UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
Carrera Quimica Farmacéutico Bioldgica

Implementacion de un método de crioconservacion en capilar para

hongos miceliales no patdogenos

TESIS

PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P RESENTA
ROMERO MARTINEZ MARCO ANTONIO
DIRECTOR: Dr. José Luis Alfredo Mora Guevara
ASESORA: Mtra. Yolanda Flores Cabrera
Lugar de desarrollo:

LABORATORIO 1 PLANTA ALTA DE LA UNIDAD MULTIDISCIPLINARIA DE
INVESTIGACION EXPERIMENTAL ZARAGOZA

Este trabajo recibio el apoyo del proyecto PAPIME PE202716

ZARAGOZA MEXICO, D.F. 2016




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

RESUMEN oo et e et e e et e et e e e et e e et e e e e e eeaaaaee 1
INTRODUCCION ...ttt ettt ettt ese st es e s e e 2
MARCO TEORICO ...ttt e et ee s e s e eeene e 3
N 0] (=T o= Yo [T o - PR 3
Clasificacion del rein0 FUNQGI .........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
(7= 01T = 11 To F= o [ 8

& QUE SON 10S NONGOS?.....eeiiiiiiiie e e e e e 8
Caracteristicas de 10S hONQOS.........ooooiiiiiiii 8

L IE= (e T 01 - 9
HONQGOS filamentoSOS.........cooiiiiiii e 10
Caracteristicas de 1as diVISIONES ...........ccoiiiiiiiiiiiiicc e 11
ChytridiomyCOta ......cooeiiieee e 11

WA Yo [0] 1017 oo ] c- TSP 12

X =TeT] 11) Y e7o] c- PP 12
BasidiomMyCOta .....cooeiiiiii e 13
Caracteristicas de las cepas micoéticas miceliales ...........ccccvvveeeeiiiiiiiiiiiinn. 13
ASPEIGIIUS NIGEL ...ttt ettt 13
ASPErgillus fUMIQALUS .............coeeeeeeee ettt 13
ASPEIGIIIUS TIAVUS ........coeeeeeeeeeeee et 14
Penicillum CRFISOGENUIM ............coiieeeiii et 14
Conservacion de cepas miCrobianas .............coeuvuuiiiiiieeiiiiiiiice e 15
Conservacion a Corto PlAzO ........ccoeeeeveeeeiiiee e 16
Conservacion a mediano Plazo ...........ouuuiiiiiiiiiiiiecce e 18
Conservacion a largo Plazo .........coooieeiiiiiiii e 20

(@ = T3 =T o= PP 24
Cultivoen agua destilada..............oo oo 24

(@7 1] o] o) (= o1 (o =Y TP 25



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... e 26

HIPOTESIS ..ottt ettt e et eeete e e ete e e etesneeeeeeneenes 26
(@)= 3] =3 1V TP 27
MATERIAL ..ottt e ettt n e, 27
Y[ (0] 1 TR 29
RESULTADOS ..ot te et e eaeeaeeaesaesee s 35
ANALISIS DE RESULTADOS ..ottt 43
CONCLUSIONES ...ttt ettt e eaeste e ete e e sae e 46
REFERENCIAS ...t ae et e eae e eae e eaesaeeee s A7



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autonoma de México por permitirme ser parte de la
mejor universidad de Latinoamérica, por acobijarme durante mi estancia y por todo

el apoyo que recibi por parte de la misma.

A la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, por ser mi segunda casa, por
todos los conocimientos que me brindaron para terminar esta etapa. A todos
aquellos profesores que me impartieron clase y me fueron formando y cimentado

mis conocimientos.

A mi director de tesis:

El Dr. José Luis Alfredo Mora Guevara por ser una persona humilde y sencilla, por
estar ahi conmigo apoyandome en todo el momento durante mi tesis, por

compartirme sus conocimientos conmigo.

A mi asesora de tesis:
A la Mtra. Yolanda Flores Cabrera por brindarme esa confianza y apoyarme en
cada momento con mi tesis. Por impulsarme a seguir adelante y darme buenos

consejos.

A mis profesores:
Al Dr Rubén Marroquin Segura, por la oportunidad de darme y trabajar en su

laboratorio, por ser un muy buena persona y de buen corazon.

A mi revisora de tesis la Mtra. Patricia Vidal Millan, por sus conocimientos y su
compromiso y al motivarme a seguir adelante, por ser una muy buena persona y
maestra.

A mi sinodal de tesis el Mtro. Manuel Orduina Sanchez por su amabilidad y su

tiempo que me brindo.



Al Sistema de Becas para Estudiantes Indigenas por apoyarme en estos afios de
mi carrera y de titulacion, por estar ahi presente en cada momento. Por otorgame

ese apoyo y valorar a los estudiantes indigenas y motivarlos a seguir adelante.

DEDICATORIAS

Dedico esta tesis a Dios, por darme la vida, el conocimiento y la sabiduria. De
iluminarme y guiar mi camino, por ser mi fortaleza en los momentos débiles, por

esta conmigo presente en cada momento.

Le doy gracias a mis padres, Baldomero Romero y Julia Martinez, por estar
conmigo en todo momento, es los dias mas dificiles nunca me abanderaron, en
darme buenos consejos de la vida, a ayudarme a levantar cuando me daba por

vencido, por todo ello, gracias.

A mis hermanos, Jorge, Carlos, Oliva, Felicitas y Adalberta, por ser ejemplos a
seguir y a darme animos para seguir adelante y nunca rendirme, por su gran

apoyo.

A mis amigos de la Estudiantina, por todos los momentos que vivi con ellos y los
tengo muy presente, por los animos de cada uno de ellos a seguir adelante y

luchar por lo que uno ama en la vida.

A mis profesores de la facultad, por ser los mejores maestros y darme las

ensefianzas y conocimientos en cada clase impartida, por su tiempo y dedicacion.



1. RESUMEN

La importancia de conservar cepas puras e identificadas como cepas ATCC para
la investigacion en ciencias bioldgicas, la autenticacion de microorganismos, en
procesos biotecnolégicos o en la calibracion de equipos de identificacion
microbiologica ha originado una necesidad en la implementacion de métodos de
conservacion a largo plazo de los microorganismos que asegure su viabilidad y
conserve sus caracteristicas bioquimicas. El uso de compuestos que se pueden
utilizar como crioprotectores: glicerol, dimetilsulfoxido (DSMO), leche descremada
e hidratos de carbono (glucosa, lactosa, etc.) en los métodos de conservacion ha
sido de gran ayuda para el area clinica asi como para el sector industrial, puesto
que estos agentes protegen del dafio que se pueda producir en las células
microbianas como la deshidratacién y los dafios que se pueda producir en el
proceso de la congelacién, la eleccion del mismo va a depender del tipo de
microorganismo a conservar. En el Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de
la Unidad Multidisciplinaria de Investigacién Experimental Zaragoza (U.M.l.E.Z) de
la FES Zaragoza se utilizan cepas fungicas para el desarrollo de microtécnicas,
actualmente en el laboratorio no se cuenta con algun método de conservacion
para hongos miceliales, por lo cual el propésito de este proyecto fue implementar
un método de conservacion acordes a las necesidades del laboratorio, como
resultado se logro la implementacion de un método de conservacion en capilar de
hongos miceliales utilizando como agente crioprotector leche descremada capaz
de mantener la viabilidad, las caracteristicas bioquimicas y morfologia de las
cepas de Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus y Penicillum
chrisogenum durante 180 dias a una temperatura de conservacién de -20° C,
implementado este método a distintas cepas podriamos reducir costo y espacio

del almacenamiento.




2. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos los microorganismos han sido empleados como
materiales esenciales de trabajo en la obtencion de medicamentos de interés
farmacéutico (antibidticos, vitaminas, acidos organicos, aminoacidos y proteinas),
en la elaboracion de alimentos (pan, queso, leche, bebidas y licores), fabricacién
de disolventes y reactivos, su capacidad de disolver y transformar en sales los
minerales de hierro o de niquel, la produccidén de acido acrilico para conseguir
plasticos sin necesidad de recurrir al petréleo entre otras aplicaciones.

El objetivo de una coleccidon de cultivos es el de mantener y preservar en un
estado viable y sin cambios en cualquiera de sus caracteristicas morfologicas,
fisiologicas y genéticas, conservando la cepa para la investigacion, la ensefianza y
los procesos biotecnoldgicos; en la actualidad hay una tendencia a concentrar los
recursos biolégicos importantes de microorganismo conservados para la industria,

la agricultura y la investigacion.

La creciente conciencia del papel de los hongos en humanos y fitopatologia, el
reconocimiento generalizado de la funcion de estos organismos en
descomposicion y el deterioro, la utilizacién de mutantes fisioldgicos exigentes a
largo plazo y el aislamiento continuo de nuevas formas, han dado lugar a la
acumulacioén de vastas colecciones de cultivos fungicos. En caso particular de los
hongos filamentosos son frecuentemente mantenidas con subcultivo de rutina a
medios frescos; este es un método laborioso, propensos a la contaminacién y a
las variaciones genéticas y fisioldgicas durante el mantenimiento a largo plazo por
lo tanto para superar estas limitaciones se han desarrollado técnicas para
preservar cepas de hongos.

En el Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de la UMIEZ F.E.S. Zaragoza
actualmente no se cuenta con un método de conservacion de cepas micoticas que
garantice la viabilidad y estabilidad bioquimica de sus cepas sin que tengan
perdidas mayores a un 30%, por lo que el propésito de este proyecto es
desarrollar un método de conservacion acorde a las necesidades del laboratorio




3. MARCO TEORICO
2.1 Antecedente

Conforme aumenta el descubrimiento de nuevas especies de organismos es
necesario ordenar con base en sus caracteristicas y propiedades, asi surge la
taxonomia. Uno de los grupos de mayor controversia en su clasificacién ha sido el
de los hongos; en un inicio fueron incluidos en el reino Plantae, division Mycotica y
subdivision Tallophyta, lo cual se origind por la similitud de las setas (hongos
macroscopicos) con las plantas; sin embargo ahora se sabe que una de las
diferencias basicas entre ambos radica en que los hongos no llevan a cabo el

proceso de la fotosintesis.

La segunda clasificacion los colocd dentro del reino protista, creado por Haeckel
(1866), quien a su vez lo dividié en dos grupos: protista inferior, donde se incluia a
las bacterias y protista superior (eucariontes) para protozoarios, algas y hongos.

En 1956 Copelant y Martin crearon dos nuevo reinos, que mas tarde Whittaker
(1969) modificd en: Monera, para las bacterias y otros microorganismos y Fungae

para los hongos vy liquenes.’

En 2002 Bryce Kendrick fundamentado en otras técnicas como la inmunologia y la
biologia molecular, clasifica a los organismos vivos en siete reinos:
Archaebacteria, Eubacterias, Chromista, Protozoa, Fungi, Plantae y Animalia. Los
dos primeros tienen células procariontes y se llaman también dominios; los demas

son eucariontes. 2




Cuadro 1.1 clasificacién de los reinos y divisiones (phyla) de los hongos (Kendrick,
2002)

Tipo de célula Reino/phyla (division)

Procarionte e Archeabacteria

e Eubacteria

Eucarionte e Protozoa
Plasmodiophoromycota
Acrosiomycota
Myxomycota
Dictyosteliomycota

e Chromista
Hyphochytriomycota
Oomycota
Labyrinthulomycota

e Fungi
Chytridiomycota
Zygomycota
Basidiomycota
Ascomycota

e Plantae

e Animalia




2.2 Clasificacion del reino Fungi

La primera clasificacion que surgié fue la empirica que, de acuerdo con el aspecto

macroscopico que presentan divide a los hongos en cuatro grupos.

a) Hongos macroscopicos o setas
b) Mohos u hongos filamentosos
c) Levaduras u hongos de crecimiento limitado cremoso

d) Actinomicetos o bacterias filamentosas de crecimiento limitado y rocoso

Tal clasificacién aun conserva validez para reconocer a los hongos trivialmente, su
taxonomia ha sufrido modificaciones de acuerdo con las nuevas propiedades y
caracteristicas que se van descubriendo. Bajo el punto de vista macroscépico y
microscopico solo hay dos tipos: mohos denominados también hifomicetos, que
dan colonias filamentosas y circulares en medio con agar, y globosas en caldo; y
las levaduras o blastomicetos, los cuales forman colonias cremosas similares a las
bacterianas. De aqui surge una division sencilla de los hongos con base en sus

caracteristicas de crecimiento.

2.2.1 Clasificacion de los hongos con base en su morfologia colonial vy

reproductiva.”

Tipos de hongos* Descripcion

Hyphomycetes (hifomicetos) Hongos filamentosos o mohos:
a) Hialohifomicetos, sin pigmentos
melanicos

b) Feohifomicetos, con pigmentos

melanicos
Blastomycetos (Blastomicetos) Hongos levaduriformes o levaduras
Coelomycetes Hongos que nacen de cuerpos fructiferos

asexuales cerrados (picnidios y acérvulo)

Anteriormente subclases de Deuteromycetes




La clasificacion de los hongos (phylum o divisidén), clases, familias, géneros y
especies ha presentado diversos cambios taxondmicos; actualmente se han
ordenado y existen varias clasificaciones, la mayoria de ellas basadas en las
propiedades morfoldgicas, reproductivas, fisiologicas y sobre todo de biologia

molecular. Las dos mas representativas se muestran en el cuadro.”

2.2.2 Dos tipos de taxonomia de los reinos y divisiones (phyla) de los hongos '

Reinos/phyla Reinos/phyla

McLaughlin (2001) Guarro J. (1999)

Fungi Protozoa
e Chytridiomycota
e Zygomycota Chromista

e Basidiomycota

e Ascomycota Fungi

e Pseudomycota e Chytridiomycota
e Oomycota e Zygomycota

e Hypochytriomycota e Basidiomycota
e Plasmodiophoromycota » Ascomycota

El reino Fungi, que algunos autores denominan también Eumycota debido a que
ahi se incluye los grupos de hongos de interés medico: incluso de esta divisidon
pocas son las clases y subclase de interés, los mas importantes son los
Ascomycetes y Zigomycetes, donde se incluyen solo algunos hongos patégenos
oportunistas. Los Basidiomycetes cada vez tienen mas importancia médica, la
mayoria son hongos macroscopicos o setas y son estudiados por las
intoxicaciones que producen (micetismo), pero actualmente muchos grupos de
patdbgenos microscépicos han sido reclasificados en diferente familias,

pertenecientes a esta division.




En el pasado se tenia una divisién o phylum denominada Deuteromycetes o Fungi
imperfecto, donde se consideraba a la mayoria de los hongos de interés patdgeno.
Esta division ya no existe y los hongos que la integraban practicamente quedan
incluidos dentro de las divisiones y clases citadas; este cambio ocurre porque
antes, al clasificar un hongo, solo se tomaba en cuenta la morfologia y forma de
reproduccion, mientras que ahora es de suma importancia su posicion filogenética
determinada por biologia molecular de acuerdo con la secuencia de los acidos
nucleicos (mitocondriales y ribosémicos). Asi en la actualidad al grupo de
Deuteromycetes se les considera como hongos mitosporicos, es decir, que llevan
a cabo solo mitosis, llamados por algunos autores anamoérficos, lo que significa
que sélo se reproducen de forma asexuada o por mitosis, términos que se siguen

usando como sinénimos. '

2.2.3 Clasificacion de las phyla (divisiones) y clase de los hongos (Guarro et al.,

1999. Aceptada por el Diccionario Internacional de Hongos)."

Fungi (lamado e Chytridiomycota
también Eumycota) e Zygomycota Zygomycetes
Trichomycetes
e Basidiomycota Basidiomycetes

Teliomycetes

Ustomycetes

Loculoascomycetes
* Ascomycota Plectomycetes
Pyrenomycetes

Ascomycetes basales




2.3 Generalidades
2.3.1 ;Qué son los hongos?

Los microbidlogos emplean el termino hongo (del latin fungus, seta) para describir
organismos eucariotas, portadores de esporas, con nutricion por absorcion,
carentes de clorofila, que se reproducen de forma asexual y sexual. Los cientificos
que estudian los hongos son micélogos (del griego, mykes, seta, y logos, ciencia),
y la disciplina cientifica que estudia los hongos es micologia asi como el estudio
de las toxinas de los hongos y de sus efectos recibe el nombre de micotoxicologia
y las enfermedades producidas por los hongos se conocen como micosis. De
acuerdo con el arbol filogenético universal, los hongos son miembros del dominio
Eucaria, los analisis filogenéticos moleculares, morfolégicos y bioquimicos
demuestran que Fungi constituye un grupo monofilético, a menudo se le denomina

hongos verdaderos o Eumycota (del griego, eu, verdadero, mykes, hongo). >

2.3.2 Caracteristicas de los hongos

La micologia es el estudio de hongos. 2

Los hongos son heterétrofos, se alimentan por absorcion, estan formados por
células eucariotas y pueden ser uninucleados o multinucleados; el conjunto de las
hifas, el cual forma el micelio puede ser homotalico o heterotalico, dicaridtico y
rara vez diploide. La pared celular esta constituida por polisacarido del tipo de la
quitina (N-acetilglucosamina) y también se encuentran mananas, glucanas y
celulosa. El principal componente lipidico de la membrana celular es el ergosterol,
compuesto cuya sintesis se ve afectada por los antimicéticos azdlicos. Son
aerobios, los hongos unicelulares estan representados por las levaduras y los

multicelulares por los hongos filamentosos. *




2.3.3 Taxonomia

El reino de los hongos (Fungae) se compone de una escalera taxonomica; la
familia esta compuesta por géneros y estos contienen las especies. Los hongos
reciben el nombre de teleomorfos si tienen reproduccién sexual (meiosis) y
anamorfos si ésta es asexuada (mitotica), cuando presentan ambas modalidades
de reproduccién se denominan holomorfos (Trichophyton ajelloi, anamorfo.

Arthroderma uncinatum, teleomorfos)

2.3.3 Taxonomia de los hongos ?

Filo (phylum) -cota Eumycota

Subfilo -cotina Ascomycotina
Clase -mycetes Plectomycetes
Orden -ales Eurotiales

Familia -aceae Gymnoascaceae
Género Nannizzia

Especie Nannizzia incurvata

Dentro del superreino Eucarionte, se estudian los hongos en el reino Fungae,
separados de las plantas y los animales. Este comprende varios filos: Myxomycota
y Oomycota, que ahora se consideran seudohongos; Chytridiomycota vy
Zygomycota, que son hongos inferiores, y Ascomycota y Basidiomycota que
corresponden a hongos superiores 0 meiospdricos, que tienen una reproduccion

sexual conocida. 2

En las clasificaciones antiguas se mencionaba un phylum, donde se colocaba a
los hongos a los que no se les habia descubierto su forma de reproduccion sexual;
esta categoria taxondmica, llamada Deuteromycota, no se emplea actualmente,
pues se considera que con los estudios disponibles hoy en dia es posible agrupar
a todos los hongos en alguna phyla. En todo caso, es mejor llamar mitospéricos a




los hongos sin reproduccién sexual conocida y meiospérico a los hongos con

reproduccién sexual conocida. 3

Los hongos inferiores se caracterizan por presentar flamentos gruesos cenociticos
o no tabicados, multiplicacion asexual por esporas enddégenas y reproduccion
sexual por oosporas 0 zigosporas.

Los hongos superiores presentas filamentos tabicados y multiplicaciéon asexual por

esporas externas (conidios) aisladas o en cadenas o dispuestas.

2.4 Hongos filamentosos

El tallo (cuerpo) de los hongos filamentosos o carnosos estd formado por
filamentos largos de células unidas, estos filamentos, que se denominan hifas,
pueden crecer hasta proporciones inmensas. Las hifas de casi todos los hongos
filamentosos contienen tabiques que las dividen en unidades separadas similares
a una célula mononucleada, estas hifas se denominan tabicadas. En algunas
clases de hongos las hifas no contienen tabiques y aparecen como células
continuas y largas con muchos nucleos, estas hifas se denominan cenociticas.
Incluso en los hongos con hifas tabicadas hay aberturas en los tabiques que
forman un continuo citoplasma de “células” adyacentes; estos hongos en realidad

también son organismos cenociticos.

Las hifas crecen alargandose de sus extremos, cada parte de una hifa puede
crecer y cuando se desprende un fragmento puede alargarse para formar una hifa
nueva. En el laboratorio los hongos suelen cultivarse a partir de fragmentos

obtenidos del tallo.

La porcion de una hifa que tiene nutrientes se denomina hifa vegetativa; la porcién
que participa en la reproduccion es la hifa reproductiva o aérea, llamada asi
porque se proyecta sobre la superficie del medio en el que esta creciendo el
hongo. A menudo las hifas aéreas poseen esporas reproductivas. Cuando las
condiciones ambientales son convenientes las hifas crecen hasta formar una masa

filamentosa denominada micelio que es visible a simple vista. *

10




2.5 Caracteristicas de las divisiones

La larga historia evolutiva de los hongos es rica en ejemplos de evolucidon
convergente y divergente; es decir, muchas estructuras funcional vy
estructuralmente similares evolucionaron de forma independiente (convergente),
mientras otras estructuras se han vuelto diferente (divergente) con el tiempo. Al
carecer de registro fésil extenso, el uso de la morfologia en el andlisis filogenético
es limitado, sin embargo, el analisis de las secuencia del rRNA 18S y de ciertos
genes que codifican proteinas, han demostrado que Fungi consiste en un grupo
monofilético con ocho subdivisiones. Cuatro de ellas se han considerado como
grupo separados durante algun tiempo —Chytridiomycetes, Zygomycota,
Ascomycota y Basidiomycota, las otras cuatro —Urediniomycetes,
Ustilaginomycetes, Glomeromycota y Microsporidia- han sido propuestas

recientemente como grupos separados.

2.5.1 Chytridiomycota

Los hongos mas sencillos pertenecen a Chytridiomycota o quitridios. Son unicos
entre los hongos por la informacién de una zoospora con un unico flagelo posterior
que presenta movimiento en latigazo, esto se considera un rasgo primitivo, que se
ha perdido en los hongos mas evolucionado. Los miembros de vida libre de este
taxdn son saprofitos, las formas parasitas infectan a plantas acuaticas y animales,
incluyendo insectos.

Chytridiomycota muestra diversos ciclos vitales, que implican tanto reproduccién
asexual como sexual. Los miembros de este grupo son de tamaio microscopico y
puede consistir en una unica célula, una pequefia masa multinucleadas o un
verdadero micelio con hifas capaces de penetrar en sustratos porosos. La
reproduccion sexual da como resultado la liberacién de esporangiosporas a partir
de esporangios en la superficie. El género Allomyces se utiliza en el estudio de la
morfogénesis.

11




2.5.2 Zygomycota

La subdivisibn Zygomycota contiene los hongos denominados zigomicetos. La
mayoria viven sobre material vegetal y animal en descomposicién en el suelo;
algunos son parasitos de plantas, insectos, otros animales y seres humanos. Las
hifas de los zigomicetos son cenociticas, con muchos nucleos haploides, las
esporas asexuales, habitualmente dispersadas por el viento, se desarrollan en
esporangios situados en la punta de las hifas aéreas, la reproduccion sexual
produce cigotos duros, de pared gruesa llamados zigosporas, que pueden
permanecer en estado latente si el ambiente resulta excesivamente hostil para el

desarrollo del hongo.

2.5.3 Ascomycota

La subdivision Ascomycota contiene los hongos denominados ascomicetos,
comunmente conocidos como hongos con asca. Los ascomicetos tienen
importancia ecolégica en habitat de agua dulce, marina y terrestre, ya que
degradan muchos compuestos organicos quimicamente estables, incluyendo la
lignina, la celulosa y el colageno.

Los ascomicetos reciben este nombre por su estructura reproductora
caracteristica, el asca (del griego, asko, saco) en forma de saco, muchos
ascomicetos son levaduras y el término lavadura se emplea para designar a todos
los hongos unicelulares que se reproducen asexualmente por gemacion o fision
binaria.

Los ascomicetos filamentosos forman hifas tabicadas, en estos hongos es habitual
la reproduccion asexual, que tiene lugar mediante conidiosporas. La reproduccion
sexual conlleva asi mismo la formacién de ascas, donde cada una porta por lo
general ocho ascosporas haploides, aunque algunas especies pueden producir
mas de 1000.
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2.5.4 Basidiomycota

Basidiomycota incluye a los basidiomicetos, conocidos comunmente como hongos
en forma de maza. Son ejemplos los hongos gelatinosos, las royas, hongos en
repisa, falos (falo hediondo), cuescos de lobo, matamoscas, champifiones y
hongos nido de pajaro. Los basidiomicetos reciben este nombre por su estructura
o células caracteristicas, el basidio, implica en la reproduccién sexual. En la punta
de las hifas se producen un basidio (del griego, basidion, base pequefa) y
normalmente tienen forma de maza. El basidio produce dos o mas basidiosporas y
los basidios pueden estar contenidos en el interior de cuerpo fructiferos llamados

basidiocarpos. °

2.6 Caracteristicas de las cepas micéticas miceliales

2.6.1 Aspergillus niger

Las colonias de A. niger se reconocen instantaneamente por su superficie cubierta
de densos acumulos de conidias negro-azabache, lo que les confiere un tipico
aspecto de colonias espolvoreadas con pimienta. El reverso de la colonia es
gamuzado gris-amarillento, lo que distingue a A. niger de los hongos dematiaceos;
vista al microscopio, la formacién de conidias es en extremo abundante, al punto
que las vesiculas se encuentran ocultas por densos agregados de conidias
negras, esféricas, de 3 a 5 ym de diametro, que se hacen rugosas cuando
maduran. Las vesiculas cuando se ven son globosas y miden hasta 75 ym de

diametro.

2.6.2 Aspergillus fumigatus

Las colonias de A. fumigatus son desde granulosas a algodonosas Yy

habitualmente tiene un cierto tono verdoso, gris-verdoso marron—-verdoso. En la
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periferia en el borde de crecimiento, se observa una cubierta blanca. Visto con el
microscopio, los conidioforos son relativamente largos (300 a 500 pm), las
vesiculas tienen un diametro de 30 a 50 um, en forma de clava, y estan cubiertas
en su mitad superior por una hilera unica de fidlides, que dan origen a largas
cadenas de conidias esféricas o ligeramente ovoides que tienden a curvarse

direccion del eje central. ®
2.6.3 Aspergillus flavus

Crecen en los medios de cultivo ordinarios como Sabouraud y PDA a 28° C.
presentan colonias de crecimiento rapido. ’

Las colonias de A. flavus desde granulares a vellosas y poseen cierto tono
amarillo o marréon amarillento. Microscopicamente los conidiéforos son largos
(400-800 pm), y tienden a ser rugosos en la zona inmediatamente inferior a una
vesicula globosa que mide entre 25 y 45 pm de diametro. Las fidlides se originan
de todo el perimetro de la superficie de la vesicula y pueden tener una hilera de
fidlides (monoseriados) o, lo que es mas caracteristico o ligeramente, dos
(biseriados). Las conidias son esféricas, lisas o ligeramente rugosas cuando

maduran y forman cadenas relativamente largas. °
2.6.4 Penicillum chrisogenum

Este hongo es el mejor para la produccion de penicilina. Esta especie se ha
aislado de diferentes sustratos y habitats, tales como: goma, aire acondicionado,
cuero, el agua, los bosques, cuevas, las minas de uranio, papel, pergamino,
plantas, polvo atmosférico (dentro de los edificios), productos alimenticios
(cereales), suelo. ElI micelio de P. chrysogenum puede alimentar a acaros, tales
como: Acaro siro, putrescentiae Tyrophagus, mesembrinae Pygmephorus.

Colonias de crecimiento rapido, alcanzando un diametro de 4 cm en 7 dias con
superficie de la colonia vellosa, aterciopelada, de color verde claro a verde-azul

con una corona radial ancha y blanca.
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Presenta conidi6foros tabicados de paredes lisas, hialinos, usualmente
triverticilados (fialides que nacen desde métulas o desde métulas sustentadas por
ramas respectivamente), ramificado al final; con métulas y fidlides en forma
cilindrica, donde nacen conidios lisos, subglobosos a elipsoidales, hialinos o verde

azules. ’

2.7 Conservacion de cepas microbianas

Cuando se seleccione el método de conservacidn es preciso tener en
consideracion el tiempo que se desea mantener conservados los cultivos, las
caracteristicas de los microorganismos a conservar y los recursos con los que se
cuente en el laboratorio.

Los procedimientos de conservacién son muy numerosos y variables, su utilidad
dependera de que permitan la supervivencia de al menos el 70-80% de las células
y que estas a su vez, permanezcan sin sufrir mutaciones o algun tipo de proceso

de recombinacion genética. ®

Para la conservacién de microorganismos a largo plazo ha llegado a ser necesario
desarrollar métodos fiables que produzcan organismos viables sin cambios en su
morfologia y fisiologia después de ciertos periodos prolongados de

almacenamiento. °'°

Métodos de resiembra continua para mantener aislado sélo se puede utilizar para
el corto plazo. Los métodos que reducen las tasas de metabolismo de
microorganismo son para almacenamiento a largo plazo, pero no todos los
almacenados de esta manera sobreviven. '

Muchas de estas técnicas no son compatibles con todos los hongos por las

caracteristicas particulares de cada especie. '

Existen métodos alternativos, se recurren a ellos cuando no se puede utilizar

alguno de la eleccién, los cuales integran la supresion de la evaporacion, la
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transferencia periodica, la suspension en agua destilada o en agua de mar estéril,
etc. Debido a que no aseguran la conservaciéon del genotipo, nunca se debe usar
un unico método alternativo, si no que se recomienda conservar utilizando,

simultaneamente al menos dos técnicas.

También existen métodos restringidos, estos no se usan habitualmente. Los mas
comunes son: desecacion en papel filtro y desecacion en tierra, arena o silica gel
o algun otro soporte apropiado, estos métodos detiene el crecimiento de las

células por eliminacién del agua disponible.

2.7.1 CONSERVACION A CORTO PLAZO

2.7.1.1  Transferencia periddica

Aunque el método clasico de mantenimiento de los cultivos fungicos por
transferencia a intervalos frecuentes en sustrato sdlidos o liquidos adecuados es
una operacion laboriosa, monétona y consume mucho tiempo, no puede tenerse
en cuenta como un método de conservacion a largo plazo. Mediante esta técnica
miles de microorganismo se han mantenido sin cambios durante décadas en
colecciones de cultivos en todo el mundo y sigue siendo el unico método

recomendado para ciertos grupos de hongos.

El peligro presente siempre son las variaciones de pérdidas de caracteres
morfolégicos y las respuestas fisioldgicas. La transferencia de grandes trozos de
micelios se recomienda solo para aquellos microorganismos que no producen
células propagativas especializadas, cuando las transferencia de micelios son
necesarias, se debe tener cuidado para transferir a intervalos frecuentes cultivo
joven con crecimiento activo. El peligro de variacion aumenta cuando el inéculo se
toma de la zona mas vieja donde los productos acumulados del metabolismo

puede haber ejercido una influencia mutagénica.
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Los cultivos sellados herméticamente, que todavia estan metabolizando
activamente se deben evitar, ya que la acumulacién de gases metabdlicos puede
causar efectos perjudiciales. Cultivos sellados por periodos cortos, incluso por
medio de tapones de rosca o tapones parafinados son menos confiables que los
de algododn. Los almacenamientos de las cultivos de hongos en tubo inclinado con
agar debe de estar a una temperatura baja para evitar el secado rapido del
sustrato y para prevenir el crecimiento continuo de los cultivos. Almacenamientos
frigorificos a 5 °C se ha encontrado satisfactorio para la mayoria de los hongos.
Conservar a temperatura ambiente requeriria demasiada frecuencia en la

transferencia en la mayoria de los laboratorios.

La técnica de transferencia periédica tiene la ventaja de hacer cultivos
inmediatamente disponibles para la comparacién, pero sigue siendo el mas
laboriosa de todos los métodos. Otras objeciones a esta técnica se puede vencer
en gran medida a través de una cuidadosa seleccién de un adecuado sustrato, el
uso de la técnica de transferencia de masa de esporas, vigilancia continua para
evitar el remplazo o la contaminacion, y la proteccion adecuada contra la

infestacion por acaros. °

2.7.1.2 Tubos inclinados cubiertos de aceite

La conservacion bajo aceite mineral estéril es un método de supresion de la
evaporacion, consiste en cubrir con aceite mineral estéril o vaselina estéril una
estria del hongo a conservar, impidiendo la evaporacion del agua contenida en el
medio de cultivo y evitando el incremento de presion osmética, por concentracion

de los solutos, que producirian alteraciones importantes en el cultivo. 8

Este método, que actua mediante la prevencion de la deshidratacién y la
disminucién de la actividad metabdlica y el crecimiento a través del consumo
reducido de oxigeno, consiste en cubrir un cultivo de colonia joven que
metabolizan activamente en un medio de agar en tubo inclinado con aceite mineral

estéril (aceite de parafina); entre los hongos, este método se ha encontrado a una
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amplia aplicacion en la preservacion de las formas micelial estrictamente o no
esporulacion a los que no se les puede aplicar la técnica de liofilizado.

El consumo de oxigeno de un cultivo de hongos sumergida bajo un centimetro de
aceite mineral se reduce a aproximadamente el diez por cierto de lo normal dentro
de unas pocas horas, la disminucién de la actividad metabdlica de los hongos se
evidencia por el retraso del crecimiento y esporulacion. Una mayor reduccion de la
transmision de oxigeno por capas de aceites en exceso de un centimetro se ha
encontrado menos favorables para la conservaciéon de los hongos, aunque este
efecto puede ser debido unicamente a la reduccion adicional de la respiracion; hay
algunas evidencias de que el aceite mineral es en si toxicos para los

microorganismos en condiciones de agotamiento completo de oxigeno.

La técnica reduce la frecuencia de la transferencia y controla eficazmente los
acaros, es un método relativamente simple, ya que no es necesario un tratamiento
preliminar de los cultivos y no se requiere un aparato especial; los cultivos estan
siempre disponibles para la comparacion y se puede utilizar en repetidas
ocasiones para el trasplante, el método tiene la desventaja de que los tubos deben
ser almacenados en posicion vertical en todo momento, y los cultivos conservados
por este método para ser susceptibles a la contaminacion durante la preparacion y

el almacenamiento. °

2.7.2 CONSERVACION A MEDIANO PLAZO

2.7.21 Cultivos en arena o tierra

La técnica de preparacion de los cultivos del suelo se clasifican en dos
basicamente: a) la inoculacién con un pequeno volumen de suspension en suelo
seco, seguido de secado inmediato; b) el uso de grandes volumenes de indculos o
suelo humedecido seguido de incubacidn.

La primera de ellas, obviamente, no permite crecimiento y preservaria sélo los

conidios introducidos en el suelo y el segundo, al permitir el crecimiento, preserva
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las células de propagacién y el micelio al menos una generacion eliminando el
inoculo original.

Los medios de transporte, como el suelo de turba, CaCO3, CaHPO,, arena de mar,
arcilla y aserrin, se han sugerido para remplazar la tierra del jardin. La
comparacion de estos materiales como medios de almacenamiento generalmente
ha demostrado ya sea arcilla o arena para ser el mas satisfactorio.

Las ventajas del método de cultivo del suelo de conservacion se pueden resumir
de la siguiente manera: por lo general se incrementa a) la longevidad de los
cultivos sustancialmente, b) cambios morfologicos se reducen o se eliminan e c)
inéculo uniforme esta disponible durante largos periodos si se cuida bien en el
manejo de los cultivos. Sin embargo, es imposible para observar las
caracteristicas de crecimiento de los organismos o para detectar la contaminacién

sin recultivacion. °

2.7.2.2 Secado

Los métodos de secado se basan en la eliminacion de la mayor cantidad presente
en el medio en el que se colocan los microorganismos, las células que sobreviven

al proceso detienen su metabolismo, quedando en estado de latencia. ®

Los cultivos para secado se cultivan en medio solidos, los organismos no
productores de esporas se secan tan pronto al obtener un buen crecimiento y los
organismos con produccion de esporas se continuan incubando hasta producir

abundantes esporas.

Desde los primeros trabajos se han realizado las siguientes generalizaciones:

a) La desecacion lenta en el aire por lo general es menos deseable que la
desecacion rapida en el vacio o en un desecador sobre un agente quimico
absorbente de agua.

b) La presencia de materiales de proteccion y de diversas sustancias nutritivas

mejora el periodo de supervivencia.
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c) Laleche y el suero son quizas los mejores
d) Eltamafio de la muestra afecta la viabilidad
e) El secado de cultivos sobreviven por mas tiempo en refrigeracién que a

temperatura ambiente.

2.7.2.3 Secado de suspensiones o medios liquidos

Secado al aire simple de suspensiones de organismos en papel filtro, cuenta de
vidrio, hilo, cubres o cuadros de celofan y secado por medio de desecante
quimicos (P20s, H,SO4 y CaCly), se han investigado como métodos para extender
la longevidad de cultivos bacterianos.

Se ha utilizado el secado rapido por combinaciones de vacio y la desecacién
quimica sin una congelacion preliminar.

El método mas simple descrito se atribuye, sin referencia a Sordelli por San Juan-
Brookes y por Rodas. Un asa de siembra de células se emulsiona en suero en el
interior de un tubo estéril pequefio, este tubo es colocado dentro de un tubo mas
grande con un poco de P;0Os conectado a una bomba, sellado al vacio y

almacenada en la oscuridad a temperatura ambiente. °

Secado en papel filtro, en este método se emplea papel filtro altamente
absorbente (Whatman No. 3) la cual es impregnada con una solucién concentrada

de las células y se deja secar en condiciones estéril.

Secado con tierra, arena, silica gel. Las células pueden ser afadidas a sustancias
tales como tierra, arena o gel de silice para protegerlos durante el secado.
Microorganismos productores de esporas pueden conservarse durante largos

periodos utilizando este método '

2.7.3 CONSERVACION A LARGO PLAZO

Existen varios métodos, el de conservaciéon a largo plazo o de eleccion entre las

cuales estan los métodos de secado y la congelacion. Estos permiten detener el
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crecimiento de las células, y de esta manera retardar la aparicibn de nuevas
generaciones con lo cual se garantiza la estabilidad genética, lo que los hace los
métodos mas recomendados. Se emplea fundamentalmente cuando se desea
mantener las cepas por periodos de tiempo prolongados. 8

Los principales métodos de almacenamiento de los cultivos de los hongos son
ahora la liofilizacion y el almacenamiento a ultra baja temperaturas de nitrégeno
liquido, miles de aislamientos se conservan por estos métodos. *°

En la actualidad, ademas de la liofilizacion, la criopreservacion parece ser la mejor

técnica de conservacion disponible para hongos filamentosos. '

2.7.3.1 Congelacion

Es un método seguro y fiable para un mantenimiento a largo plazo de la mayoria

de especies de hongos, especialmente los que no se prestan a la liofilizacién 17

La congelacién consiste en guardar una suspensién de las células a una
temperatura por debajo de 0 °C, en estas condiciones su crecimiento se detiene
ya que no dispone de agua liquida. Los fenémenos fisicoquimicos que se
producen durante la congelacion pueden afectar la viabilidad celular, por lo que

resulta imprescindible trabajar con un agente crioprotector.

Los cuatro factores que influyen en la viabilidad y estabilidad de las células

conservadas por este método son los siguientes:

1. Edad de las células: En la mayoria de los casos conviene utilizar células
maduras del inicio de la fase estacionaria de la curva de crecimiento, pero cuando
se trate de organismos que presenten en su ciclo vital algun estado que les
prepare para la resistencia a condiciones adversas, es preferible alcanzar este
estado. Esto sucede en el caso de microorganismos que esporulan, en algunos

pleomorficos e incluso en algunos mas sencillos.
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2. Velocidad en la congelacién y descongelacion: Aunque hay programas de
congelacion bien estandarizados para determinados casos o circunstancias, en
general es mejor que las variaciones de la temperatura sean rapidas, tanto para la
congelacion como para la descongelacion, por lo que para descongelar conviene

poner las células a 37 °C.

3. Temperatura de almacenamiento: Debe ser lo mas baja posible, lo mejor es
guardar tubos cerrados o sellados, que contengan las células microbianas,
sumergidos en nitrégeno liquido, que tiene una temperatura de —195 °C, o bien en

la fase gaseosa del nitrégeno liquido, con una temperatura de —140 °C.

4. Empleo de agentes crioprotectores: Estas sustancias protegen del dano que se

pueda producir en las células microbianas en el momento de la congelacion. 18

El almacenamiento en nitrégeno liquido ha sido considerado como la mejor y mas
amplia aplicacién técnica de conservacion disponible para hongos filamentosos. '°
Se trata de un método seguro y en el mantenimiento de largo plazo de la mayoria
de especies de hongos, especialmente los no susceptible de liofilizacion, esta
técnica de almacenamiento parece superar a todos los demas en la capacidad de
preservar las caracteristicas gendémicas y fenotipicas y es, por lo tanto eficaz en la
mayor parte de la biodiversidad microbiana, tiene otras varias ventajas
importantes: proteccion contra la contaminaciéon y el ahorro de tiempo, trabajo y
espacio. %

Sin embargo, el nitrégeno liquido es muy caro, y el almacenamiento debe ser un
lugar ventilado, ya que la constante evaporacién del gas podria desplazar el aire y

asfixiar a los trabajadores. °

2.7.3.2 Liofilizacion

Técnicamente, la liofilizacién se puede definir como:
1. El enfriamiento de la muestra de liquido, seguido por la conversion de la
solucion de agua congelable en hielo; cristalizacion de solutos cristalizables y la
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formacion de una matriz amorfa que comprende solutos asociados con la
humedad no congelada.
2. La sublimacion del hielo al vacio.

3. "evaporacién" de agua de la matriz amorfa. '

Consiste en someter a sublimacion la soluciéon congelada donde se encuentran las
células a conservar. Para evitar que las células sufran algun tipo de dafio, se
requiere el agregado de un agente crioprotector, una vez liofilizadas se puede

almacenar a temperatura ambiente. ®

La principal ventaja de los cultivos liofilizados en ampollas selladas al vacio es que
puede almacenarse facilmente en un lugar pequefio, no requiere mantenimiento y
puede ser enviado sin requisitos especiales, por otra parte, los aislamientos estan
protegidos de la infeccién y la infestacidén. Hoy en dia, la liofilizacién es un método

comunmente utilizados para preservar esporulacion de hongos. 19

Una de las objeciones al proceso de liofilizado es la posible pérdida de ciertas
caracteristicas morfolégicas o respuesta fisioldgica. Sin embargo, las
investigaciones en otras han demostrado que la liofilizacion es recomendable para
el mantenimiento de las bacterias y virus en una determinada fase o estado de
virulencia, para mejorar la reproducibilidad de las curvas de ensayo, para la
normalizacion de los inoculantes de leguminosas comerciales, para el
mantenimiento de las caracteristicas fisioldgicas de los organismos durante
estudios nutricionales a largo plazo y para el mantenimiento de las capacidades
biosintéticas de organismos utilizados en la fabricacién de antibioticos, acidos y

butilenglicol.

Una segunda objecién es la posibilidad de contaminacion del personal, la
evidencia se ha obtenido que los microorganismos viables puede estar presente
en el vapor retirado de la suspensiones congeladas por la desecacion al vacio, un

gran numero de organismos son liberados en el medio ambiente circundante
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cuando las ampollas se abren. Este peligro puede evitarse rodeando el punto de

rotura de las ampollas con un algodén empapado de etanol al 70%. °

2.7.3.3 Criopreservacion

El termino criopreservacion se refiere a la preservacion de materiales bioldgicos a
temperaturas criogénicas, generalmente a -80 °C (hielo seco) 0 196 °C (nitrégeno
liquido). Baja temperatura protege las proteinas y la desnaturalizacion del ADN y
el dafo y ralentiza el movimiento del agua celular. La preservacién de las células a

-20 °C no se recomienda para la conservacion a largo plazo.

Conservacion a -80 °C es adecuado, pero a -196 °C se considera ideal porque las
posibilidades de mutaciones en el ADN son casi cero a esa temperatura. Durante
la criopreservacion, crioviales se pueden almacenar sumergidos en nitrdgeno
liquido (a -196 °C) o en su fase de vapor (-135 a -150 °C). %
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2.7 Crioprotectores (CPAs)

Una multitud de factores afectan la eficacia de la crioconservacion en
microorganismos, por ejemplo, la especie, la fase de crecimiento y tasa,
temperatura de incubacién, composicion del medio de crecimiento, pH,
osmolaridad y aireacién, contenido de agua de la célula, contenido de lipido y
composicién de las células, densidad de la congelacion, composicién del medio de
congelacién, velocidad del enfriamiento, temperatura del almacenamiento y
duracion del almacenamiento, velocidad de enfriamiento y recuperacién del medio.
Uno de las condiciones mas importantes es la composicién del medio que es

utilizado para suspender los organismos para la congelacién. 2

Se cree que la membrana celular es el sitio primario de la lesidon debido a la
concentracion de la solucion y efectos de cristales de hielo que ocurren durante el
enfriamiento. *

Es recomendable dejar la suspension microbiana en contacto con los CPAs
permeable por el tiempo que se requiere para equilibrar solutos intracelulares

antes de la congelacién. 2

Existen muchos compuestos que se pueden utilizar como crioprotectores: glicerol,
dimetilsulféxido (DSMO), leche descremada e hidratos de carbono (glucosa,
lactosa, sacarosa, inositol, etc.). La eleccion del mismo va a depender del tipo de

microorganismo a conservar.

Las soluciones de glicerol a una concentracién de 10% han demostrado ser util

para la criopreservacion de hongos. %

Perlas de poliestireno y los granos de ceramica porosa son empleados para la
crioconservacion de varias esporas de cultivo de hongo. Las perlas es un
aluminosilicato mineral volcanica que retiene grandes cantidades de agua que

pueda ser liberada segun sea necesario. %
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La preservacion de cultivos viables, puros y genéticamente estables son requisitos
imprescindibles en todo método de conservacibn para garantizar la
reproducibilidad de las investigaciones microbioldgicas basicas o aplicadas y en
las practicas de laboratorio de MG II.

La conservacion de cepas micoéticas por distintos métodos, ha sido una forma
efectiva y de gran ayuda para las industrias y laboratorios clinicos para mantener
sus cepas de referencia; un requisito esencial para el mantenimiento exitoso de
cepas de produccion es el sustento integro de sus propiedades importantes (por
ejemplo, produccién de antibidticos, enzimas y otros metabolitos), algunos de los
principales usos de estas cepas es para control de calidad microbiano de
productos, procesos, equipos, medios de cultivo, reactivos, entre otros.

En el Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de la U.M.I.E.Z F.E.S. Zaragoza
se utilizan cepas micoéticas para el desarrollo de microtécnicas; actualmente en el
Laboratorio no se cuenta con algun método de conservacion, por lo que el
propdsito de este proyecto es desarrollar un método de conservacién de cepas

micoticas acorde a las necesidades del laboratorio.

HIPOTESIS

Se espera establecer las condiciones 6ptimas del crioprotector, temperatura y de
viabilidad para hongos miceliales no patégenos, entonces se podra utilizar como

meétodo de conservacion en capilar a mediano plazo.
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OBJETIVOS

» Obijetivo general

Implementar un método de conservacién de cepas de hongos miceliales no

patégenos, mediante el método de crioconservacion en capilar.
» Obijetivo particular

¢ Montar la técnica de conservacion en capilar

e Conservar por congelacion las siguiente cepas: P. chrysogenum, A. flavus,
A. fumigatus, A. niger.

e Evaluar la viabilidad de las esporas a temperatura ambiente, 4 °Cy -20 °C
de las cepas, alos 0, 7, 15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias.

MATERIAL

Mechero Fisher

e Tubos de ensaye de 150 x 16 mm con tapa de rosca estéril. Pyrex

e Gradilla metalica

e Cajas Petri estériles. Pyrex

e Pipetas graduadas de 10 mL

e Asa micoldgica

e Jeringade 5 mL

e Pipetero. Powerpette JENCONS

e Camara de Neubauer

e Capilares estériles D.O. 1.40-1.60 mm vol. 80uL s/ heparina. LAUKA

e Algodon

e Lapiz punta diamante

e Puntas para micropipetas estériles. BioClean
e Probeta de 100 mL. Pyrex
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Matraz Erlenmeyer 100 mL. Pyrex
Cubreobjetos
Varilla de vidrio en forma de “V”

Portaobjetos

EQUIPO

Olla de presion. Presto 21 L

Refrigerador 4 °C. MABE TWIST AIR
Microscopio electronico. PRIMO STAR ZEISS
Balanza digital. Explorer PRO

Congelador a -20 °C. Tor Rey

MEDIOS DE CULTIVO

Agar Sabouraud BD BBL

REACTIVOS

Solucién salina inyectable 0.9% Laboratorio PISA

Leche descremada en polvo marca Svelty

Solucion Alcohol-Yodo. Lymphoprep AXIS-SHIELD PoC. AS
Glicerol al 10% en agua

Hipoclorito al 0.1%

Azul de algodon-lactofenol

CEPAS

P. chrysogenum
A. flavus
A. fumigatus

A. niger
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METODO

I. Resiembra de las cepas

a) De cepas de hongos miceliales ya aisladas e identificadas en tubos con
agar inclinado se les realizo la resiembra a un medio inclinado fresco con
agar Sabouraud.

b) Se realizé la resiembra por triplicado y fueron incubados a temperatura
ambiente hasta que presentara esporulacién abundante.

c) Una vez que los hongos se desarrollaron se reportd la morfologia

colonial y se les realiz6 la técnica de microcultivo para su identificacion.

[I.  Implementacion del método de conservacion
Ajuste de la carga de esporas mediante el conteo de propagulos en la camara de

Neubauer para cada cepa de hongo.

a) De los tubos inclinados incubados anteriormente cuya esporulacion ya
era abundante se le adiciond 1 mL de solucidn salina inyectable estéril
(0.9% Laboratorio PISA), se agité ligeramente el tubo para desprender
las esporas.

b) Se tomd una pequefia cantidad de la suspension con la ayuda de la
micropipeta para hacer el llenado en la camara de Neubauer y se realizd
el conteo de los propagulos por cuadrante con la ayuda del piano
contador de células.

c) Al final se sumaron los propagulos por cuadrante y el total (n) se ingresé

en la siguiente férmula.
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_ ()(10)(20)

N merodec lulas = 2

n =n merode prop gulosenlac mara
10 = volumen por cuadrante
20 = factor de diluci n
4 =n mero de cuadrantes contados

d) De esta forma se conocio el numero de propagulos por L, esta cantidad
deberia de ser superior a 2000 propagalos por pL.

e) Se repitié el procedimiento para cada una de las cepas.

[ll.  Estandarizacién de la carga micética en el tubo capilar

a) Se realizo la estandarizacion en la balanza analitica, se pesé 10 tubos
capilares secos y vacios uno por uno, y se obtuvo la media del peso de
los tubos capilares pesados.

b) Se marco con tinta indeleble cada tubo capilar en tres partes iguales, se
llend el tubo capilar a una tercera parte con agua destilada y se sell6 a la
flama por ambos extremos, después se volvio a pesar cada uno de los
tubos capilares en la balanza.

Este paso nos sirvio para saber aproximadamente el valor en pL de la carga de

esporas por tubo capilar.

IV.  Preparacion y esterilizaciéon de la leche descremada Svelty mediante calor

himedo.

a) Se preparo 50 mL de leche descremada al 15%, se agreg6 7.5 g de leche
descremada Svelty en polvo en un matraz Erlenmeyer y diluir en 42.5 mL

de agua destilada.
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b)

d)

VI

Se tapd el matraz con una torunda de algodon y se esterilizd el matraz por

calor humedo a 121 °C por 10 minutos a 15 Ib de presion.

Prueba de la leche descremada como crioprotector

Se tomd6 0.1 mL de la solucion ajustada con una Micropipeta (BioHit Proline)
que se coloco en un tubo de ensaye estéril con tapa de rosca.

Se adicion61.9 mL de la leche descremada estéril.

Después se llenaron 60 capilares estériles a su tercera parte de capacidad
cerca del mechero en una zona aséptica con la suspension del paso
anterior, se sell6 a la flama los tubos capilares por ambos extremos.

Se coloco 10 tubos capilares en un tubo de ensaye con tapa de rosca, se
tapd y se almaceno a temperatura ambiente, se coloco otros 10 tubos
capilares en otro tubo de ensaye estéril con tapa de rosca, se tapd y se
almacend a 4 °C y por ultimo se colocé 40 tubos capilares en otro tubo de
ensaye con tapa de rosca, se tapd y se almacend a congelacién a -20 °C.

Repetir este procedimiento para cada una de las cepas en estudio.

Prueba de conservacion a tres diferentes temperaturas (-20 °C, 4 °C y

temperatura ambiente)

a) Se conservo los tubos capilares de cada cepa de hongo a tres diferentes

temperaturas, como se especifica en el siguiente cuadro.
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Cuadro 1. Conservacion de Cepas

Aspergillus flavus Leche descremada Temperatura 10
ambiente

Leche descremada 4°C 10

Leche descremada -20 °C 40

Aspergillus Leche descremada Temperatura 10
fumigatus ambiente

Leche descremada 4°C 10

Leche descremada -20 °C 40

Aspergillus niger Leche descremada Temperatura 10
ambiente

Leche descremada 4°C 10

Leche descremada -20 °C 40

Penicillum Leche descremada Temperatura 10
chrysogenum ambiente

Leche descremada 4°C 10

Leche descremada -20 °C 40

VII.  Prueba de viabilidad al tiempo 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias.
La prueba de viabilidad al tiempo 0 se realizé el mismo dia en que se llend
y se sell6 los tubos capilares para corroborar la presencia de los
propagulos.

a. Se limpid los extremos del tubo capilar con una torunda impregnada de
solucioén alcohol-yodo. Lymphoprep AXIS-SHIELD PoC. AS
b. Se marcé los extremos del tubo capilar con un lapiz diamante y se rompio

por los extremos del tubo con unas pinzas.
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Se vacio su contenido en dos cajas de Petri diferentes con agar

Sabouraud, se incubd a temperatura ambiente.

. Se evaluo la morfologia colonial después de su crecimiento

Se realizdé nuevamente el microcultivo a los 180 dias, para observar que la

estructuras no se habian modificado.

Nota: se realizd este procedimiento para cada periodo de conservacion y para

cada una de las cepas de hongos en estudio.

VIII.

f)

Técnica tradicional microcultivo

En la base de una caja de Petri de 10 cm de diametro se coloco una varilla
de vidrio doblada en forma de “V” (caballete).

Sobre la varilla se colocé dos portaobjetos de 76 x 22 mm.

Se esterilizé el material durante 15 minutos a 15 libras de presion.

Se prepard una caja de Petri con agar Sabouraud aproximadamente 5 mm
de espesor.

Se cortd el medio en forma de circulos de 15 mm de diametro con la ayuda
de un tubo de ensaye flameado.

Se coloco dos circulos del medio de cultivo en el portaobjeto de la caja de
Petri.

Se inoculd en cada uno de los lados del fragmento de media una pequena
porcion del hongo a estudiar.

Se coloco el segundo portaobjeto sobre el medio inoculado.

Se le adicion6 a la caja 10 mL de agua glicerinada al 10%, teniendo
cuidado de no mojar el cultivo.

Se incubd en la oscuridad durante 7 a 15 dias a 25 °C.

Se quitod el agua glicerinada con la ayuda de una jeringa y se le adicion6 10
mL de cloro al 0.1%

Se retird el cubreobjetos y se colocd sobre un portaobjeto limpio en el que
previamente se ha depositado una gota de azul de algodon.
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m) Se retird y se desechd el fragmento de medio de cultivo del portaobjetos, se
depositd una gota de azul de algodon en el centro y se colocd un
cubreobjetos nuevo.

n) En caso de querer conservar la preparacion durante largo tiempo, se sellan
los bordes de los cubreobjetos con barniz de ufias transparente o con

resina.
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RESULTADOS

En este apartado se presentan los resultados obtenidos durante la parte practica
del proyecto, al inicio se encuentra el disefio del micrométodo de conservacién
implementado en el laboratorio. En la tabla 2, 3, 4 y 5 se registran los resultados
obtenidos de la prueba de viabilidad realizada a cada una de las cuatro cepas
durante 180 dias de conservacion a -20 °C, 4 °C y temperatura ambiente, seguida

de las fotografias tomadas de la técnica de microcultivo de cada cepa.

Fotografia 1. A la izquierda, tubos capilares mas las esporas con el crioprotector
sellado a la flama y a la derecha tubos capilares almacenados en tubo con tapa de
rosca etiquetada para su almacenamiento.
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Cuadro 2. Viabilidad de A. flavus

Temperatura Congelacion
ambiente -20 °C

- N

- +

- + +

- +

I BN

(+) Crecimiento, (-) sin crecimiento

Cuadro 3. Viabilidad de A. niger

Temperatura Congelacion
P S

+ + +

+ + +

- + +

(+) Crecimiento, (-) sin crecimiento
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Cuadro 4. Viabilidad de A. fumigatus

Temperatura Congelacion
ambiente - -20 °C
R .
+ +

+

BN "

' N

(+) Crecimiento, (-) sin crecimiento

Cuadro 5. Viabilidad de P. chrysogenum

Temperatura Congelacion
P T
+ +

+

B "

+

(+) Crecimiento, (-) sin crecimiento
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Observaciéon microscopica

Cuadro 6. Microcultivo realizadas de cada cepa vista al microscopio a 40X con
azul de algodon a los 180 dias

A. niger

A.fumigatus

A. flavus P.chrysogenum
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Figura 1. A. flavus viabilidad al tiempo cero

Figura 1.1. Viabilidad a los 180 dias de A. flavus, capilar en refrigeracién en agar

Sabouraud

Figura 1.2 Viabilidad a los 180 dias de A. flavus, capilar en congelacién en agar
sabouraud
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Figura 2. A. niger. Viabilidad al tiempo cero

Figura 2.1. Viabilidad a los 180 dias de A. niger, capilar en refrigeracion en agar

Sabouraud

Figura 2.2. Viabilidad a los 180 dias de A. niger, capilar en congelaciéon en agar
Sabouraud
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Figura 3.1. Viabilidad de A. fumigatus a los 180 dias, capilar a temperatura

ambiente en agar Sabouraud

Figura 3.2. Viabilidad de A. fumigatus a los 180 dias, capilar en refrigeraciéon en

agar Sabouraud

Figura 3.3. Viabilidad de A. fumigatus a los 180 dias, capilar en congelacion en
agar Sabouraud
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Figura 4. P. chrysogenum. Viabilidad al tiempo cero

Figura 4.1. Viabilidad de P. chrysogenum a los 180 dias, capilar en refrigeracion

en agar Sabouraud

Figura 4.2. Viabilidad de P. chrysogenum a los 180 dias, capilar en congelacion en

agar Sabouraud.
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ANALISIS DE RESULTADOS

En este apartado analizaremos los resultados obtenidos del microcultivo y de la

viabilidad asi como la morfologia macroscopica de cada una de las cepas.
Prueba de viabilidad

La prueba de viabilidad se realizé durante 180 dias de conservacién a tres
diferentes temperaturas a cada una de las cepas vaciando directamente el

contenido de cada capilar en cajas de Petri con agar Sabouraud.

La viabilidad al tiempo cero, que se realiza el mismo dia que se sellan los
capilares, estas crecidé ya que los progapulos estaban presentes, se realizé para
corroborar la presencia de las esporas en la suspensién ademas de realizar su
conteo en la camara de Neubauer para establecer la cantidad de propagulos

presente.

Para A. flavus la temperatura a la que mejor se conserva es la de congelacién ya
que a los 180 dias en ambas cajas inoculdas el hongo se encuentra viable sin
cambio en su morfologia macroscépica y microscopica. En cuanto a la
temperatura de refrigeracion la viabilidad fue decayendo, a partir de los 90 dias de
evaluacion en ninguna de las dos cajas sembradas crecié el hongo, se siguio
evaluando el hongo a los 120 y 150 dias lo cual hubo crecimiento en una de las
dos cajas sembradas, sin embrago a los 180 dias de conservacion no hay
crecimiento. En la de temperatura ambiente dejo de crecer a los 7 dias después
de su sellado en capilar, la evaluacion se continu6 a los 15 y a los 30 dias para
confirmar su viabilidad, con lo cual ninguna de estas cajas sembradas volvié a

crecer.

En cuanto A. niger los capilares a temperatura ambiente empez6 a variar la
viabilidad a partir de los 60 dias y ya para los 90 dias dej6 de crecer, se siguid
evaluando la viabilidad en los dias posteriores parar corroborar la misma. Los de

temperatura de refrigeracion tuvo un buen crecimiento solo que al final en la ultima
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evaluacion (180 dias) dejo de crecer el hongo, la de temperatura de congelacion
en los 180 dias de su evaluacion de la viabilidad estas seguian viables sin cambio
alguno. En cuanto a A. fumigatus tanto para la temperatura de refrigeracion y
congelacion siguié creciendo hasta los 180 dias de su evaluacion de la viabilidad
sin cambio en su morfologia, la de temperatura ambiente empezé a variar la
viabilidad a partir de los 15 dias después de su sellado, esta se siguidé evaluando

en los dias posteriores y ya para los 180 dias esta seguia viable.

En tanto para P. chysogenum a los 120 dias la de congelacién y refrigeracion
estuvieron viables, ya en los 150 dias la de congelacién dej6 de crecer unas de las
caja en donde fue sembrado lo cual nos indicaba variacion en su viabilidad, a los
180 dias seguian viable ambas temperaturas. La de temperatura ambiente dejo de
crecer a los 90 dias y se sigui6é evaluando a los 120 dias posteriores lo cual ya no
presento crecimiento, esto es debido a que los propagulos al estar a temperatura
ambiente favorece un metabolismo activo dentro del capilar y el crioprotector
proporciona los nutrientes necesarios para su desarrollo, con el paso del tiempo se
termina los nutrientes y la viabilidad de los propagulos empiezan a decaer por lo
que al momento de sembrarlas en agar dichos propagulos ya estan muertas y por

lo tanto ya no hay crecimiento.

Unos de los factores que afecta a la vibilidad es la temperatura, la de congelacion
afecta a nuestras células durante la congelacion por la formacién de cristales de
hielo que provoca la ruptura de la membrana y la muerte de la células, de ahi que
es indispensable trabajar con un agente crioprotector, que en este caso fue

nuestro leche descremada.

Otro factor importante es la osmolaridad, la concentracion del crioprotector es de
suma importancia, por la cantidad de solutos presentes en la misma, asi generar

un equilibrio de solutos intracelulares y evitar la muerte de las células.

El tiempo de almacenamiento es otro factor que afecta a la viabilidad de las
células, a pesar de que las de temperatura de congelacion y/o refrigeracion las
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células tengan un metabolismo mas lento eso no implica que sigan

desarrollandose y por lo tanto su muerte celular.

Observacion microscopica

Después de realizar el microcultivo se observaron las estructuras fungicas que no
estuvieran dafadas después del almacenamiento. Para el A. niger la formacion de
conidias en un extremo es abundante, al punto que las vesiculas se encuentran
ocultas por densos agregados de conidias negras, vesicula redonda de donde
nace alrededor en un angulo de caso 360° las fidlides, en tanto para la
observacion de A. fumigatus cabezas aspergilares con fidlides que so6lo ocupan la

parte superior de la vesicula y las conidias son incoloras.

Los conidiéforos para A. flavus son largos, las fidlides se originan de todo el
perimetro de la superficie de la vesicula Las conidias son esféricas y forman
cadenas relativamente largas. P. chrisogenum presenta conidiéforos redondos
triverticilados (fialides que nacen desde métulas), ramificado al final con métulas y

fidlides en forma cilindrica, donde nacen conidios subglobosos.
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CONCLUSION

Para el primer objetivo particular, se montoé la técnica de conservacion en capilar
empleando leche descremada al 15% como agente crioprotector lo cual fue todo

un éxito.

Con relacién al segundo objetivo particular, después de probar varias
temperaturas se determin6é que el mejor método de conservacion para las cepas
P. chrysogenum, A. flavus, A. fumigatus y A. niger fue la de congelacion a -20 °C
en comparacion con las otras temperaturas ya que a esta temperatura la viabilidad

prevalecié hasta los 180 dias de la evaluacion.

Para el tercer objetivo se evalud la viabilidad de las esporas por el periodo

establecido de 180 dias, de acuerdo a la temperatura almacenamiento.

De acuerdo a los resultados obtenidos la temperatura de congelacion resultd ser el
mejor método de almacenamiento para nuestras esporas de A. flavus, A.
fumigatus y A. niger ya que de los dias evaluados estos siguieron viables a
excepcion de P.chrysogenum que solo fue viable a los 150 dias y como segunda
alternativa la temperatura de refrigeracion esta mantiene viable a las esporas.
Ademas de que nuestro método de conservacion ahorra material, es sencillo y

requiere poco espacio de almacenamiento.

PROPUESTAS

e Realizar el método para otras especies de hongos

e Continuar evaluando la viabilidad de las cepas conservadas en congelacion
a -20 °C cada tres meses para determinar el tiempo maximo de

conservacion de los hongos.
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ANEXO

Microscopio 6ptico

Funciona con una fuente de luminosa eléctrica cuyos rayos iluminan y atraviesan
el preparado desde abajo. EI microscopio 6ptico o microscopio de luz tiene un
limite de resolucion de aproximadamente 0.3 um (en la practica un aumento de
alrededor de 1000 veces) con lo cual puede identificarse bien células y bacterias.
El limite de resolucion depende de la longitud de la luz, los érdenes de magnitud
habituales de la microscopia optica oscilan entre unos pocos milimetros y algunos

micrémetros.

Un microscopio Optico en esencia esta compuesto por una fuente luminosa
incorporada en el pie del microscopio, cuya luz atraviesa el preparado y el sistema
de lentes del microscopio, un sistema de lentes condensador, una platina sobre la
cual se coloca el material observar; objetivos (en la mayoria de los casos tres o
cuatro, ubicados en un dispositivo que rota para colocarlos uno a la vez en el paso
de los rayos) y un ocular, el ocular esta en la parte superior del microscopio, por

donde se mira, el aumento de este es en la mayoria es de 10x.?’
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Camara de Neubauer

Se trata del clasico hemocitdmetro que se utiliza en el laboratorio de analisis
clinico para realizar recuento de la serie blanca y roja de la sangre. Sobre la
camara se coloca un cubreobjetos y se carga una gota de la suspension celular en
el borde del cubreobjetos. La suspension entra en la camara de recuento por
capilaridad bajo el cubreobjetos. La suspension sobrante cae en los canales
excavado en la camara que estan a lado de las camaras de recuento. En cada
camara de recuento existe un reticulo grabado en el vidrio que contiene una
cuadricula de recuento con dos tipo de cuadros de los cuales, en cultivo celulares
se utilizan los mas grandes para contar células nucleadas, los mas pequefos se
utilizan en hematologia para contar glébulos rojos.

Para conocer la concentracién de células en suspension se cuentan las que hay
en los 16 cuadrados de cada una de las cuatro cuadriculas. Conociendo las
dimensiones de cada uno de los cuadrados (0.25 mm de lado) y la profundidad de
la camara de recuento (0.1 mm) se sabe que el volumen de muestra por cada 16
cuadrados es de 0.1 pl. Asi siendo “n” el numero de células total en los 64

cuadrados contados, la concentracion celular de la muestra seria: 28

N° de celulas _ n
mm3 "~ 4%1000

La camara de Neubauer cuya distancia entre el cubreobjetos y la base de la
cuadricula es de 0,1 mm. La cuadricula es un cuadrado de 3 mm de lado, divididos
a su vez en 16 cuadrados de 0,25 mm de lado. El cuadro central se divide en 400
cuadrados pequeiios de 0,05 mm de lado. El volumen total de la camara de
Neubauer es de 0,9 mm® = 0,9 uL, y el volumen de cada uno de los nueves

cuadrados de 1mm de lado es de 0,1 mm*=0,1 pl.
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Microcultivo

Cultivo en portaobjetos

Es una técnica de gran utilizad para el estudio de los Hyphomycetes y algunos

Oomycetes, se puede emplear para:

l.
Il.
[1.
V.
V.
VI.

Identificacion taxondmica de hongos

Estudios de ontogenia de los conidios

Obtencién de material para microfotografias y micrografia electronica
Elaboracion de preparaciones permanentes utiles en la ensefianza
Como apoyo para identificaciones diferenciales

Como control para las cepas de colecciones de hongos

Los medios de cultivo y tiempos de incubacién son variables, dependiendo del

hongo por procesar y los que se persiguen al realizar la técnica. En general puede

decirse que los medios de cultivo mas empleados son: agar papa dextrosa, agar

Borelli, agar Sabouraud simple, extracto de malta y medio de Czapek; el tiempo de

incubacion normalmente es de 7 a 15 dias y la temperatura habitual es de 25 °C.

Técnica tradicional

1.

En la base de una caja de Petri de 10 cm de diametro se coloca una varilla
de vidrio doblada en forma de “V” (caballete).
Sobre la varilla se fija un portaobjetos de 76 x 22 mm, se deposita en la

misma caja un cubreobjetos de 22 x 22 mm.

3. Se esteriliza el material durante 15 minutos a 15 libras de presion.

4. Se prepara una caja de Petri con el medio seleccionado de

aproximadamente 5 mm de espesor.

Se corta el medio en cuadros de 10 mm por lado con ayuda de un bisturi
estéril.

Se coloca un cuadro del medio de cultivo en el centro del portaobjetos de la
caja de Petri.

Se inocula en cada uno de los lados del fragmento del medio de cultivo una
pequena porcién del hongo a estudiar.
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8. Se coloca el cubreobjeto sobre el medio inoculado.

9. Se adiciona a la caja 10 mL de agua glicerinada al 10%, teniendo cuidado
de no mojar el cultivo.

10.Se incuba en la oscuridad durante 7 a 15 dias a 25 °C.

11.Se retira el cubreobjetos y se coloca sobre un portaobjeto limpio en el que
previamente se ha depositado una gota de azul de algodon.

12.Se retira y desecha el fragmento de medio de cultivo del portaobjetos, se
deposita una gota de azul de algoddn en el centro y se coloca un
cubreobjetos nuevo.

13.En caso de querer conservar la preparacién durante largo tiempo, se sellan

los bordes de los cubreobjetos con barniz de uia transparente o con resina.
30
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Tincidn con azul de algodon de lactofenol

Es util para realizar el examen directo de cultivos ya que es una técnica rapida que
permite visualizar perfectamente las estructuras fungicas. La técnica consiste en
depositar una gota de colorante sobre un portaobjeto y sobre ella colocar un
fragmento pequefios del cultivo a estudiar, dilacerandolo perfectamente para
poder una buena observacion, se coloca un cubreobjetos sobre la preparacién y

se procede a la conservacion de la misma.

Esta técnica de coloracion se puede aplicar a los microcultivos, en los cuales solo
sera necesario aplicar una gota del colorante entre el porta y el cubreobjetos con
el hongo. Con esta técnica también se puede tefir preparaciones para
conservacion a largo plazo, para esto es necesario sellar los bordes de la

preparacion con barniz de ufias transparente. >’

Formula del colorante:

e Acido Léctico 20 g

e Glicerina40g

e Fenol en cristales 20 g

e Azul de algodon (1%) 2 ml
e Agua destilada 20 ml *
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