.
PENIC&LLIUH!
Sect. Asymmetrica Raper & Thom, Man, Penicillia: 254, 1949

En este subgénero los penicilios son predominantemente
terminales, triverticilados o en algunas especies cuatrivertici-
lados; las fidlides siempre nacen sobre métulas, y éstas a su vez

nacen de una rama bien definida; las fldlides son tipicamente
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ampuliformes y algunas cllindroidales o acerosas en algunas
especies. Colonias sobre G25N normalmente exceden 18 mm, no
crecen en CYA a 37*,en CYA 5°C siempre crecen formando por lo
menos colonias microscépicas.

Este subgénero es el mds dificil taxonomicamente, ya gue
tiene numerosas especies y las diferencias entre ellas son muy
pequeiias; existen diferentes sistemas de clasificacidén : Raper y
Thom (1949), Samson et al (1976) y Pitt (1979) utilizan el
sistema basado sobre la morfologfa y fislologia; recientemente
Frisvad (1981) y Frisvad y Filtenborg (1983) realizaron un
sistema diferente basado en la preduccién de metabolitos
secundarios; cada sistema tiene sus ventajas y sus desventajas.

Pitt dividid el subgénero en 4 secciones, basandose en las

diferencias morfolégicas microscépicas.

- Penicillium.-- Incluye la gran mayoria de especies; 1los
conididforos nacen Unicamente agregados en fasciculos o en
coremia rudimentarios, por lo gque regularmente presentan
penicilios triverticilados, aunque aparecen bi o cuatriverticila-
dos; las fidlides son ampuliformes; crecen rdpidamente sobre G25N,
excediendo por lo general los 18 mm de digmetro: no crecen a

37°C y a 5°C el crecimiento es minimo.

- Coronatum.- Formada por una sola serle, la serie Olsonii, y una
sola especie P.olgonil, con penicilics multiramulados en el
dpice de un unico estipite.
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- Cylindrosporum.- Produce caracteristicamente penicilios triver-
ticilados; las conidias se forman de las fidlides como cilindros,
muchas de ellas retlenen su forma cilindrica cuando maduran, pero

otras se vuelven mds o mehos elipsoidales.

- Inordate.- Con una‘sola serie, la serle Arenicola, y una
especie P. arenicola, con penicilios predominantemente
irregulares, con colores en la colonia que son anormales para
especies de este género.

Peniciilium olsonii. Bain & Sartory

Annls mycol. 10:398, 1912

CARACTERJ'.‘STICAS MACROSCOPICAS:

CYA 25°C: Colonias de 28-38 nm de didmetro, plana con ligeros
radios superficiales, velutinosa, mdrgen entero, micelio blanco,
con partes de color café pdlido (M 5B2), conidiogénesis moderada,
exudado de color amarilleo (M 2A3), el raverso se tifie de amarillo

(M 3AS5).

EMA 25° ¢:; cColonias de 35 mm, plana a ligeramente umbonada,
velutinosa, micelio inconspicuo, excepto en el centro: conidiogé-~
nesis moderada; color verde-grisdceo (M 25D3) con secreciones

amarillas, el reverso es de color café claro (M 4B5).

G25N 25* C; Colonias de 10 mm, color crema (M 5B2) o blanco,

radialmente sulcada, tifle el medio de café claro (M 4A3}).

CYA 5°C: Microcolonias de 7 mm, blancas y velutinosas.

CYA 37°C; Sin crecimiento.
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CARACTER]IISTICAS HICROSC&PICAS

conidiéforos nacen de una hifa muy larga, con estipites de
500~2000 X 4-6 mm, terminando en un penicilio caracteristico que
puede ser tri o cuatriverticilado; 2 6 3 ramas por estipite
aunque pueden ser hasta §-6, miden 10-12(20) X (3)4-5 aum; tienen
de 3 a 5 métulas por verticilo, midiendo 10.2-15.3 X 3-4 um.;fid-
lides de 5 a 8 por métula, ampuliformes, con una célula corta,
miden 6.8-11.9 X 3-4 um,; conidios elipsoidales de 2.6-4.5 (5.2)
X 1.95-2.6 um., con paredes lisas a finamente rugosas, nacen en

cadenas desordenadas.

QABAQTERJES.’RI_CAS. Y nxsmmug:du: Bs la unica especie que produce
penicilios terminales multiramulados, de hasta 6 ramas juntas en
el dpice del estipite. Este es un desarrcllo extraordinario en la
evolucidén del género Penlcillium, siendo la udnica especie
comparable con Asgpergillus, en cuanto a la habilidad para producir
un gran nimero de fidlides en estipites individuales;
probablemente tienen 200 a 300 fidlides por penicilio.

Se ha encontrado pocas veces y solo sobre suelo y agua.

Digcusién: La cepa estudiada tiene pocas  varlaciones, por
ejemplo, la presencia de exudado en EMA, un didmetro menor en
G25N, ademds de gque las fidlides y conidios varian liizeramante,
aunque por lo general estdn dentro del rango reportado.

Esta especle se ha reportado en México en masa de harina de maiz
(Mondragén, 1992), asi como habitante del suelo en Coahuila

(Samaniego et al., 1988). Es un nuevo registro en México como
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deterlorante de documentos.
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RESULTADOS

Aislamiente.~ De las 197 celonias, 117 (59,3%) pertenecieron al
género Pepicillium y 60 (40.6%) a otros géneros (Ver grafica 1);
dichas colonias se aislaron en cédmara himeda en menor nudmero que
en medio de cultivo sdélido (CA). En la grdfica No. 2, se observa
al crecimiento de colonias en los dos métodos; en cémara humeda,
germiné un menor numero de colonias, sobre tedo en el siglo XIX,
donde hubo una densidad relativa de 6 %, y de estas el mayor
porcentaje se presentd en el siglo XX (Dr = 22). Con relacién al
medic de cultivo s6lido, el nimero de las colonias aumentd en
cada siglo, teniendo un mdximo en el sigle XIX y un minimo en el
siglo XVI.

Las 117 colonias de Penicillium estuvieron distribuidas en
los documentos de los siglos XVI, XVII, XVIIXY, XIX y XX como se

observa en la Gréafica No, 3.

Determinacidén.~ Las colonias de Penicilljium fueron determinadas a
subgénero con ayuda de las claves de Pitt (1979 y 1985). En ia
Grdafica 4 se cobserva la Densidad Relativa (Dr), Frecuencia
relativa (Fr) y valor de inmportancia (vi) de 1los cuatro
subgéneros; los que se presentaron de la siguiente manera:
aspergilloides (vi= 23.7%), Biverticillium (vi= 38.2%), Furcatum
(Vi= 12.2%) y Penicillium (Vi= 30.6%).

En log documentos de los diferentes siglos, los subgéneros

crecieron de diferente manera; en las Gréficas 5 & 9 se ohsexva
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la Densidad relativa (Dr), Frecuencia relativa (Fr) y Valor de
importancia {vi) de ellos: en el siglo XVI (Grafica 5) sélo
crecieron Biverticillium y Furcatum; en el siglo XVII (Grafica 6)
se presentaron 1los cuatro subgéneros, aunque Blverticillium y
Penicillium fueron los m&s frecuentes; en el siglo XVIII (Gréfica
7) solo crecieron Biverticillium y Penicillium, teniendo el
primero un mayor nvmerc; en el siglo XIX (Grafica 8) crecieron
tres subgéneros; Aspergilloldes, Biverticillium y Penicillium; en
el siglo XX crecieron los cuatro, en donde el subgénero
Aspergilloides fué el que predomind.

De las colonias encontradas, se escogleron 8 al azar, que
tuvieran caracteristicas diferentes, tanto morfoldgicas como
fisiolégicas para utilizarlas en los métodos de control con
propionato de scdioc. Seis de ellas se determinaron a especie con
ayuda de las claves de Pitt (1979, 1985); todas fueron nuevos
registros para la micobiota deteriorante del papel en México,
aunque han sido reportadas como degradadores de diferentes tipos

de materia orgdnica; una especie es nuevo registro para México.

Disdmetro de la ¢olonia.~ Las cepas de Penicillium fueron tratadas

con las concentraciones de 50,000; 75,000; 100,000; 125,000 y

150,000 ppm de propionato de sodio. En la tabla 2 estan
reportados los didmetros de la coleonia de las diferentes
especies, alcanzados después de 28 dias de incubacidén (promedio

de tres repeticiones). Las especies mds resistentes fueron
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P, globrum y P. olsondl (56) ya gque crecieron en todas las
concentraciones, incluso a 150,000 ppm, una especie (P. simplici-
ssimum) crecié a 125,000 ppm, tres mds (P. ochrochloron, P.
olsonii 19 y P. 8pl), lo hicieron en 100,000 ppm, otra especie,
(P. 8p2) fue relativamente sensible, germinando solamente a
75,000 ppm y la mds sensible fué P. chrysogenum que sélo
crecié en 50,000 ppm.

Garmlnacidn de esporag.- Basidndose en el crecimiento que
presentaron las especies en el método de control, se procedidé a
probar la germinacién de las esporas de todas las cepas, en las
concentraciones gue resultaron letales en el crecimiento micelial
25,000; 50,000; 75,000; 100,000 y 125,000 ppm de propionato de
sodio. En la tabla 4 se observa el porcentaje de la germinacién
de esporas de las diferentes especles, siendo tres de ellas
totalmente inhibidas (P. glabrum, P. <hrysogenum y R. elsonii
56); dos especies mds solo crecleron en 25,000 ppm (P. ochrochlo-—
ron y P. olsonii 19); tres mds crecieron en 50,000 ppm

(Es simplicisgimum, E. Pl Y E. 8p2)

En la tabla 5 se resumen los rangos de dosis inhibitoria de
propionato de sodio en la germinacién de esporas y el
crecimiento micelial de las especies de pPenicillium, proponiendo
1a dosis que es necesaria para ambag etapas de desarrollo.

Fl comportamlento que tuvieron las cepas durante los 28 dfas de

incubacién en medio de cultivo sélido con propionato de sodio, se
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puede apreciar en las graficas 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 y 25; ¥

el comportamiento, durante 4 dias de incubacién en medio de

cultivo liguido, para cuantificar la germinacién de las esporas,

se aprecia en las grdficas 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 y 26,
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S\G Xvi
XV 1 XVl
Xxvil 0.68 1 Xxviil
Xvill 0.5 0.68 1 XIX
XIX 0.4 0.85 0.8 1 XX
XX 0.66 1 0.66 0.86 1]
TABLA 1

Indice de similaridad en la micobiota de Penicillium, a nivel
de subgénero, en los documentos de los diferentes siglos.
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CEPA 1 2

|P. glabrum Xvit ¥
|P. chrysogenum - v *
|P. ochrochioron Xvit

P, simplicissimum’ xvill *
P. sp1 xvil

P. olsonii Xvit *
P, olsonii XIX *
P, sp2 XX

TABLA 2

Especies de Penicillium Determinadas:

1. Siglo del Documento en que se encontro

2. Reportada en Méxica en atros sustratos

3. Nuevo Registro para la micoflora de papet en México
4. Nuevo Registro en México
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CEPA OL 50,000 75,000 100,000 125000 150,000

P. glabrum 83mm 54mm 47.3 mm 32mm 283 mm 26mm
F’ chrysogenum 76 18 0 0 o 0

P. ochrochloron 78 81 72 57 0 ]

P. simplicissimum 795 55 46.3 33 18 0

P. sp1 835 %0 51.5 35 0 0

P. olsonii 80.3 86.3 85 446 0 o

P. olsonit 61 51 316 176 6

P. sp2 90 73 15 0 0 0
TABLA 3

Didmetro de la colonia (mm) despues de 28 dfas de incubacion con diferentes concentraciones de propionato de sadio

{ppm) {promedio de tres repeticiones)
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CEPA CONTROL 25,000 SD,OOOT 75,000 100,000 125,000

. glabnum 100% 0% 0% 0% 0% 0%
P. chrysegenum 100 Q ] 1] 0 ]

P. achrochioron 100 100 0 0 o )

P. simplicissimunm 100 100 50 0 0 0

P. spt 100 100 50 0 0 0

P, otsonii 100 50 e o 0 0

P. olsonii 100 0 o o 0 0
P.sp2 100 100 70 0 ) °
TABLA 4

Germinacion de esporas (%) con diferentes concentraciones de propionato ds sodio (ppm) (promedio de tres repeticiones)



Aspergilioides

P. glabrum 24 125,000 > 150,000] <25,000
Furcatum

P. chrysegenum -] 50.000 < 25,000
P. achrochloron . 28 100,000 > 125,000 <50,000
P. simplicissimum 30 125,000 >150,000 | <50,000
P. spt a2 100,000 > 125000, <75,000
Peniciltium

P. olsonil 19 75,000 > 100,000 < 50,000
P. ofsonii 58 150,000 > 100,000| < 25,000
P. 8p2 70 50,000 > 75,000 <.75,000
TABLA S

Efecto de! Propionato de Sodio, rango de doais inhibitoria en ¢l crecimiento
def micelio (R.D.I.M.); rango de dosis Inhibltoria en la germinacién de esporas
(R.D.I.G.E.) cocentraciones en ppm.
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GRAFICA 11. CRECIMIENTO MICELIAL DE P. glabrum DESPUES DE 28 DIAS DE INCURACION
CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO CON EXTRACTO
DE MALTA AGAR A 27°C. (PROMEDIO DE 2 LECTURAS POR COLONIA CON TRES

REPEFICIONES)
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GRAFICA 12. GERMINACIGN DE ESPORAS DE P. glabrum A TRAVES DEL TIEMPO ANTE DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO EN EXTRACTO DE MALTA LIQUIDO A

27°C. (PROMEDIO DE TRES REPETICIONES).
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GRAFICA 13. CRECIMIENTO MICELIAL OE P. chrysogenum DESPUES DE 28 DIAS DE INCUBACICN
CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO CON EXTRACTO DE
MALTA AGAR A 27°C. (FRCMEDIO DE 2 LECTURAS FOR COLONIA CON TRES REPETT_

CIONES}
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GRAFICA 14. GERMINACISN DE ESPORAS DE P.chrysogenum A TRAVES DEL TIEMPO ANTE DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO EN EXTRACTO DE MALTA LfQUIDO_
A 27°C. (BROMEDIO DE TRES REPETICIONES).
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GRAFICA 15. CRECIMIENTO MICELIAL DE P. ochrochloron DESPUES DE 28 DIAS DE INCUBACION
CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO CON EXTRACTO DE
MALTA AGAR A 27°C. (PRCMEDIO DE 2 LECTURAS POR COLONIA OON TRES REPETI-
CICNES) .
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GRAFICA 16. GERMINACION DE ESPORAS DE P. ochrochloron A TRAVES DEL TIEMPQ ANTE
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO EN EXTRACTO DE MALTA
LIQUIDO A 27°C. (PROMEDIO DE TRES REPETICIONES).
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GRAFICA 17. CRECIMIENTO MICELIAL DE P. simplicissimun DESPUES DE 28 DfAS DE INCUBA- -
C.IC’N O DIFERENTES CONCENTRACICNES DE PROPIONATO DE SODIO CON EXTRACTO
DE MALTA AGAR A 27°C. (PRCMEDIO DE 2 LECTURAS PCR COLONIA CON TRES

REPETICICNES) .
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GRAFICA 18. GERMINACION DE ESPORAS DE P. simplicissimum A TRAVES DEL TIEMPO ANTE
DIFERENTES CONCENIRACIONES DE PROPICNATO DE SODIO EN EXTRACTO DE MALTA
Lfourno A 27°C. (PROMEDIO DE “TRES REPETICIONES).
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GRAFICA 19. CRECIMIENTO MICELIAL DE P.spl DESPUES DE 28 DIAS DE INCUBACION CON
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO CON EXTRACTO DE
MALTA AGAR A 27°C. (PROMEDIO DE DOS LECTURAS POR COLONIA CON TRES

REPETICIONES ) .
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GRAFICA 20. GERMINACION DE ESPORAS DE P.spl A TRAVES DEL TIEMPO ANTE DIFERENTES
CQONCENTRACIONES DE PROPIONATC DE SODIQ EN EXTRACTO DE MALTA m

A 27°C. (BROMEDIO DE TRES REPETICIONES).
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GRAFICA 2). CRECIMIENTO MICELIAL DE P. olsonii (CEPA 19) DESPUES DE 28 DIAS DE
INCUBACTON CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO CON
EXTRACTO DE MALTA AGAR A 27°C. (FROMEDIO DE DOS LECTURAS FOR OOLONIA

CON TRES REPETICIONES) .
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GRAFICA 22. GERMINACION DE ESPORAS DE P.olscnii (CEPA 19) A TRAVES DEL TIEMPO ANTE
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO EN EXTRACTO DE MALTA

LIQUIDO A 27°C. (PROMEDIO DE TRES REPETICIONES).
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GREPICA 23. CRECIMIENTO MICELIAL DE P.olsenii (CEPA 56) DESPUES DE 28 DYAS DE INCU_

BACION CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO CON EXTRACT
DE MALTA AGAR A 27°C. (PROMEDIO DE DOS LECTURAS POR COLONIA QON TRES RE
PETICIONES).
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GRAFICA 24, GERMINACION DE ESFORAS DE P. olsonii (CEPA 56) A TRAVES DEL TIEMPO ANTE
DIFERENTES CONCENTRACTONES DE PROPIONATO DE SODIO EN EXTRACTO DE MALTA
LQUIDO A 27°C. (PROMEDIO DE TRES REPETICIONES). '
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GRAFICA 25. CRECIMIENTO MICELIAL DE P. sp2 DESPUES DE 28 DIAS DE INCUBACION CON
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE SODIO CON EXTRACTO DE MALTA
AGBR A 27°C. (PROMEDIO DE DOS LECTURAS POR COLONIA CON TRES REPETICIO

NES).
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GRAFICA 26. GERMINACION DE ESPORAS DE P. sp2 A TRAVES DEL TIEMPO ANTE DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE PROPIONATO DE $ODIO EN EXTRACIO DE MALTA LIQUIDO
A 27°C. (PROMEDIO DE TRES REPETICIONES).
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DISCUSIGN

Muestreo, Aislamiento y peterminacidén.- El1 nimero de colonias
aisladas que pertenecieron al género Penicillium, fue de 117, el
cual es muy alto comparado con el de otros géneros (80), que
incluyen Alterparia, Aspergillus y Chaetomium entre otros, ésto
concuerda con lo propuesto por Nyuksha (1974) y Kowalik (1980)
con respecto a la frecuencia genérica de hongos deteriorantes de
papel; estos géneros, ademds de Penicillium, tienen especies
consideradas como altamente celulolfticas (Nyuksha, 1974;
Robledo, 1986, 13991)por lo que se considera a este dltimo como el
mis ubicuo, por lo gue no es raro encontrarlo incluso en papel.

Nyuksha (1974) en sus nivelees ecofisioldgicos, propuso que
los hongos que se desarrollan en el papel se alimentan de sus
diferentes componentes; en el primer nivel, reporta pocas
especies de Penicillium como verdaderos celulolftices, y en los
otros niveles incluye especies que toman nutrientes de ceras,
polvos minerales, etc. En la grafica 2, se observa el nimero de
colonias gue se aislaron en cémara humeda y en medio de cultivo;
en el primer caso, el nuimero fue siempre menor, ya gue pocas
especies pudieron alimentarse directamente de papel filtro
utilizado en la prueba. En el medio de cultivo de celulosa-agar,
las colonias fueron siempre més por lo que se deduce que los
nutrientes 1los pudieron tomar de sales minerales o agua del
medio; es probable que la mayoria de las especies de Penicillium,
no sean fuertemente celulolitica y participen en el biodesterioro

del papel aprovechandc tintas, encolante, etc., para comprobarlo
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seria necesario hacer pruebas de degradacidn de celulosa.

Por otro lado, el nimero de colonias aisladas del género, es
ascendente progresivamente con respecto al siglo de manufactura,
lo que concuerda con Barrow et al. (1964), Nyuksha (1974),
Kowalik (1980) y Banks (1983) que reportan una pérdida de calidad
en el papel a partir del siglo XVII, lo que permite una mayor
susceptibilidad al deterioro.

La incidencia que tuvo Penicilliuvm, en los documentos de los
diferentes siglos, comparandolo con otros géneros, se demuestra
en la grédfica 3, siendo el comportamiento muy semejante al de las
colonjas aisladas en medio s6lido; su numero fue en aumento a la
inversa de los otros géneros, 6sto se puede explicar por la
competencia para obtener alimento que existe entre ellos.
Penicillium es un productor de toxinas con rdpido crecimiento y
reproduccién, al igual que Agpergillus, v esto le permite inhibir
a otras colonias para obtener nutrientes y sustrato (Alexopoulus,
1979; Deacon, 1985).
bDeterminacién.- Las 117 colonias se determinaron a subgénero
con base en 3las obras de Pitt (1979 y 1985), siendo
Biverticillium el que predomina (38.2%) seguido por Penicillium
(30.6%), en tercer lugar se encontré a Aspergilloldes (23.7%) y
por ultimo Furcatum (12.2%) (grdfica 4).

En la gréfica 10, se muestra la distribucién de los subgéneros
en los diferentes siglos: En el sigle XVI se encontré a
Biverticillium y Furcatum, ambos con un valor de importancia de

23%; en el siglo XVII, se encontraron los 4 subgéneros, aunque
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con valores de importancia menores, ésto pudo ser por la pérdida
de calidad del papel, aunado al proceso de manufactura que conté
a partir de este siglo, con el uso de maquinaria, ademds del uso
de pulpa de madera para su elaboracidn, siendo un medio factible
para la germinacién y contaminacién por esporas; lo anterior se
reafirma por los 2 subgéneros gque se encontraron en documentos
del siglo anterior; en el siglo XVIII sélo se encontraron
Biverticillium y Penicillium, el primero tuvo un alto valor de
importancia, ya que es el subgénero m&s ubicuo; en el siglo XIX,
los que se encontraron fueron Aspergilloides, Biverticillium y
Penicillium, en éste caso el ultimo se encontré en mayor numero
(54%), ésto seguramente por la presencia de contaminantes en la
materia prima, un edjemplo de ello es P. olsonii, que pertenece a
éste subgénero, el cual es poco comim y s6lo se ha encontrado en
suelo y agua (Pitt, 1979); por ultimo, en el siglo XX, los 4
subgéneros estuvieron bien representados, siendo en éste caso
Aspergilloides el de mayor valor de importancia. Compardndo el
siglo XVII y XX se observa que, a pesar que su valor de
similaridad es 1 (Tabla 1), tienen también diferencias
significativas, ya que en el primero el nimero de colonias
aisladas fue menor; para explicar ésto, basta conocer el proceso
de manufactura del papel en el siglo XX, ya que contienen un gran
nimero de impurezas, lo que pernite una amplia variedad de
especies de microorganismos. Por otro lado, en la tabla 1, se
observa que los siglos con menor Indice de similaridad fueron el

XVI y el XIX, compartfendo un subgénero, que es Biverticillium,

- 82 -



el que, por ser ublcuo, no indica una alta concentracién de

contaninantes en el papel.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo citado por Robledo

(1991) guien encontré que la distribucién de Aspergillusg es

semejante a la de Penicillium, ya que en los siglos XVII, XIX y

XX hubo una mayor incidencia de colonias, per lo que se observa

que la manufactura del papel en los diferentes siglos es la qua

establece la diversidad genérica de hongos en el mismo.

De las 117 coloniag, se escogleron 8 al azar para
detarninarlas a especle; para realizarla es necesario utilizar 5
cajas de Petri con 3 cultivos diferentes, incubdndolas durante 7
dias de la siguiente manera: CYA a 5°C, 25°C y 37°C; EMA a 25°C y
G25N a 25° C; Pitt (1979, 1985) propone jnocular 3 colonias en
cada caja de petri con cultivo, etc. En 6 especies fue factible
realizarlo, aunque en otras fue imposible por 1las siguientes
causas:

a) El dismetro de la colonia de algunas egpeciles es muy grande
(rds de 40 mm) y al crecer se confundfan las tres colonias,
por lo que se opté por inccular una colonia por caja con
cultivo, realizando tres repeticiones y obteniendo la media.

b) Otras especies presentaban esporas hidrofébicas, por lo que
fue imposible inocular estas en el medio, ya que en todos los
intentos no se logré obtener una colonla, creclendo siempre
varias; para esto se recomienda realizar una suspensién de
esporas y Extracto de Malta o de Levadura para evitar la dis-

persién.
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@) El génerc Penlcillium tiene una gran plasticidad génetica,
variando sus caracteristicas morfolégicas, incluso de una cepa
a otra, por lo que es fdcil confundirse, para lo cual se
propone al menos tres repeticiones por cada medio de cultivo
para obtener una media representativa.

d) Por Jltimo, las especies comparten caracteristicas que son
muy semejantes en varias de ellas, por lo que se llega a

una determinacién eguivocada.

De las especies determinadas, 6 fueron nuevos registros para
la micobiota del papel en México (P, glabrum, P. ¢hrysogenum, P.
echrechloron, P. simplicissimum y B. olsonii (cepas 19 y 56), lo
que denuestra gque en México son escasos los trabajos de
investigacién para este fin (Moretti y Robledo, 1985; Robledo,
1986; Moretti y Lelo,1988; Moretti y Vargas et al., 1988; Robledo
et al.,1991; Gonzdlez y Robledo 1991), en los lugares visitados
(CESU y Escuela de Restauracisén del 'INAH), no se encontré
informacién sobre hongos aislados, ya que los documentos
deteriorados por elles son fumigados rédpidamente sin tomar

nuestras para su determinacién pasterior.

DRidmetro de la golopia.- Las cepas seleccionadas para 1la
determinacién fueron sometidas a las pruebas de crecimiento
micelial en EMA con diferentes concentraciones de proplonato de
sodio. El comportamiento de la colonia micelial durante los 28
dfas de incubacién, se observa en las grdficas 11, 13, 15, 17,

19, 21, 23 y 25, Analizando estas, se puede observar gque
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existieron 4 tipos de comportamiento similares entre las 8 cepas
pProbadas:

El primero lo llevaron a cabo las cepas de P, chrysogenum Y
P. sp2 (Grédficas 13 y 25 respectivamente), siendo una inhibicién
total en el primer caso, y una muy alta en el segundo,
presentando formacién de microcolonias sélo en 50,000 y 75,000
ppm.

El segundo fue de una inhibicién gradual, que aumento a
medida que lo hacfa la concentracién de propionato de sodio,
realizdndolo las cepas de P, glabrum, E. echrochloren, PB. simpli-
cissinum vy P, olsonii (cepa 56). En el c¢aso de P. glabrum Y P.
olgonil (cepa 56), el crecimiento se realizé incluso en 150,000
ppm formando microcolonias; P.. gchrochloron tuve un
comportaniento similar, no obstante que sélo crecié hasta 100,000
ppm, asi como P, simplicissimum que crecid hasta 125,000 ppm en
todos los casos el control superé por mucho el didmetro de las
colonias que crecieron en las diferentes concentraciones, por lo
que se concluye.que dichas cepas son sensibles al propionato de
sodio aun en bajas concentraciones.

El tercero lo realizé P, olsonil (cepa 19); éste fue muy
semejante al sequndo, con la varlante que en el dfa 26, el
didmetro de la colonia que crecié en 50,000 ppm sobrepasé el del
control, pudiendo ser por que la cepa se adaptd rdpldamente al
fungicida y tomdl solamente 10s nutrientes del medio.

Por ultimo, P. spl tuvo un comportamiento irregular, donde

el didmetro del conttrol estuvo por debajo de los de 50,000 y
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75 000 ppm aunque a partir del dfa 11 la taza de crecimiento
aumentd considerablemente, sobrepasandoc a las otras colonias.
Este comportamiento pudo ser por que las esporas que germinaron
eran menog viables y después, en presencia de nutrientes del
medio, recuperaron su tasa de germinacién.

Los resultados concuerdan con lo obtenido por Vargas et al.
(1988) y Robledo {1991) quienes encontraron que el propionato de
sodio inhibe el crecimiento micellial de chaetonium spp y
Aspergillug spp respectivamente. En el caso de Chaetomium, las
concentraclones utilizadas fueron de 1,000, 10,000 y 100,000 ppm,
silendo totalmente inhibidas por la dltima y con crecimiento
variable, dependiendo de la especie en las otras concentraciones.

En el caso de Aspergillus se encontré un comportamiento
semaejante a Penicillium, reduciendo el crecimiento micelial a
nedida que crecia 1la concentracidén del fungicida, siendo 1las
désis inhibitorias entre 50,000 y 125,000 ppm. Por lo anterior,
se observa que algunas especies de Penjicillium son néds
resistentes al propionato de sodio, ya que crecieron inclusoc a

150,000 ppm.

Germinacién de esporas.- La tasa de germinacién que tuvieron las
esporas fue variada, pero todas germinaron en concentraciones
menores a las del didmetro de la colonia. Las especies que fueron
inhibidas totalmente son P. chrysogenum (Gradficca 14) y P.
plsonil (cepa 56) (Grdfica 24) germinando solamente en el
control; su rango de désis inhibitoria es muy por abajo de 25,000
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ppm (tabla 6). P. ochrochloron (Grdfica 16) gemind en igual
porcentazje para el control y 25,000 ppm, siendo su rango de désis
inhibitoria mayor que ésta, al igual que P, simplicissimum.

P, spl y P. 8p2 (grdficas 20 y 26 respectivamente)
germinarcn en 50,000 ppm, siendo las cepas nds resistente al
propionato de sodio, en cuanto a la germinacidn de esporas.

P. glabrum y P. olsonil (cepa 19) germinaron solamente en 25,000
ppm (Gréficas 12 y 22 respectivamente).
comparando estos resultados con los obtenidos por Vargas et al.
(1988) y Robledo (1991) se observa que Penicilijum tiene una
inhibicién intermedia, con un rango entre 25,000 y 50,000 ppm,
chaetomium spp por su parte, tuvoe un rango entre 1,000 y 10,000
ppm, siendo 100,000 la désis en que la inhiblcién fue total en
todas las especies; por otro lado, las especies de Aspergillus
son més resistentes, a la inversa del crecimiento micelial, con
un rango de désis inhibitoria entre 50,000 y 15C,000 ppm.
Por lo anterior, se propone el uso del propionato de sodio con
una concentracién de 150,000 ppm para inhibir tanto el
crecimiento wmicelial comec la germinacién de esporas. La
aplicacién puede ser durante la manufactura del papel para que la
sal quede impregnada entre las fibras del papel cuando seque; ©
blen cuando un material deteriorado sea restaurado en las pilas
de blangueo.

Realizando la observacién del comportamiento de las cepas
en las pruebas de didmetro de la colonia y germinacién de

esporas se resume lo siguiente:
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P.. glabrum tiene una mayor resistencia al proplonato de sodio en
el crecimiento de las hifas, y en la gerninacién de esporas es
més sensible, ya que germin6 sélo en 25,000 ppm.

B, chrysogenum es inhibida totalmente en ambos aspectos, estando
su rango de désis inhibitoria menor a 25,000 ppm.

P. qc¢hrochloron resiste md4s en el crecimiento de las hifas,
germinando aun en 100,000 ppm; y en germinacién de esporas lo
hizo en 25,000 ppn.

B. gimplicissimum es més resistente en el crecimiento de las
hifas, creciendo a 125,000 ppm: en derminacidén de esporas, solo
gerninaron estas a dicha concentracién.

P. spl es iquaimente sensible en ambas pruebas, ya que en la
primera crecié a 75,000 ppm y en el segundo germiné a 50,000 ppm.
E. olsonii tuvo un comportamiento diferente en las dos cepas; la
cepa 19 es més resistente en el crecimiento de la colonia,
germinando en 100,000, en comparacién con la cepa 56 que es mis
resistente, creclendo en 150,000: En la germinacién de esporas,
la cepa 19 germiné en 25,000 y la cepa 56 es mds sensible puesto

qgue s6lo germiné el control.
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5.~

CONCLUSIONES

El género Panicillium ocupa el primer lugar a nivel genérico

comce hongo frecuente y deteriorante en 1los documentos.

El subgénero mejor representado, por el numero de colonias

aisladas, fue Biverticillium, seguido por Penicillium.

La distribucién de los subgéneros y especies de Penicillium
tienen una Aistribucién, en los documentos, gque depende del
siglo de manufactura de estos, siendo los siglos XVII Yy XX

los que tienan una wmayor variedad de micobiota.

Las especies de Pepicillium aqui descritas son todas nuevos
registros para la micobiota deteriorante de papel en Héxico.

P. ochrochloron es un nuevo raegistro para la micobiota de
México.

En la prueba del didmetro de la colonia, la concentracién de

150,000 ppm fue la mds adecuada.

Con respecto a la germinacién de esporas, la inhibicidn total

de las esporas fue a 50,000 ppm.

Las cepas tuvieron respuestas muy variadas a las pruebas con

propionato de =odio, inclugo las cepas 19 y 56 de P, olsonii.

La accién del propionato de sodio es wés eficéz en 1la

germinacién de esporas, ya que las hifas son mds resistentes.
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