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Introduccion

Los microorganismos son células de vida independiente, que sustentan la vida
de las plantas y de los animales y fueron los primeros en la evolucion, en
particular las cianobacterias fueron los primeros autoétrofos que produjeron el
dioxigeno en la Tierra y los responsables de la aparicion del oxigeno en la
atmosfera (Svenning et al., 2005). Debido a sus tamafos, diversos habitats y
versatilidad han sido muy utilizados para la produccién de compuestos
quimicos, ellos sintetizan una gran variedad de compuestos que incluyen desde
los azucares mas simples, aminoacidos y acidos grasos hasta los mas
complejos antibidticos y pigmentos, asi como otros productos microbianos
(Neidleman, 1989; Manteca et al., 2006).

Las paredes celulares son estructuras que estan presentes en los diferentes
grupos taxonémicos microbianos de las bacterias, los hongos filamentosos, las
levaduras, y las microalgas, tienen composiciones especificas de cada grupo y
aunque le confieren rigidez y proteccién a las células constituyen una limitante
para la manipulacion de los mismos con fines biotecnolégicos y en la
naturaleza la frecuencia de aparicion de células desnudas es muy baja, sin
embargo pueden lograrse en condiciones de laboratorios (Blackhall, et al.,
1994).

Las células desnudas microbianas se conocen como protoplastos, este término
fue asignado por primera vez por Hainstein en 1980 refiriéndose a la unidad de
protoplasma que se encuentra dentro de una sola célula (Evans et al., 1981)
aunque para los vegetales que son los otros organismos vivientes con células
cubiertas por paredes, también se les definen como estructuras osmaéticamente
sensibles (Vallin, 1982).

Los protoplastos son células desprovistas totalmente de las paredes celulares y
son esferoplastos cuando la pérdida es sélo parcial, se obtienen de los
organismos que pertenecen a los reinos: Monera, Fungi, y Plantae,
representantes a su vez de los dominios Eubacteria y Eucariota. Para cada
organismo particular se establece un protocolo de induccion con ajustes del
tiempo de exposicion a las enzimas liticas, osmolitos empleados para
garantizar la sobrevivencia de las células desnudas y técnicas de
determinacion de la viabilidad celular con colorantes vitales, lo cual aun se
utiliza con bastante frecuencia aunque la tendencia actual es al uso de los
fluorocromos y la microscopia de epifluorescencia, también la microscopia
confocal. (Jones y Senft, 1985)

El aislamiento de los protoplastos microbianos y su utilizacion para la obtencién
de fusantes heterocariontes, para el mejoramiento de cepas con determinado
interés industrial o su uso como herramientas para estudios fisiolégicos,
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biofisicos, bioquimicos y genéticos ha sido parte de las investigaciones de las
ultimas décadas. La importancia de la induccién y el aislamiento de los
protoplastos ha precisado la necesidad del desarrollo de técnicas que
combinen el uso de enzimas de la clase 3 (hidrolasas), cuya actividad catalitica
sea especifica de los enlaces quimicos presentes en los polimeros de las
paredes celulares, asi como el establecimiento de las condiciones osmaticas,
del ph 6ptimo y el tiempo de exposicion a los agentes liticos. Debido a que es
generalmente necesaria la liberacion de las paredes celulares por medios
enzimaticos existe un gran numero de enzimas elaboradas comercialmente, las
mas utilizadas para la degradacion de las paredes de hongos filamentosos y de
levaduras son las procedentes de la bacteria Cytophaga y del coctel de
enzimas que se obtiene del hepatopancreas del caracol Helix pomatia,
comercializadas por la firma Merck, también se han realizado ensayos en
levaduras con enzimas de Zachrysia guanensis (Vallin,1982) y nuevas
celulasas Spezyme y la celobiasa Novozyme (Meijuan et al, 2006).

Algunos investigadores prefieren obtener cocteles liticos lo que requiere del
cultivo bajo condiciones controladas de laboratorio para garantizar la
produccién de las proteinas con actividad catalitica, ademas del proceso de
aislamiento y de purificacién, pero generalmente son mezclas de hidrolasas
con nucleasas, proteasas, y lipasas en bajos contenidos que afectan la
viabilidad de los protoplastos, las hidrolasas comerciales mas utilizadas son las
celulasas (EC 3.2.1.4) y las muramidasas ( EC 3.2.1.17), también se utilizan
crudos enzimaticos y preparaciones purificadas de las enzimas comerciales.

En el presente trabajo se caracterizan los efectos de los acidos organicos en la
morfologia y viabilidad de microorganismos de diferente complejidad celular:
procariotas como son las bacterias y las cianobacterias, y en eucariotas:
levaduras, hongos filamentosos y microalgas., se establecen las metodologias
para la induccion de los protoplastos y su regeneracion.

PROBLEMA CIENTIFICO

En la obtencion de protoplastos para el mejoramiento de cepas y cultivos en
Biotecnologia, el método enzimatico es el mas utilizado, sin embargo, su
eficiencia para la obtencion de protoplastos viables generalmente es baja y las
enzimas hidroliticas (celulasas, lisozimas y otros cocteles comerciales)
utilizadas son mezclas, acompanadas por otras enzimas: nucleasas, proteasas
y lipasas, que limitan el éxito en el proceso de obtencion de protoplastos
viables por los efectos deletéreos, asi como por la recalcitrancia para su
regeneracion.
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HIPOTESIS

Si los acidos organicos actuan sobre las paredes celulares de forma similar a
las enzimas, entonces inducen protoplastos viables y regenerables.

Objetivo General

Establecerla metodologia para la obtencién de protoplastos viables en
microorganismos de los dominios Eubacteria y Eukarya.

Objetivos Especificos

= Establecer las metodologias para obtener protoplastos en las bacterias
Escherichia coli,Bacillus subtilis y Bacillus megaterium, en las
cianobacterias Anabaena PCC7120 sp, Nodularia sp yy Aphanizomenon
ovalisporum; en los hongos filamentosos Aspergillus niger y Aspergillus
oryzae, en las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis, y
en la microalga Scnedesmus sp.

» Determinar la viabilidad de los protoplastos obtenidos de bacterias,
levaduras y hongos filamentosos mediante técnicas de microscopia
optica.

= Determinar la viabilidad de los protoplastos obtenidos de cianobacterias
mediante técnicas de epifluorescencia.

» Evaluar la regeneracion de los protoplastos obtenidos con acidos
organicos.
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Importancia del trabajo
Aporte tedrico

= Permitira el conocimiento de los efectos de los acidos organicos sobre
las paredes celulares de los microorganismos seleccionados. Se
brindara informacion de las condiciones osméticas, los tiempos de
exposicion y de las caracteristicas de los protoplastos obtenidos en
cuanto a dimensiones, viabilidad, recuentos en el tiempo, iniciacién de la
regeneracion de las paredes celulares y ocurrencia de divisiones
celulares.

Aporte practico

= Se desarrolla una metodologia que permite obtener protoplastos viables
aplicable en Biotecnologia, en condiciones osmaoticas convenientes por
un método no enzimatico.

» Constituye un nuevo método de obtener células sin paredes en
organismos de diferente complejidad: células procariotas y eucariotas.

» La informacién ofrecida sienta las bases para elaborar metodologias de
obtencién de protoplastos en otros organismos similares a los
estudiados tanto en microorganismos heterétrofos como autétrofos.

Novedad

= Se obtienen protoplastos con acidos organicos en organismos de
diferente complejidad, representantes de dos dominios del mundo vivo:
Eubacteria y Eucarya.

» Se obtienen esferoplastos y protoplastos en Aphanizomenonovalisporun,
lo que ofrece la posibilidad de estudios de expresién de genes, no
realizados aun en este organismo.
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Capitulo 1. Revision bibliogréfica

1.1. Los microorganismos. Caracteristicas generales e importancia.
1.1.1. Las bacterias y sus paredes celulares.

1.1.2. Las cianobacterias y sus paredes celulares.

1.1.3. Los hongos.

1.1.3.1. Los hongos filamentosos Paredes celulares

1.1.3.2. Las Levaduras. Paredes celulares

1.1.4. Las microalgas. Paredes celulares.

1.2. Los protoplastos. Caracteristicas generales.

1.2.1. Metodologia para la obtencion de protoplastos metabolicamente
competentes.

1.2.2. Lisozima

1.2.3. Los acidos organicos.

1.2.4. Caracteristicas de los acidos organicos
1.2.4.1. Acido férmico.

1.2.4.2. Acido Tanico.

1.2.4.3. Acido acético.

1.3. Regeneracion de los protoplastos
1.1. Los microorganismos. Caracteristicas generales e importancia.

Los microorganismos realizan transformaciones bioquimicas que no pueden
llevar a cabo ni las plantas ni los animales por lo que juegan un papel
determinante de la vida en la biosfera, como es la utilizacion del nitrégeno
atmosférico (Rai y Bergman, 2002), la biodegradacion de sustancias complejas
que llegan a los suelos y los productos de sus fermentaciones (Siqueia, 1994;
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Silva et al., 2004), por medio de bioconversiones son capaces de producir
metabolitos primarios y secundarios de interés para el hombre como son las
enzimas, poliésidos capsulares, aminoacidos, antibidticos, vitaminas,
nucledtidos puricos y pirimidicos, disolventes, e inclusive biomasa; los
denominados ideolitos o0 metabolitos secundarios no son necesarios para el
crecimiento microbiano (Neidleman,1989).

También son capaces producir sustancias que afectan la salud del hombre, las
plantas y los animales y tales actividades perjudiciales para esos organismos
son para ellos una garantia de supervivencia pues son medios nutritivos
completos que de forma natural le ofrecen sus fuentes de carbono y nitrégeno,
de manera que ha sido necesario estudiarlos para utilizarlos, mejorarlos o
eliminarlos.

Es muy amplio el campo de estudio de los microorganismos y la mayoria
presenta una cubierta protectora, rigida, muy bien ensamblada por diferentes
biomoléculas , que es la pared celular, sin la cual son fragiles osmoéticamente,
por lo que se hace necesaria la disrupcién de sus polimeros naturales para
acceder al interior celular y transferir la informacion genética , para liberar los
productos de interés, o para seguir las rutas metabdlicas y conocer sus puntos
de regulacién, cruciales para obtener los productos o para impedir la
replicacion de su material genético, limitando asi su crecimiento, pero es
conocido que con soélo eliminar las paredes celulares parcial o totalmente
guedan expuestas al choque osmatico, si lo que interesa es lisarlas, pero si es
necesario utilizarlas mejoradas se debe impedir la lisis, se enfrenta entonces el
investigador a una muy dificil tarea que es conservarlas viables hasta que
regeneren sus paredes celulares.

1.1.1 Las bacterias y sus paredes celulares.

Pertenecen al Reino Monera del dominio Eubacteria, son células microcopicas,
procarioticas, algunas fotosintetizadoras clasificandose unas como
heterétrofas y otras autédtrofas, con dimensiones de 1-10 micras de longitud y
hasta 5 micras de diametro.

Las bacterias poseen paredes celulares para resistir la presion interna o
presion de turgencia de hasta 2 atmdsferas debido a la presencia de solutos
disueltos en el interior célular, a la vez que les dan forma y rigidez.

Se diferencian en dos grandes grupos: bacterias Gram positivas y bacterias
Gram negativas segun la respuesta a la tincion diferencial denominada tincién
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de Gram, presentando diferencias en la morfologia y composiciéon, pero
estructuralmente presentan el peptidoglicano o mureina , capa que da la rigidez
y que esta formada por finas laminas de derivados de azucares: N-
acetilglucosamina y acido muramico y los aminoacidos L-Alanina, D-Alanina, D-
Glutdmico y Lisina o DAP(acido diaminopimélico) que juntos forman el
tetrapéptido de glicano, que puede presentar lisina o DAP, y no se presentan
las aminoacidos ramificados, azufrados, aromaticos, arginina, prolina ni la
histidina (Madigan, 2004).

La estructura basica es una lamina donde los aminoacidos forman enlaces
peptidicos y los azucares por enlaces glucosidicos y aunque fuertes se
entrecruzan para conferir la rigidez caracteristica variando el numero de
enlaces en dependencia de la especie, en las Gram negativas es entre el grupo
amino del diaminopimélico y el grupo carboxilo terminal de la D-Alanina, en las
Gram positivas se forman puentes interpeptidicos entre varios aminoacidos , en
Staphylococcus aureus cada puente estd formado por cinco moléculas de
glicina.En las Gram positivas el 90 % de la pared es de peptidoglicano y
presenta acidos teicoicos, en las Gram negativas, solo un 10%, presentando
membranas externas.

Las células bacterianas pueden perder sus paredes por la accion de diferentes
agentes liticos, como la lisozima (EC 3.2.1.17) una enzima muramidasa que
actua sobre el peptidoglicano a nivel de los enlaces 3-1,4glucosidicos (Figura
1), lo que debilita la pared y expone a la célula a lisis por entrada de agua, ello
se evita pues aunque pierda la pared si las condiciones osmaéticas son
adecuadas, se logra que las células desnudas sobrevivan como protoplastos o
como esferoplastos, estas ultimas son las que conservan restos de paredes
pero también pueden lisarse.

Otros procariotas como Micoplasma y Thermoplasma son protoplastos
naturales que sobreviven por sus fuertes membranas debido a la presencia de
esteroles o porque su habitat es el interior del cuerpo humano en el caso de los
infecciosos. Algunas bacterias Archea tienen un pseudopeptidoglicano donde
esta presente el acido N-acetiltalosaminuroénico y enlaces glicosidicos (-1,3.
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i 81— drlinked p-glucose units

Figura 1. Representacion del enlace B1-4. Tomado de Principles of
Biochemistry, Cox et al, 2005.

1.1.2. Las cianobacterias y sus paredes celulares.

Las cianobacterias son un grupo antiguo de microorganismos cuya existencia
data aproximadamente de unos 3,500 millones de afios segun (Schopf. 1993;
Golubic, 1999; Schopf, 2000; Svenning. Et al, 2005).

Las cianobacterias pertenecen al Reino Monera de la Division Cyanophyta
Clase Cyanophyceae, poseen las mismas caracteristicas enunciadas para las
células procaridticas pero a diferencia de las bacterias verdaderas pueden
medir hasta 60 micras de longitud, presentan membranas internas llamadas
laminillas fotosintetizadoras (lo que las hace autétrofas) dispuestas en un
complejo multilaminar homologable a los tilacoides de los cloroplastos y son las
responsables de realizar el metabolismo fotosintético ya que poseen toda la
maquinaria necesaria para hacerlo, poseen clorofila, pigmentos fotosintéticos
accesorios, factores ATP sintetasa y en general todo el complejo enzimatico
(Loreto y Morales,2003), poseen sélo una forma de clorofila, la clorofila a (lo
que se considera que gran importancia en la clasificacion filogenética) y todas
poseen pigmentos biliprotéicos como las ficobilinas entre las que se encuentra
la ficocianina, que participan como pigmentos accesorios en la fotosintesis y
son responsables del color azuloso caracteristico de la mayoria de las
bacterias, una de las lineas filogenéticas principales del dominio bacteria y al
parecer tienen un parentesco lejano con las bacterias Gram positivas (Madigan,
2004). Son un grupo grande y diverso de procariontes gramnegativos que
llevan a cabo fotosintesis oxigénica y al igual que las plantas, las
cianobacterias poseen dos fotosistemas, FSI y FSII (Castenholz, 2001).

El citoplasma con dos zonas: el centroplasma incolora, con material nuclear en
forma de granulos y el cromatoplasma: zona periférica pigmentada con
pigmentos asimiladores (clorofila a, carotenoides, ficocianina (azul) y ficoeritrina
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c (rojo) en laminillas submicroscopicas de actividad fotosintética. Como
producto de reserva tienen un polisacarido semejante al glucégeno animal
(almidon de cianoficeas) y proteinas.Pueden ser unicelulares o agrupados
no filamentosos y filamentosos (simples, con falsa ramificacion y con
ramificacion verdadera). La reproduccionesvegetativa por fision binaria,
fragmentacion, hormogonios y hormocistes y por esporas: acinetos,
endosporas y exosporas. En las agrupaciones filamentosas puede existir una
célula particular, el heterociste, que es de mayor tamano, sin pigmentos, con
paredes gruesas con dos nédulos en los puntos por los cuales se unen a las
otras células de la agrupacion y basandose en caracteristicas genéticas, segun
la segunda edicidon del Manual Sistematico de Bergey (Castenholz, 2001),
también se dividen a las cianobacterias en cinco sub-secciones.

Los heterocistes se asocian a la fijacién de nitrégeno, mediante el complejo de
la enzima nitrogenasa, soélo presente en estos organismos y en bacterias de los
géneros Rhizobium y Azotobacter (Mazur por y Plinski, 2003), esta enzima es
inactivada por la presencia del oxigeno, y el nitrégeno atmosférico lo reduce a
iones amonio. Los heterocistes tienen discutida intervencion en la reproduccion
por actuar como puntos de fragilidad lo que contribuye a la multiplicacion de la
agrupaciéon y ademas tienen valor diagndstico (posicion, numero), (Huang, Fan
et al., 2004).

En cuanto al habitat e importancia: son mayormente acuaticas en un amplio
rango de salinidad y temperatura y estan presentes en agua dulce, sobre suelo,
rocas y partes vegetales humedas en forma de manchas incrustadas o como
almohadillas viscosas verde azulosas, olivaceas, pardas o casi negras. Algunas
pueden formar, en épocas del afo con temperatura favorable, una capa
superficial de diversos colores conocida como flores de agua; como ejemplo
esta Microcystisaeruginosa que libera al medio sustancias téxicas que pueden
causar la muerte de los peces. Algunas viven en aguas termales (hasta 80°c),
en desiertos y lugares helados. Otras especies forman asociaciones
simbidticas con raices de plantas vasculares (Bryophytas, Cycas y Azolla
(helecho acuatico) y hongos (liquenes), asi como también contribuyen a la
formaciéon de arrecifes coralinos segregando carbonatos de calcio y de
magnesio. Participan como fijadoras del nitrogeno libre lo que incrementa la
produccion en campos de arroz y otros cultivos (Willmotte y Herdman, 2001).

Dentro de este grupo se pueden encontrar una gran diversidad de formas entre
ellas: unicelulares como Gleocapsa, filamentosas ramificadas (Stigonema), no
ramificadas (Oscillatoria), con heterocistes que son células vegetativas
diferenciadas que se encuentran regularmente a lo largo de un filamento o en
un extremo del mismo. Por ejemplo: el género Anabaena que posee
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heterocistes presenta una relacién simbidtica importante con el helecho
acuatico Azolla, facilitandole a este ultimo la captacion de nitrogeno (Kaplan et
al.,, 1986) En cuanto a su membrana plasmatica es importante anotar la
presencia de acidos grasos con dos o mas enlaces dobles en la cadena
hidrocarbonada a diferencia de los demas procariontes que poseen acidos
grasos saturados. A su vez las cianobacterias, en especial las especies
planctonicas, se caracterizan por poseer vesiculas de gas en su citoplasma que
son las encargadas de mantener el organismo en flotacion para ubicarse en la
zona de maxima iluminacion (Rippka et al., 1988). Han desarrollado diferentes
sistemas, asi algunas poblaciones como Gleothece separan ambos procesos
llevando a cabo la fotosintesis durante el dia y la fijacion denitrégeno durante la
noche (Millineaux et al, 1981; Flores y Herrera, 1994 y Costa, 2004).
Trichodesmium lleva a cabo la fijacion de nitrégeno en un subconjunto de
células en elfilamento (Lin et al., 1998; Costa, 2004). Por ultimo, para poder
realizar ambos procesossimultdneamente, algunas cianobacterias aislan el
proceso de fijacion del nitrégeno en una célula especializada conocida como
heterociste (Nostoc y Anabaena). Esta célula modificada se diferencia
estructural y fisiolégicamente del resto de las células por ser una célula carente
del fotosistema Il y una pared celular adicional para impedir la entrada del
oxigeno.

La importancia ecologica y evolutiva de estos organismos radica en la
capacidad de generar oxigeno formado durante el proceso fotosintético, esto
confirma que especies ancestrales similares a ellas fueron los primeros
organismos fototroficos responsables de generar la atmadsfera primitiva en el
planeta. (Kaplan, Richmond, Dubinsky y Aronson, 1986) Ademas generan
materia organica para otros organismos, son de utilidad econéomica en suelos
donde se cultiva arroz, ya que al incorporar el nitrégeno atmosférico en
compuestos utilizables por estas plantas, se evita la utilizacion de fertilizantes,
se mejora la calidad del suelo y se incrementa el rendimiento agricola, también
entre ellas hay mas de 46 especies son tdxicas, como Anabaena,
Aphanizomenun ovalisporun y Nodularia (Sivonen y Jones, 1998).

En cuanto a su pared celular no contiene celulosa pero es muy resistente
debido a la presencia de polisacaridos unidos a polipéptidos. Ademas secretan
una sustancia mucilaginosa que les confiere la defensa contra predadores ya
que puede ser toxica. Por otra parte une grupos de células formando filamentos
dando lugar a las cianobacterias filamentosas. La pared celular posee dos
capas: la interna es la mas cercana al protoplasto y la externa formada por
compuestos pécticos y de aspecto mucilaginoso,puede existir una envoltura o
vaina mucilaginosa segregada por la célula, de grosor variable, estratificada o

10
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lisa y coloreada o no. Las cianobacterias pueden formar blooms, en el Mar
Baltico es frecuente que ocurra en verano siendo la principal Nodularia
spumigena (Horstman 1975 y Niemi 1979; Larsson et al., 1985; Kahru et al.,
1994). Junto a Nodularia spp. Aparece Aphanizomenon spp. (Kononen & Niemi
1984).y es precisamente N. Spumigena la que produce la cianotoxina
nodularina (Rinehart et al., 1988; Sivonen et al., 1989; Codd et al., 1999; Mazur
y Plinski, 2003), que es una hepatotoxina (Fujiki, 1989).

La obtencion de esferoplastos y protoplastos en las cianobacterias se ha
realizado fundamentalmente en diferentes especies de Anabaena, resulta de
interés para facilitar los estudios de las cianotoxinas, precisamente por las
caracteristicas de las cubiertas celulares de estas bacterias muy gruesas, la
tarea se dificulta y se logra dafar las paredes celulares con la enzima
hidrolitica lisozima (EC 3.2.1.17); algunas especies de los géneros Nodularia y
Anabaena han sido tratadas con lisozima 1,5mg mi” y los resultados son
esferoplastos mayormente, aunque la eficiencia generalmente es menor de un
50%, de todas formas el éxito de los tratamientos enzimaticos depende de la
metodologia aplicada para lograr el proceso de induccion de las células con las
paredes debilitadas o ausentes, se emplean con frecuencia métodos de
disrupcién que utilizan el ultrasonido, bolas de vidrio y otras, de esa forma se
destruyen también las estructuras celulares liberandose entonces los
compuestos que tienen diferentes actividades entre las que son mas
estudiadas las toxinas.

Anabaena: este género es uno de los mas estudiados, su genoma esta
secuenciado y esta reportado como un modelo para el estudio de la formacion
de heterocistes y de aquinetos, cuando hay poco nitrégeno en el medio, una de
cada 10 células se diferencia en heterociste, este tipo de célula suministra a las
vecinas con el nitrogeno fijado y reciben a cambio los productos de la
fotosintesis, son funciones separadas pues el oxigeno inhibe a la fijacion al
hacer a la enzima nitrogenasa inestable (Rippka, 1988).Las células carecen de
nucleo y de otras estructuras celulares. Actualmente se puede fotografiar y
rastrear el curso de la absorcion de nutrientes a escala nanométrica con un
espectrometro de masas de alta resolucion, nanosims, lo que permite ir
esclareciendo como pueden "fijar" o absorber el nitrogeno atmosférico y el
carbono.

Nodularia: aparece frecuentemente en el Mar Baltico formando “blooms”,
registrados desde finales del siglo XIX, (Horstman, 1975; Niemi,1979),crece en
condiciones neutrales o ligeramente alcalinas, aguas cdlidas con bajos
contenidos de fosforo y nitrégeno, generalmente aparece junto a
Aphanizomenun ovalysporun, produce la cianotoxina nodularina, hepatoxina
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que puede causar cancer de higado (Ohta et al., 1994, Fujiki et al.,1996,
Ouahid, 2008), requiere hierro para su crecimiento para la sintesis de acido 6
amino levulinico, precursor de la clorofila, también el hierro es cofactor de las
enzimas nitrogenasa y nitrato reductasa, asi como en las peroxidasas y las
catalasas que contienen hierro (lll), (Stryer, 1997).

1.1.3. Los hongos

Los hongos forman tres grandes grupos: hongos filamentosos (conocidos
también como mohos), levaduras y setas, se clasifican en Ascomicetos,
Basidiomicetos, Zigomicetos, Oomicetos y Deuteromicetos, siendo los géneros
clave: Penicillium, Aspergillus, Saccharomyces y Candida (Brock, 2004) por su
importancia para la sociedad tanto desde el punto de vista industrial como de la
salud.

1.1.3.1. Los hongos filamentosos. Paredes celulares.

Los hongos pertenecen al Reino Fungi, constituyen un grupo amplio de
organismos quimioorganotrofos, de pocos requerimientos nutricionales, con
paredes celulares y esporas, crecen en diferentes ambientes, sobre la materia
organica, mineralizan el carbono organico, parasitan a las plantas, y a los
animales, incluido el hombre. Crecen en condiciones de ph bajos, para algunos
extremadamente acidos y temperaturas de 25-36° C hasta 62° C, (Pelczar,
1966; Reed, 1982; Litchfield, 1989; Brock, 2004).

Los hongos crecen por extension celular, sus flamentos se denominan hifas y
constituyen el micelio a partir del cual se forman esporas o conidios
(asexuales), también pueden presentar esporas sexuales resistentes a la
desecaciéon. Los hongos tienen enzimas que les permiten degradar sustratos
naturales de composicion celulésica como telas, maderas y papeles, por medio
de enzimas celulasas (EC 3.2.1.4) y otros complejos con actividades hidrolasas
(Walsh, 1979, Smith et al.,2000) que se utilizan en la produccion de
antibidticos, acidos organicos, aminoacidos y diferentes procesos fermentativos
de interés biotecnoldgico como la produccion de acidos organicos: acido citrico,
lactico, glucdnico, fumarico, malico, en particular el &acido citrico es
ampliamente usado en bebidas y alimentos, resaltante de sabores, promotor de
accion detergente, quelante de metales y antioxidante, por procesos de
fermentacion con los hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium,
Paelomyces, Mucor y Ustilina, en los cuales de forma natural se produce en el
ciclo de los acidos tricarboxilicos (de Krebs) como un intermediario formado del
acetil-Coa y el oxalacetatopor inhibicion al extraer iones hierro para bloquear el
paso a cis-aconitato (Reed, 1982; Randolph y Hardy, 1989).
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Las paredes celulares estan compuestas mayormente de quitina (polimero de

N-acetil-D-glucosamina), de cadenas no ramificadas de residuos p1-4, (figura
2), muy parecida a la celulosa con iguales enlaces, pero con diferencias en el
reemplazo del grupo hidroxilo en el carbono 2 por un grupo acetamido, es
insoluble, forma microfribillas (Wissenlingh, 1998), también pueden estar
presentes mananos, galactanos o quitosan, los polisacaridos en un 80-90% y
los lipidos, los polifosfatos e iones inorganicos forman una matriz cementante,
pocos presentan celulosa , la composicién es util para la clasificacion y para las
aplicaciones biotecnoldgicas.

En la familia Aspergillaceae también estan presentes la glucosa, la manosa y la
galactosa; desde 1965 se conocen las paredes celulares de A. Niger, que
contiene un compuesto denominado nigerano (polimero de glucosa que
alterna enlaces a 1-3 y 1-4 y otro polimero de glucosa ligado solo por enlaces
1-3).

Las esporas son de composicion similar con mas proteinas y menos
hesoxosaminas, con espiculas cristalinas de péptidos que son compuestos
ciclicos de aminoacidos y de hidroxiacidos. (Durban et al., 2004).

(l'il-,
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Figura 2. Un corto segmento de quitina, un homopolimero de unidades de N-

acetil-D-glucosamina con enlace F==14  Tomado de Principles  of
Biochemistry (Cox et al., 2005).

1.1.3.2. Las Levaduras. Paredes celulares

Son organismos eucariotas que pertenecen al Reino Fungi, en particular al
grupo Deuteromicetos, las del género Candida (Margulis y Schwartz,1988),sin
embargo Saccharomyces es un Ascomiceto; ya desde 1839 Schwan y Cagniar-
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Latour habian demostrado que las levaduras eran unicelulares y Meyer las
denominé “hongos azucarados” del latin Saccharomyces (Surema vy
Morles,1998). Se reproducen por gemacion que puede alternarse con la simple
escision, habitan sobre el suelo, materias organica de origen vegetal, se aislan
facilmente de las superficie de las frutas, del suelo y de otras partes de las
plantas, también pueden encontrarse en productos animales; son unicelulares,
de formas esféricas, ovoides o elipsoides, mas alargadas o mas ensanchadas
de 1-9 micras de ancho y de 2 a mas de 20 micras de longitud, la temperatura
optima de crecimiento para la mayoria es de 20-30 °C, tolerando un amplio
rango de ph (2,2-8,00) dependiendo de las especies y razas; pueden crecer
con una amplia variedad de sustratos carbonados y nitrogenados
monosacaridos, disacaridos y trisacaridos, polioles, etanoles y acidos
organicos, polisacaridos y raramente las pectinas, galactosa, xilosa; acidos:
acético, acetoacético, fumarico,malico, lactico, piruvico y succinico. Aunque
utilizan monosacaridos, disacaridos trisacaridos y polisacaridos mayormente
degradan al almidén soluble y a la inulina, y raramente utilizan la celulosa.
Presentan colonias de diversas formas texturas y bordes: lisas, arrugadas,
planas, elevadas, de margen entero, irregular o velloso, consistencia pastosa,
que se espesa Yy seca al envejecer y pueden pigmentarse (Hakala, 2004), los
procesos metabdlicos que presentan pueden ser aerobios y anaerobios
(Lehninger, 1989; Magar, 2005).

Sus células son ricas en vitaminas hidrosolubles: tiamina, riboflavina, acido
nicotinico, piridoxina, acido pantoténico, acido fdlico, biotina, acido
paraminobenzoico e inositol, variando la proporcion entre Saccharomyces
cerevisiae y Candida utilis , caracterizacién que se debe a Pelczar en 1966.

Saccharomyces cerevisiae fue el primer organismo eucarionte del cual se
reportd la secuencia nucleotidica de su genoma en 1996 (Bolivar,2004) y es
utilizada en la fabricacion de cervezas, ron, vinos y otras fermentaciones de
zumos de frutas, para la industria del pan, la producciéon de enzimas invertasas,
glucoamilasas, diferentes glucosoimerasas, quesos, salsa de soja,
condimentos a base de aminoacidos (Litchfield,1989; Tahoun et al.,2002),
tratamiento de cueros y produccién de etanol, esta ultima es la mas conocida
de sus aplicaciones, pero también en estudios moleculares y celulares,
fundamentalmente relacionados con procesos patolégicos en humanos, como
cancer (Magar et al,2005), como hospedero para la sintesis de proteinas
extrafias incluyendo la interleukina-2, y ha sido ensayado clinicamente en el
tratamiento del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y en el cancer
(Neidleman,1989). Algunos estudios con S.cerevisiae y también con S.boulardii
han reportado sus usos como agentes bioterapeuticos, (probidticos) para el
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tratamiento de colitis y diarreas causadas por bacterias, para ello han utilizado
células viables de levaduras que mejoran la resistencia del ecosistema
intestinal a la infeccion bacteriana. De esa forma se pueden mejorar y hasta
curar enfermedades gastrointestinales (Kopp-Hoolihan, 2001; Nivien et al.,
2007). Ya en el 2003 Akyol et al. Estudiaron el efecto antibidtico de las
levaduras en la pancreatitis necrotizante, también en ese ano Garcia et al.,
utilizaron cepas de Lactobacillus con S.boulardii para tratar las diarreas
persistentes de los nifios, y otros estudios se refieren a disminuir algunos
efectos del envejecimiento en la microflora del intestino (Hebuterne, 2003), las
levaduras se utilizan con esos fines fundamentalmente por sus altos contenidos
de vitaminas del complejo B (Vargas y Maraz, 2002). Con el objetivo de obtener
cepas mejores para los ensayos de actividades probidticas los métodos
tradicionales genéticos utilizados han sido los de la mutagénesis, sin embargo
los problemas de la aneuploidia, poliploidia y diploidia de las cepas de uso
industrial no han permitido éxitos con las técnicas de recombinacion y ha sido
necesario acudir a la transformacion genética y a la fusion de protoplastos
(Nivien et.al., 2007).

Candida utilis: comunmente conocida como levadura torula que a veces se ha
denominado Torulopsis utilis, fue utilizada el siglo pasado para la produccion de
proteina celular de los azucares procedentes de las maderas (Litchfield,1989),
es el mejor ejemplo de capacidad amplia para asimilar sustratos carbonados
diferentes como galactosa y la xilosa, también acidos organicos, por lo que es
muy apreciada para forraje, para suplemento de la alimentaciéon animal y
humana a partir de materiales de desechos vegetales, desechos del licor del
sulfito de la industria del papel, hidrocarburos y quesos para producir grasas y
enzimas (Dzuiba et al., 2002),También por su capacidad fermentativa es muy
empleada en la formacidén de hibridos somaticos con Saccharomyces. Y con
Pichia (Selebane, 1993, Dzuiba et.al., 2002).

Salkowski caracterizd las paredes celulares de las levaduras en 1894,
denominando acrocelulosa, a un material insoluble, que quimicamente es un
carbohidrato. Durante 40 a 50 afos de estudios, se utilizaron alcalis diluidos y
métodos similares a los realizados con las bacterias (Norticote y Horne, 1963)

Por este medio se obtuvo el material homogéneo de las paredes celulares, los
polisacaridos solubles como por ejemplo el glucégeno que procede de las
partes internas de la célula y no de la pared (Northcote, 1963; Bishop, Blanck y
Gardner, 1960).Luego se establecieron varios polimeros aislados
primariamente por extraccion alcalina, estando presentes glucanos, mananos y
proteinas, y un por ciento muy bajo de quitina, lo cual es discutible, pero desde
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la década de 1950 se considera que un 30 % es de glucanos, 30% de
mananos, 2% de nitrogeno como proteinas, 8% de lipidos y un 3% de cenizas.

En Saccharomyces se ha encontrado glucosamina y en los productos de la
hidrdlisis acida, amino azucares (1-3 %) en base a peso seco y por Rayos X se
obtuvieron patrones de quitina, pero es una quitina con un grado diferente de
polimerizacion (Martin et al., 2004; Andalis et al., 2004).

El examen de los productos de la hidrdlisis parcial acida de los glucanos de las
levaduras panaderas segun Peat, Whelan y Edwards, en 1958 confirmé la
presencia de enlaces 1-6 y de 1-3. Los polisacaridos remanentes son un
residuo de la extraccidon alcalina de las células completas purificadas por el
tratamiento con acido acético cuando es esterilizado a 135° C por una hora
con acetato 0,02 mol L-1, a pH 7,0.y son parcialmente hidrolizados con acido
formico.

En 1937-1941 se hicieron las primeras investigaciones sobre los mananos y su
estructura por Heath y Peat, Haworth, Hirst, y Isherwood. En 1961Peat et al. ,
esterilizaron células completas a 135 ° C y pH7,00,en solucién acuosa
bufferada , con la hidrdlisis acida parcial y el aislamiento de los oligosacaridos
mostraron la relativa estabilidad acida del enlace glucosidico en orden 1-6,1-
2,1-3, por lo que los estudios anteriores permitieron arribar a la propuesta de la
estructura, que sugiere que el manano en la pared de Saccharomyces
cerevisiae no difiere muy fundamentalemente de otras levaduras; en S. Rouxii
ha sido estudiada por (Charlson y Perlin, 1956; Gorin y Perlin, 1957), los que
mostraron evidencias de la presencia de enlaces 1-3, parece que es una
estructura del esqueleto de residuos de mananoiranosa enlazados 1-6 con
cortas cadenas laterales de residuos 1-2 o 1-3. El estudio de Candidaalbicans
por Bishop et al., en 1960 no muestra evidencias del enlace 1-3.

También se han determinado complejos proteina polisacaridos, donde el
contenido de nitrogeno varia con la edad del cultivo y con la especie en
particular (Eddy, 1958; Kuhle, 2005)). Cuando el cultivo es joven contienen un
0,4% y se eleva hasta 1,4 -1,5 % en los mas viejos.

La composicidon de las paredes varia entre diferentes levaduras, pero es
frecuente la presencia de glucanos, mananos y quitina en diferentes
proporciones, mostradas por estudios quimicos y por los patrones de difraccion
de rayos X, gracias a ellos se conoce la composicidon de las paredes de
Schizosaccharomyces sp., Nadsonia fulrescens, Rhodotorula glutinis,
Sporobolomyces roseus, Endomyces decipiens, Eremascus fertilis,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii, Candida utilis y

16



Método no enzimatico de induccidn de protoplastos microbianos

otros.(Roger y Perkins, 1968; Lehman et al.,1998; Mathews et al., 2000;
Andalis et al., 2004, Abd El-Khalek et al., 2006).

1.1.4. Las microalgas. Paredes celulares.

Son organismos eucarioticos, aerobicos, fotoautétrofos y unicelulares (Smith,
1987), con fotosistemas | y Il organizadas en cloroplastos , sus procesos vitales
requieren agua dioxido de carbono sustancias inorganicas como Ny P y luz, la
fotosintesis es su principal modo de obtencion de la energia para el
metabolismo (Biggins, 1981; Azevedo,1994; Moraes,1999) su origen se
remonta a aproximadamente 3,5 billones de afios, han sido descubiertas en
fosiles de rocas sedimentarias al noroeste de Australia, son organismos
pioneros de la Tierra, los primeros productores de materia organica y de la
liberacion del oxigeno (Shelef y Soeder, 1980; Becker, 1994; Rovaniemi, 2004).

Las paredes celulares de las algas varian considerablemente en estructura y
composicion, presentan fibras de celulosa con otros polisacaridos como
xilanos, pectinas, mananos, acido fuccinico y acido alginico, se puede
depositar el carbonato calcico y también la quitina aumentando la rigidez, las
euglenoides no tienen paredes celulares, en las diatomeas las paredes son de
silicio mas proteinas y polisacaridos, sus paredes presentan poros que
permiten el paso de sustancias de baja masa molecular: agua, iones
inorganicos , gases y nutrientes, por lo que en ellas la fagocitosis no es posible
(Sander, 1981; Brock, 2004).

El espesor de las paredes celulares varia segun la edad y tipo de la célula,
generalmente, las células joévenes tienen paredes mas delgadas que las
completamente desarrolladas, pero en algunas células la membrana aumenta
poco de espesor después que la misma ha dejado de crecer. Sean delgadas o
gruesas, las paredes son de estructura compleja, pudiendo a menudo
reconocerse la presencia de capas de distinta composicion quimica y
estructura. La presencia de una pared celulésica rigida en organismos
unicelulares y flagelados es suficiente para clasificarlas entre las algas, lo cual
es arbitrario pues muchos flagelados fotosintetizadores no poseen pared
celuldsica (Biosintesis de la pared; sitio Web).

Los xilanos son polimeros donde los residuos f-D-xilosilos estan unidos por
enlaces g (1-3) y # (1-4), son parcialmente ramificados. En las especies con
paredes de xilano existe una estructura en forma de capas con orientacién de
las microfibrillas y contienen mayormente polimeros lineales.
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El grupo Scnedesmus es uno de los mas importantes de la familia
Scnedesmaceae formado por especies presentes en aguas dulces y calidas,
importantes pues ofrecen nutrientes para uso en la acuicultura por lo que es
necesaria cultivarlas “in vitro”, que con protoplastos viables se logra un
complemento de las técnicas convencionales , se pueden realizar experimentos
de fusion, pueden ser una opcién para la transferencia de caracteristicas de las
especies salvajes a las cultivadas haciendo posible el flujo genético entre
especies lo que elimina las barreras de la hibridacién sexual interespecifica
(Neidleman,1989; Aptk y Behrens, 1999). Algunas algas contienen minerales
en sus paredes, ejemplo la silicona en conchas de las diatomeas, también en
algunas algas pardas y verdes (Chlorella, Scenedesmus, etc.). Otro
componente es el calcio que aparece en forma de incrustraciones en especies
tropicales de aguas marinas, se deposita como carbonato de calcio en dos
estados cristalinos: calcita (algas rojas y Charophyceae) y argonita (algas
verdes como Acetabularia, etc.). En las algas las funciones de la pared celular
se basan en: proteger a la célula, servir de comunicacion con células del mismo
u otro tipo; ser permeables a los metabolitos y reguladores y determinar el
tamarnio y la forma celular (Cell walls of algae; sitio Web; Shelef y Soeder, 1980;
Abo-Shady, 1992).

1.2. Los protoplastos. Caracteristicas generales.

En 1880 Hainstein denomindé protoplasto a la unidad de protoplasma que se
encuentra dentro de una sola célula (Evans, 1981). Weibull en 1953 los definid
como la estructura osmoticamente sensible obtenida luego de aislar la pared
celular (Vallin, 1982). Un protoplasto es una célula vegetal esférica,
osmoticamente sensible, sin su pared celular pero reteniendo intacta la
membrana celular, (Smith et al., 2000). La definiciones que reportan la literatura
se refieren esencialmente a células vegetales y se utiliza el nombre de
esferoplastos para los microorganismos cuando no se han eliminado totalmente
la paredes celulares (Williamson, 1975; Frobisher, 1976; Pelczar, 1982;
Biggins, 1981; Abo et al.,1992; Blackhall, Davey, Power, 1994;Rai,
1997;Durban, 2004); cuando quedan restos de paredes unidas a las
membranas pero la célula esta protegida osmoticamente son esferoplastos, es
incorrecto usar el término protoplasto por esferoplasto (Madigan, 2004).

Los protoplastos y esferoplastos obtenidos de diferentes organismos,
procariotas o eucariotas son células que mantienen sus funciones en un medio
osmoticamente protector, y si las caracteristicas de la semipermeabilidad y
semiselectividad de sus membranas se conservan al no dejar pasar al interior
colorantes como el Azul de Evans, se dice que son competentes, y deben
regenerar sus paredes celulares cuando cese la accién de los agentes liticos,
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asi también durante el proceso de regeneracion deben dar lugar a células
como las originales de donde se obtuvieron.

La importancia de los esferoplastos y de los protoplastos que en las bacterias
se pueden obtener cuando son tratadas con enzimas liticas especificas para
los componentes de sus paredes celulares y en medios ricos en sacarosa en
concentraciones de hasta 20% (p: v) es que se convierten en células facilmente
manipulables aunque son muy fragiles. Estos protoplastos son potencialmente
activos biolégicamente por lo que también juegan un papel central en los
estudios sobre las respuestas celulares al medio circundante; a través de los
protoplastos se pueden conocer detalles del crecimiento y de los procesos
metabdlicos, por lo que han sido caracterizados ampliamente en levaduras,
hongos filamentosos, cianobacterias y microalgas (Magar, 2005; Mayer, 2005;
Shiba, 2007).

Las aplicaciones de los protoplastos se pueden resumir de la siguiente forma:

1) Biologia: procesos de transporte, morfogénesis, division celular,
mutagénesis, seleccion, transformacion genética, introduccion-absorcion de
proteinas y DNA exdégeno, procesos de programacion de células para
competencia metabdlica, proteinas transmembrana, estudios biosintéticos de
la membrana plasmatica, de la propia pared, asilamiento de ribosomas,
estudios de estrés a nivel celular y procesos de diferenciacion.

2) Biotecnologia: son una herramienta fundamental para la obtencién y
seleccion de cepas mejoradas, estudios de resistencia a antibidticos, analisis
parasexual en hongos filamentosos, sistemas de regeneracion, reconocimiento
de la superficie celular, para estudios fisioldgicos, para el mejoramiento de las
cepasde interés industrial en la obtencion de bioproductos.

En Fitopatologia se utilizan para estudiar la etiologia de los virus, procesos
infectivos y replicacion; la especificidad y modo de actuacion de hongos y
bacterias patdégenas, la evaluacion de toxinas, la obtencion y seleccion de
clones resistentes a diversos patdgenos y productos fitosanitarios para la
mejora genética, la produccion de antibidticos semisintéticos, con los
protoplastos de hongos filamentosos y de actinomicetos, hay evaluaciones de
los protoplastos bacterianos como biosensores, y para el estudio de la
biosintesis de la pared en Saccharomyces cerevisisae (Pardo,2006).
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1.2.1. Metodologia para la obtencion de protoplastos metabdlicamente
competentes.

Se utilizan técnicas de ruptura celular suaves como en la lisis celular en los
eritrocitos, por 6smosis, digestion enzimatica, solubilidad quimica, autolisis, y
solubilizacion parcial (Chavez, 2007). Preferiblemente se emplean las enzimas
por la especificidad de accion para los diferentes enlaces quimicos que forman
los polisacaridos de las paredes celulares, son enzimas de la Clase 3,
denominadas hidrolasas y particularmente son B-glucanasas (EC 3.2.1. ),
donde solo varia el numero inequivoco, coincidiendo la clase, la subclase y la
sub-sub-clase (Walsh, 1989 ; Cox, 2005).

La obtencion de protoplastos se hizo por primera vez en células vegetales por
métodos mecanicos (Klercker, 1892), y en 1970 se comienzan a utilizar las
enzimas exitosamente (Cocking, 1970), las mas utilizadas son las celulasas
(EC 3.2.1.4) Onozuka:S,2S,3S,4S,R-10,P-1, los cocteles de enzimas liticas, de
B-glucosidasas, Driselasa de Basidiomycetes sp., y mezclas de diferentes
enzimas que también son aplicadas a las microalgas por la presencia de la
celulosa.Desde mediados del siglo pasado se reportan estudios con
protoplastos microbianos: Eddy y Williamson (1957) fueron los primeros en
estudiar la formacion de protoplastos en Saccharomyces cerevisiae con
enzimas del molusco Helix pomatia, también se han empleado otras enzimas
denominadas helicasas (Maraz, 1977; Deak y Nork, 1970; Housset et al.,1975,
Labealt et al.,1972; De Vries y Wessels, 1973;Yamamoto et al., 1975), con
diferentes estabilizadores osmoticos y el uso de los compuestos mercaptos
(Vallin,1989). Se reporto el uso de la enzima lisozima en una especie marina de
Pseudomonas utilizando sacarosa concentrada para garantizar una
osmoticidad favorable y también se han obtenido protoplastos a partir del
hongo filamentoso Fusiarum culmorun (Frobisher, 1969). En 1982 Vallin et al.
investigaron la formacion de protoplastos en dos cepas mutantes auxotroficas
de la levadura Candida tropicalis con la enzima del caracol Zachrysia
guanensis casianea mercaptoetanol. Otros trabajos importantes son los de
Kichachiro Ogawa, Anne Brown y Thomas Word (1986) con mutantes de color
de Trichoderma reesei QM 9414 para la obtencidén de heterocariones mejores
productores de celulasas mediante la hibridacion intraespécifica de las cepas.
Cotaro, Kimura, Takaski, Yaguchi y Shoji Usami en 1986 lograron cepas
mejores productoras de acido citrico a partir de Aspergillus niger via fusién de
protoplastos (Sarduy, 1988).

En los diferentes protocolos de obtencidon de protoplastos en bacterias,
cianobacterias y hongos filamentosos se emplea la lisozima (EC 3.2.1.17) en
concentraciones desde 0,01-2% con diferentes osmoticos siendo mas
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frecuentemente usada la sacarosa, ademas: manitol, sorbitol, y en algunos
casos cloruro de sodio o de potasio, acompafados de estabilizadores de la
membrana celular, como el cloruro de calcio; en microalgas.

Ademas de la lisozima se hacen combinaciones con celulasas y otras
hidrolasas, asi por ejemplo Yamada y Sakaguchi en 1981 con Chlorella
utilizaron celulasa Onozuka R-10, Macerozima R-10, Pectinasa y hemicelulasa
de A. niger, quitinasa, driselasa y celulisina asicomo sorbitol/manitol (1:1).
Reportes previos describen procedimientos diferentes para el aislamiento y
cultivo de los protoplastos pero siempre partiendo de -cultivos axénicos
(Lederbeg, 1957; Watnabe, 1960; Millonig, 1963 Kessler et al., 1963; Nagata y
Takebe, 1970; Atkinson, 1972; Bhattacharya, 1973; Berliner, 1977; Spiller,
1980; Yamada y Skaguhi, 1981; Redford, 1987; Seikimoto, 1992; Siqueira,
1994; Mayer, 2005; Hou-liang, 2005; Mountfourt, 2006; Shiba, 2007).

En la década del 90 hubo tendencias a utilizar nuevas técnicas para la
transferencia de la informacién genética para mejorar cepas productoras de
diversos productos ya que en la practica los tradicionales métodos de
recombinacion genética en microorganismos de interés industrial no dieron el
éxito esperado (Buzanello et al., 1999; Nieven, 2007). La transformacién y los
procedimientos de fusion de protoplastos son mas ventajosas, en particular la
fusidon de protoplastos permite la expresién de los caracteres recombinados sin
los fendmenos de aneuploidia, poliploidia y diploidia, pero todavia se presentan
dificultades con la eficiencia para el aislamiento y la purificacion de los
protoplastos y con las enzimas utilizadas, pues generalmente son extractos
crudos de diferentes origenes: fungico como las celulasas de Trichoderma
reseii, y de Aspergillus niger, bacteriano (Cytophaga), de caracoles Helix
pomatia, Zachrysia guanensis; y las pectinasas ricas en actividades
poligalactouronidasas o las celulasas con hemicelulasas, f-1,4 que
generalmente estan acompanadas de otras hidrolasas que pueden afectar a la
viabilidad celular.

Los protoplastos son producidos a partir de suspensiones celulares,
frecuentemente durante la fase de crecimiento logaritmica del ciclo celular
(William y Eriksson, 1973, Dixon y Gonzalez, 1985), en general siempre se
tiene en consideracion la pureza de la enzima, la relacion entre la lisozima y la
celulasa, la produccion de protoplastos y su viabilidad. Los protoplastos se
cultivan en un medio liquido nutriente, de composicion similar al medio de
cultivo requerido pero con la adiciéon de un estabilizador osmaético para prevenir
que estallen. Durante el cultivo hasta un 90% de los protoplastos aislados de
diferentes células sufren un rapido e inmediato proceso de desdiferenciacion e
inician al mismo tiempo la sintesis de las nuevas paredes.
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La obtencion de esferoplastos y protoplastos en las cianobacterias se ha
realizado fundamentalmente en diferentes especies de Anabaena (Abo-Shady
et al., 1992; Rai y Bergmann, 2002), para facilitar entre otros los estudios de las
cianotoxinas, y precisamente por las caracteristicas de las cubiertas celulares
de estas bacterias que son muy gruesas, la tarea se dificulta y solo se logra
danar las paredes celulares con la enzima hidrolitica lisozima (EC 3.2.1.17);
algunas especies de los géneros Nodularia y Anabaena han sido tratadas con
lisozima 1,5mg mL™" y los resultados son esferoplastos mayormente, aunque la
eficiencia generalmente es menor de un 50%, de todas formas el éxito de los
tratamientos enzimaticos depende de la metodologia aplicada para lograr el
proceso de induccidn de las células con las paredes debilitadas o ausentes, se
emplean con frecuencia métodos de disrupcion que utilizan el ultrasonido,
bolas de vidrio y otras, de esa forma se destruyen también las estructuras
celulares liberandose entonces los compuestos que tienen diferentes
actividades entre las que son mas estudiadas las toxinas (Ouahid, 2008).

La obtencién de los protoplastos microbianos se realiza en varios pasos que en
general son:

1) El crecimiento hasta la fase logaritmica o hasta la fase lineal, en medio
selectivo especifico del microorganismo utilizado.

2) El acondicionamiento osmatico, de temperatura y de pH.

3) Lainduccion y el aislamiento en un medio de digestion.

4) La eliminacién del agente litico por lavados sucesivos.

5) Recuentos celulares en camara de recuento (hemacitometro).
6) La concentracién y purificacion.

7) Determinacion de los indices de eficiencia y viabilidad.

8) La siembra para evaluar la regeneracion.

1.2.2. Lisozima. Mecanismo de accién en la disrupcién de paredes
celulares.

La lisozima es una enzima considerada un agente antibacterial natural que se
encuentra en las lagrimas y en la clara del huevo de gallina, su masa molecular
es 14 296, es un mondmero que contiene 129 residuos aminoacidos (14,6 kd),
fue la primera enzima a la cual se le determind la estructura tridimensional por
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D. Phillips y colegas en 1965, posee cuatro enlaces disulfuro. La molécula tiene
una forma mas o menos helicoidal 30x30x45a. Hay hélices alfa y algunas
regiones de la cadena tienen conformacion de lamina beta extendida con una
hendidura, en el sitio de fijacion del sustrato que atraviesa la cara de la
molécula, siendo su plegamiento mas complejo. En la hendidura se unen 6
residuos del polisacarido por medio de puentes de H con diferentes grupos de
los residuos aminoacidicos de la proteina. Como la lisozima hidroliza enlaces
glucosidicos F(1—+4) del acido N-acetiimuranico (NAM) a N-acetilglucosamina
(NAG), implica que el enlace que se rompe es entre el anillo D—E, es decir
entre el cuarto y quinto anillo.

El mecanismo es el de una catélisis acido-base, en el que intervienen dos
aminoacidos acidos (Glu®* y Asp®?), que se encuentran a ambos lados del
enlace glucosidico F(1-—>4), el entorno de cada uno de estos aminoacidos es
diferente.

El Asp *2 se encuentra rodeado de grupos polares y tienen un pk normal, por lo
que a pHfisiolégico se encuentra ionizado,mientras que el Glu *° esta en una
region apolar (lo que le permite estar protonado —no ionizado— a
pHfisiologicos), el entorno de cada uno de los residuos determina su papel en
el proceso catalitico.

No obstante las demostraciones de ese mecanismo de tipo disociativo de
Phillips et al., se continuaron las investigaciones durante mas de cuatro
décadas, ha habido controversias por lo que existe otro mecanismo alternativo
de Stephen Withers y colaboradores del 2001, es el del doble desplazamiento
directo y consecutivo, que en un primer paso el Asp® ataca el C-O del acido
muramico para desplazar al N-acetil-glucosamina como en el mecanismo de
Phillips, el Glu ** actia como un &acido general para protonar la N-acetil
glucosamina y en el segundo paso el agua ataca al C-1 del Acido muramico
para desplazar el Asp>? y dar el producto. En estos momentos es el mas
aceptado porque se ha podido observar el intermediario covalente formado,
pero no se asegura que el otro mecanismo sea incorrecto, los dos son
quimicamente posibles ( Nelson,Cox., 2005).

1.2.3. Los acidos organicos
1.2.4. Caracteristicas de los acidos organicos

Los acidos carboxilicos constituyen un grupo de compuestos que se
caracterizan porque poseen un grupo funcional -COOH llamado grupo carboxilo
0 grupo carboxi, se produce cuando se une un grupo hidroxilo (-OH) y
carbonilo(C=0). Se puede representar como COOH o COzH.
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Las reacciones quimicas tipicas son:
s Reemplazamiento del hidrogeno ionizado.
% Reemplazamiento del grupo OH.

% Reaccioén del grupo carbonilo (CO).

3

A

Eliminacién del grupo carboxilo (COOH).

K/
A X4

Reaccion de halégenos con el grupo alquilo
1.2.4.1. Acido férmico.

El 4cido metanoico, también llamado acido férmico (presente en las hormigas),
es un acido organico de un solo atomo de carbono, y por lo tanto el mas simple
de los acidos organicos. Su formula es H-COOH(CH20.), el grupo carboxilo es
el que le confiere las propiedades acidas a la molécula. El pk, del acido férmico
es de 3,75. Teniendo en cuenta que elpH varia generalmente entre 0 y 14
(siendo 7 el pHneutro) podriamos decir que el formico, pese a ser un acido de
origen natural es relativamente fuerte.

Entre otras propiedades el acido metanoico es un acido, liquido, incoloro, de
olor irritante, el punto de ebullicién del cual es de 100,7°C y el de congelacion
de 8,4°C y es completamente soluble en agua porque su cadena carbonada es
muy corta y facilmente ionizable.

1.2.4.2.Acido Tanico.

El acido tanico (C14H100g) 0 (C76Hs52046) €s un derivado del acido galico que
gradualmente se oscurece al ponerse al aire, 0 a la luz. A 210- 215° C, se
descompone en pirogalol y CO. Forma precipitados insolubles con albumina,
almidon y gelatina. Con sales férricas forma precipitados negro — azulosos. Es
incompatible con sales de metales pesados.Se presenta natural y
extensamente; probablemente como glucésido en agallas, en corteza de
arboles tales como: zumaque, encina y abeto. Es un polvo amorfo, brillante,
débilmente amarillo formando escamas brillantes 0 una masa esponjosa.
Soluble en agua, alcohol y acetona; casi insoluble en benceno, cloroformo, éter
y bencina de petrdleo. En la industria de licores se utiliza como agentes de
clarificacién; en la quimica en la obtencion de tanatos, acido galico, acido
pirogalico, hidrosoles de metales nobles. En la medicina como astringente
activo en las diarreas, asi como astringente en dermatologia y para el
tratamiento de las quemaduras. Es un magnifico antidoto de los alcaloides y
algunas sales metalicas. (Brewster, 1963; Solomon, 1987; Merck 1990).
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1.2.4.3. Acido acético.

El acido acético (CH3COOH), es el componente del vinagre, es un liquido
incoloro, fuertemente &acido, cuando es puro puede cristalizar total o
parcialmente si se enfria por debajo de su punto de fusién, de 16,6° C durante
algun tiempo, su punto de ebullicion es 118,2° C. Se puede obtener por
oxidacion del acetaldehido con aire y un catalizador de 6xido metalico, por
oxidacién bacteriana del alcohol etilico diluido y por el método de recuperacion
del acido pirolefioso por neutralizacion para formar acetato calcico seguido de
recalcificacion y destilaciéon. Es un acido higroscopico y causa graves
guemaduras, es microbiostatico y microbicida, la eficiencia es por la accion
toxica del acido no disociado en disolucion. A alta salinidad y ph bajo es mas
efectivo como conservador de alimentos; en forma de acetil- coa es el
precursor de los acidos grasos, esteroles y prostaglandinas, también de
terpenos y acetogeninas (Brewster, 1963; Cox et al., 2005).Tiene gran
importancia industrial, se utiliza en la industria quimica en la fabricacion de los
acetatos, de colorantes, productos intermedios, fungicidas, sales aromaticas,
como disolvente, en la fabricacién de plasticos, gomas, drogas y gran variedad
de productos organicos (Bonner, 1986); en medicina se utiliza como diurético,
para cauterizar heridas, mordeduras o picaduras de animales venenosos, para
extirpar callosidades, verrugas y tumores cérneos en general (Solomon, 1987).

1.3. Regeneracion de los protoplastos.

Los protoplastos son capaces de regenerar las paredes siempre que las
condiciones de osmoticidad en que se obtienen garanticen su supervivencia en
periodos de tiempo que pueden fluctuar desde horas hasta dias, es usual
utilizarles entonces en estudios de los procesos celulares, o destinarlos a
procesos de fusion, principalmente entre especies afines o distantes
evolutivamente en dependencia de las cualidades seleccionadas para obtener
mediante la recombinacién los nuevos microorganismos que exhiban las
caracteristicas de interés de las cepas de origen.

De forma natural o espontanea se forman en los procesos de fermentacion
(Reed, 1982), aunque resulta dificil distinguirlos si las células de origen son
morfolégicamente esféricas, siendo precisamente la forma la que permite
identificarlos porque al no poseer las rigidas paredes celulares debido a la
presion interna, tales células forman siempre esferas de diferentes tamafios.

Los procesos de obtencidén de células sin paredes son muy drasticos para las
mismas ya que la eliminacion de un componente celular que de forma natural
poseen y que tienen las funciones de dar rigidez y forma a la célula al perderse
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ocasiona cambios morfolégicos y respuestas al medio en una forma algo
diferente de lo usual se dice que son células estresadas, pero totipotentes y
que permiten estudios del paso de los nutrientes, medidas de los potenciales
de membrana, por insercion de microelectrodos, estudios de la ciclosis, y
realizar ensayos de fusion (Tsuchikane, Fujii, y Sekimoto, 2005).

La regeneracion de los protoplastos es la prueba que confirma el éxito de los
tratamientos, no es poco frecuente que se manifieste la recalcitrancia o fallos
en el crecimiento del cultivo y si se logra, los por cientos de eficiencia son bajos
(Evans, 1981; Ahiua, 1982; Cheney et al. 1986; Chang y Meng, 1990; Cocking,
1993; Rai y Bergman, 2005; Shiba, 2007).
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

Se seleccionaron microorganismos representantes de diferentes reinos:
Monera, Fungi, y Plantae, segun el sistema de clasificacion de Cavalier y Smith
para los ensayos de obtencion de protoplastos, mediante el método no
enzimatico con los acidos organicos: tanico, formico y acético y el método
enzimatico con las enzimas celulasa y lisozima, para comparar los efectos.
Los ensayos se realizaron en flujo laminar en condiciones asépticas en los
laboratorios de Bioquimica de Biologia de La Universidad de Oriente, del
Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado y en el laboratorio de
Fisiologia Vegetal de Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma de
Madrid, Espafia.

A continuacion se relacionan.

2.1Microorganismos utilizados

2.1.1 Reino Monera

Bacterias: Escherichia coli, Bacillus subtilis y Bacillus megaterium.

Cianobaterias: Anabaena PCC7120, Nodularia sp y Aphanizomenon
ovalisporum.

Bacterias: procedentes de los laboratorios de Biologia de la Universidad de La
Habana, conservadas en plano inclinado de caldo nutriente agarizado OXOID
al 2 %(p: v), OXOID, pH7,00, esterilizados a 120 °Cpor 15 minutos en
autoclave y fueron crecidas por 24 horas en medio liquido de la misma
composicion e incubadas a 37 ° C con temperatura controlada.

Cianobacterias:Anabaena PCC 7120, Nodularia sp. y Aphanizomenon
ovalisporum, procedentes de la coleccion del Laboratorio de Fisiologia Vegetal
de la Universidad Autbnoma de Madrid, Espania.

2.1.2. Reino Fungi
Levaduras: Saccharomyes cerevisaie y Candida utilisY-660

Saccharomyces cerevisiae-02 (UH) procedente de la Universidad de La
Habana.

Candida utilis (del ICIDCA). Instituto Cubano de Investigaciones de los
derivados de la cafia de azucar.
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Hongos filamentosos: Aspergillus niger y Aspergillus oryzae.

Aspergillus niger (CCEBI, UO) procedente de la coleccion de cepas de
microorganismos del centro de estudios de Biotecnologia Industrial, de la
Universidad de Oriente.

Aspergillus oryzae (UH) procedentede la Universadad de la Habana.
2.1.3. Reino Plantae: microalga Scenedesmus sp.

Se utilizd el alga verdeScenedesmussp. (Lag. Chod, 4001), aislada de
ambiente natural y mantenida en el laboratorio de cultivo algal de la coleccion
CCEBI, de la Division: Clorophyta, Orden Chloroccocales, Familia
Scenedesmaceae. Es una especie fitoplanctonica comun de aguas dulces vy
calidas, son células cilindricas que forman cenobio con una distribucion regular
en grupos de dos a ocho células mas frecuentemente, menos en grupos de 16,
sin espinas.

2.2. Induccidn y aislamiento de protoplastos microbianos.
2.2.1. Esquema general para microorganismos
1. Seleccidn de cultivos en fase logaritmica de crecimiento.

2. Tratamiento enzimatico con Lisozima y celulasa 1-2%,(p:v) (Cocking, 1960;
Dixon,

3. Purificacion por el método de filtracion-centrifugacion en gradiente de
Percoll

4, Recuento celular en Camara de Fuchs- Rosenthal o de Neubauer
mejorada.

5. Determinacion el indice de Eficiencia
6. Determinacion del indice de Viabilidad mediante técnicas de tincion.
7. Medicién del tamafio de los protoplastos.

8. Regeneraciéon de la pared celular y division celular (visualizacion con el
fluorocromo Calcofluor White).

9. Siembra de los protoplastos en los medios de cultivo especificos para
bacterias, cianobacterias, levaduras, hongos filamentosos y microalgas:
caldo nutriente, Allen & Arnon, BG11, Saboureaud, YPG, Czapek,Medio de
Brown.
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1. Seleccion de cultivos en fase logaritmica de crecimiento

Todas las cepas de eubacterias: Escherichia coli, Bacillus subtilis y Bacillus
megaterium, fueron crecidas en las condiciones 6ptimas de pH, temperatura y
concentracion de los nutrientes requeridos como fuentes de carbono y de
nitrogeno durante 24 horas. Las cianobacterias: Anabaena PCC 7120,
Nodularia sp. y Aphanizomenon ovalisporum, crecieron en cultivo discontinuo
por periodo de 6-21 dias.Las levaduras:Saccharomyes cerevisaie y Candida
utilis Y-660, y los hongos filamentosos: Aspergillus niger y Aspergillus oryzae,
fueron incubados hasta 72 horas (crecimiento lineal), y las microalgas
(Scenedesmus sp) hasta 7 dias.

Los medios de cultivo y las soluciones de los osmolitos, fueron preparados con
agua bidestilada estéril, y las manipulaciones se realizaron en flujo laminar.

Los cultivos axénicos de lascianobacterias Anabaena PCC 7120, Nodularia sp.
yAphanizomenon ovalisporum, fueron conservados en medio de cultivo BG11
(Stanier et al., 1971, modificado por Hubert, 1987) y Medio de Allen y Arnon,
preparados con agua miliq, esterilizada a 121° C durante 30 minutos. Fueron
crecidos en condiciones fotosintéticas con intensidad de luz de
aproximadamente 30+ 5umolar m?" con fotoperiodos de 16 horas por dia: 8
horas noche y aireacion de 2,1 L min™'. Antes de los experimentos los cultivos
fueron ajustados a pH7,5-8,0 con HCl y NaOH, ambos 1 mol L.

Las microalgas: conservadas y crecidas en medio de Brown, con una densidad
inicial de 2,2 x 10° células mL™ ", a 25 + °c con iluminacién continua de 2500 lux
(56.25 u/Em?s equivalente (segun el factor de conversién de Ginsburg), aireado
con un flujo de 2,2 Lmin™. Los cultivos fueron muestreados en el estado medio
del crecimiento exponencial y alicuotas de 10mL del cultivo fueron utilizadas
para los tratamientos liticos.

Se determiné la fase de crecimiento logaritmico en cada cultivo para la toma
adecuada de las muestras a tratar con los agentes liticos. La densidad fue 1,2
x10° hasta 1,8 x10° células mL™".

2. Tratamiento enzimatico o con acidos organicos

Las variantes ensayadas fueron: Lisozima comercial (EC 3.2.1.17), celulasa
Onozuka R-10 y acidos organicos GR de alta pureza.

Acido Tanico G.R.Merck MM 1701,1
Acido Férmico,G:R: China,d=1,058
MM 46, 02, pureza 99%
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Acido acético Glacial,G:R: Quimicen,MM 60,Pureza 99 %
Lisozima cristralina,Merck, 1500 E/mg ph 7 y 25 °c

El tratamiento enzimatico se hizo segun las metodologias establecidas para los
microorganismos (Mayer, Hou-liang, 2005; Mountfourt, 2006; Shiba, 2007) que
emplean enzimas B-glucanasas (EC 3.2.1.17) y (EC 3.2.1.4) y en el no
enzimatico se siguié la misma metodologia pero con acidos organicos como
agentes liticos.

3. Purificacion

Concluida la digestiéon se procedié al método de purificacion filtracion -
centrifugacion segun Power y col. (1984) utilizando Percoll o soluciones de
CPWA y CPWB sacarosa 0,72 mol L y manitol 0,7 mol L para los
lavados.con Tween 80 10% (v/v) (Grosser, 1996; Rai y Bergman, 2002 ).

4. Recuento celular

Se realizé examen por microscopia Optica, con objetivos secos: 10x, 20x, 40x y
ocular de 10x. Las bacterias fueron observadas con lente de inmersion, 100x y
los hongos con objetivos secos. Luego se realizé recuento celular en camara
de Fuchs-Rosenthal antes de tratar las células (10 campos microscopicos) y
posterior al tratamiento (10 campos microscépicos), para determinar el numero
de protoplastos espontaneos, viables y no viables con 3 réplicas cada
tratamiento y 3 tiempos diferentes para cada cepa, lo que permitié establecer
un tiempo 6ptimo de 10 minutos en bacterias y de 1 hora en hongos.

Caracteristicas de la cAmara de Fuchs-Rosenthal

Fuchs-Rosenthal

Profundidad (en mm) 0,200
Superficie del cuadrado mas pequeino (en mm) 0,0625
Concentracién celular minima (en células /ml) 10°

Procedimiento:

e Diluir, eventualmente, las muestras (utilizar formol al 4% para fijar las
células de algas moviles)
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o Presionar el cubreobjetos sobre el porta hasta la aparicion de los anillos
de Newton

e Llenar ambos lados de la camara, usando una pipeta Pasteur por debajo
de cubreobjetos con un flujo suave de la suspension (evitar la formacion
de burbujas)

e Contar al microscopio (objetivo de 40 aumentos) las células en 80
pequefos cuadrados. Contar las células que tocan los bordes superior e
izquierdo, pero no las que los hacen en los bordes inferior y derecho.

o« La submuestra del otro lado de la camara se cuenta de la misma forma.

{ ey
JE——
—— —
ey
e —
— o — = i TE
e
pLE——
e el |
— et =
e TR I T ———
— T T T k" B Ay

Figural. llustracion de la camara de Fuchs- Rosenthal.
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Calculos

= Fuchs-Rosenthal n, +n,y . Ny +ny s
nimera de células/ml & —===== * B0 x 10 x d &8 ===== X 107 x d

Donde: n1

Numero de células contadas en la parte superior

N2 = Numero de células contadas en la parte inferior

Factor de dilucidén, para una mayor precision hacer tres recuentos

D = dobles (a diluciones diferentes)

5. Determinacién del indice de Eficiencia.

indice de Eficiencia: Numero total de protoplastos obtenidos x 100/nimero total
de células normales.

6. Determinacioén del indice de Viabilidad.

indice de Viabilidad: Numero total de protoplastos viables /nimero total de
protoplastos obtenidos x 100.

Para conocer cuales protoplastos eran viables, se hicieron observaciones
microscopicas siguiendo los cambios morfolégicos el cual es un método muy
tedioso que permite apreciar los cambios en el tiempo pero no precisa si estan
dafados por lo que se utilizé la tincion de los protoplastos de las bacterias, de
las levaduras, de los hongos y de las microalgas con Azul de Metileno de Flink
y Kihle, o con Azul de Evans (Dixon, 1994),siendo viables las no tefidas.
(Glomelius, Kanai y Edwards, 1995; Kenneth, Jones y Senft, 1985).La tincién
diferencial de los protoplastos de las cianobacterias se hizo con fluorocromos
DFA-IP para revelar la integridad de la membrana y la tincién del ADN.

7. Medicién del tamafio de los protoplastos

Se realiza con micrémetro ocular graduado, y micrometro objetivo, aumento de
70x, 100X y 400x, hallando el factor de calibracion de 3,33-4,1 (De la Torre,
1975; Martinez, 1990).
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8. Regeneracion de la pared celular y division celular.

Se hizo el ensayo de regeneracion en los medios de cultivo liquidos y sélidos
de uso comun para los microorganismos, garantizando una densidad inicial de
siembra de 1x10° protoplastos ml™"

Ensayos de regeneracion:

Segun el tiempo de exposicion optimo al agente litico teniendo en cuenta los
indices de eficiencia y de viabilidad se procedi6 a la transferencia de los
protoplastos utilizando 5 mililitros de solucion de Tween 80 al 10 %,
centrifugando a 2000 revoluciones por minuto durante tres minutos con
resuspension del sedimento en cloruro de potasio al 1%, de nuevo se
centrifuga pero a 1000 revoluciones por minuto en dos minutos y del
sobrenadante se siembra 0,1 mililitro en profundidad en medio de cultivo para
hongos, levaduras y bacterias heterotroéficas, en placas de Petri incubando a 25
+ 2°%¢ y 37 = 1°c para levaduras y hongos respectivamente. Los
microorganismos autotrofos fueron sembrados en medios liquidos.

Se detecta la presencia de las nuevas paredes tifiendo las muestras de 0,1
mLcon Calcofluor White LRP al 5% (Pilet,1990) manteniendo una relacién de
1:1, el colorante abrillantador se prepara segun las normas de Molecular
Probes para los fluorocromos inmediatamente antes de su utilizacion.

10. Siembra de los protoplastos en los medios de cultivo.

Los medios utilizadosfueron: caldo nutriente OXOID para las bacterias, medio
BG 11 y medio de Allen y Arnon para las cianobacterias, medio Saboureaud y
medio Czapek para los hongos filamentosos y medio YPG para las levaduras,
medio de Brown para las algas.

Se ajusta el protocolo general de induccién y aislamiento de protoplastos para
cada especie.

2.2.2. Induccion y aislamiento de protoplastos en bacterias, levaduras y
hongos filamentosos.

Partiendo de cultivos bacterianos, crecidos en fase logaritmica y de hongos
en crecimiento lineal, se vertieron 5ml de buffer fosfato pH7 en un matraz de
50 ml, se adicion6 5 ml de solucién de cloruro de potasio 1% (p: v), se afadio
entonces la suspension de células o de conidios de concentracién(densidad
celular) de 10 ° células mL-" , 1mL de solucién de enzima 1% o 5 ml de &cido
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organico 1% (p: v), se ajusto el pHa 7,0 y se incubd con agitacion de 100-110
oscilaciones por minuto, durante 10 minutos las bacterias y por 1- 3 horas en
los hongos, realizando el examen microscopico, observando las muestras
tefiidas con 0,05 mL de la solucién del colorante Azul de Evans (0,5%); durante
el tratamiento se hacen el recuento y la medicion de los protoplastos obtenidos
(Dixon y Gonzalez, 1989). A continuacion la purificacion y determinacion de los
indices de eficiencia y viabilidad.

2.2.3. Induccién y aislamiento de protoplastos en cianobacterias

Los protoplastos libres fueron preparados de cultivos en fase logaritmica de
crecimiento en medio BG11 (Stanier,1971,Huber, 1984), por una digestién no
enzimatica en periodos de 2-16 horas en buffer A (Berliner, 1987), conteniendo
sacarosa 0,4 mol L™", EDTA 1,0 mmol L ' y HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanesulfonico ) 30 mmol L ' el pHajustado a 7,00; el acido tanico en
concentraciones de 1,5 % (p: v) , en iguales condiciones se afiadi6 la lisozima,
concentraciones de 1,5% (p: v) para comparar en experimentos individuales
para cada cianobacteria y siguiendo el comportamiento en relacion al patrén. El
medio de cultivo utilizado para los cultivos batch fue preparado con agua miliq,
esterilizado a 121C° durante 30 minutos y crecidos en condiciones de luz 30+
5 pmolar m-2-s-1 con fotoperiodo de 16 horas dia: 8horas noche aireados con
un flujo de 2,2L min";antes de los experimentos los medios de cultivos fueron
ajustados a pH7,5-8,0.

Las suspensiones de los protoplastos obtenidos fueron purificadas empleando
el método de centrifugacion en Percoll, utilizando una Centrifuga Genesys
Instrumentation, S.L. Hillich Zentrifugen CFC Free EBA 12 R y una Centrifuga
Refrigerada SORVALL RC 5C Plus ( 800 rpm =76 g;1000rpm= 120 g o 117-
120).

La prueba de viabilidad se realizé utilizando la tincion diferencial con los
fluorocromos IP(loduro de Propidio) y FDA( Diacetato de Fluoresceina)
obtenidos de Molecular Probes, (Fluorescent Probes and Research Chemicals,
USA), que fueron preparados en stocks de 100mm en DMSO
(Dimetilsulféxido), las alicuotas de 10ul fueron descongeladas previo a ser
utilizadas, siempre conservadas a-20 ° C.Se hicieron recuentos celulares en
hemacitdmetro de Fuchs-Rosenthal. Los protoplastos obtenidos retienen la
actividad esterasa y fluorescen cuando son expuestos al FDA tolerando las
condiciones acidas y se tifie de rojo el DNA con el IP (de concentracion final 25
pgmolar) indicando pérdida de la viabilidad; se aplicdé la microscopia de
epifluorescencia, empleando las técnicas Nomarsky y DIC para lograr mejores
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imagenes que fueron procesadas con un programa y el estimado
correspondiente la frecuencia revelan la viabilidad de los mismos.

2.2.4. Induccion y aislamiento de protoplastos de la microalga
fitoplanctonica Scenedesmussp.

El cultivo en medio de Brown con una densidad inicial de 2,2 x 10°células mL’
' incubado a 25 * 1°, con iluminacion continua de 2500 lux (56.25
n/Em?sequialent seguin el factor de conversién de Ginsburg, aireado con un
flujo de 2,2 Lmin™". Los cultivos fueron muestreados en el estado medio del
crecimiento exponencial y alicuotas de 10 mL de cultivo fueron utilizadas para
los tratamientos liticos.

Aislamiento de los protoplastos: La adicién de ml(0,28 moll"") mas Cloruro de
Potasio(30 mmol L ), después de mezclar se adiciona 1 ml de solucién de
enzima Cellulasa (Onozuka R-10 EC 3.2.1.4), Lisozima (EC 3.2.1.17) ambos a
ph 7 o acido Tanico (1% w:v) a pH5, entonces se incuba la mezcla de digestion
a 25+ 2 °C con agitacion suave (100-130 oscilaciones min™) y 3 réplicas por
tratamiento mas el control para tiempos de exposicion de 2 a 24 horas;
después que la digestion fue completada, se remueven las enzimas y el acido
tanico, se filtra por gasa mesh y entonces se centrifuga para eliminar los restos
no digeridos a 200 G. Las observaciones microscopicas fueron realizadas
durantes los ensayos utilizando objetivo seco de 40x y recuento celular en
hemacitdmetro de Fuchs-Rosenthal para estimar los protoplastos espontaneos
inducidos viables y no viables y determinacion del tamafio segun De la Torre
(1975) con 4,166 como factor de conversion.

La eficiencia fue determinada por la estimacion del numero total de
protoplastos asilados y el rango con el numero inicial de células por 100
(Uchimiya & Murasighe (1974) cit. Por De la Cruz & Sarduy ,1988; Becker,D.,
Jimenz,1983; Becker,D.,1994); el indice de viabilidad fue determinado
utilizando el colorante Azul de Evans para membranas intactas por el principio
de exclusion del colorante, método of Glomelius et al. (1974); Kanai & Edwards
(1975), donde el mismo volumen de suspension de protoplastos es mezclado
con el colorante al 2% (p: v) preparado cinco minutos antes de las
observaciones.

2.3. Anélisis estadistico

Los experimentos de induccion y aislamiento se repitieron 3 veces, los de
recuentos celulares hasta 10 veces para cada agente litico por
microorganismo. El analisis de los resultados obtenidos incluyd la descripciéon
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de los cambios morfologicos observados conducentes a la formacion de
protoplastos en cada experimento.

Los datos son las medias + DS de al menos tres experimentos independientes
Las diferencias entre medias fueron comparadas utilizando el Test de Rangos
multiples de Duncan con SPSS para Windows (Release 12.0, SPSS Inc.,
Chicago, USA)
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Resultados y discusion

Los ensayospermitieron la obtencion de protoplastos viables en
microorganismos pertenecientes a los reinos: Monera, Fungi,y Plantae, de los
dominios Eubacteria y Eukarya por un método no enzimatico empleando acidos
organicos y establecer las metodologias para obtener protoplastos en las
bacterias Escherichia coli,Bacillus subtilis y Bacillus megaterium, en las
cianobacterias Anabaena PCC7120 sp, Nodularia sp yy Aphanizomenon
ovalisporum,en los hongos filamentosos Aspergillus niger y Aspergillus oryzae,
en las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis, y enla microalga
Scnedesmus sp.

Resultados en bacterias

En las bacterias heterotrofask.coli, B.subtilis y B. megaterium los
acidosorganicos: tanico, acético y formico causaron efectos sobre la
morfologia, posiblemente debido a la accion sobre las paredes celulares, que
al debilitarse provocaron el cambio a protoplastos, para un tiempo éptimo de 10
minutos, lo cual fue determinado en experimentos previos con diferentes
tiempos de exposicion a los acidos. También se determinaron las
concentraciones de los agentes liticos, la osmoticidad y los rangos de pHpara
cada cepa microbiana que por lo que para estandarizar el procedimiento no
enzimatico y establecer las metodologias de induccion de protoplastos ya estos
parametros habian sido probados y ajustados.

En las tablas 1, 2 y 3aparece los efectos de los acidos y de la enzima
muramidasa (lisozima) mostrando que el acido tanico tuvo una eficiencia similar
para las tres bacterias y también la lisozima sin embargo la viabilidad y la
regeneracion fueron mayores con el acido tanico respondiendo mejor Bacillus
subtilis,el indice de regeneracion mas bajo se obtuvo con la lisozima en las tres
cepas; el comportamiento de las cepas con el acido formico fue muy parecido
en la eficiencia pero mejores para la viabilidad y la regeneracion en el proceso
de induccion y aislamiento de los protoplastos y siempre mostré la menor
regeneracion. Con el acido acético no hubo grandes diferencias.

El hecho de que se logren niveles de regeneracion superiores al 50% en todos
los ensayos indica una baja recalcitrancia que es el fendmeno que se presenta
mas frecuentemente al trabajar con los protoplastos ya que los procesos de
obtencién de células sin paredes son muy drasticos y fundamentalmente
porque se dafian no solo las paredes sino también las membranas celulares
(Tsuchikane, Fuijii, y Sekimoto, 2005).Los reportes de una alta produccién de
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protoplastos por via enzimatica en ocasiones no superan el 30% (Shiba, 2007)
y se consideran protocolos exitosos.

Tabla 1. Efectos del acido tanico1% (p: v)y la lisozima1% (p: v),en la liberacion
de protoplastos. Los datos son la media £ DS (n=3).

Eficiencia (%) Viabilidad (%) Regeneracion (%)
Microorganismos Acido Lisozima Acido Lisozima Acido Lisozima
tanico tanico tanico

Escherichia coli  18,25+0,4 19,4+0,2 56,2+6 32,4+0,4 73+5 8,17+0,3

Bacillus 17,56+0,3 22,1+0,5 73,248 26,51+0,66 79,3t6 10,23+0,4
megaterium

Bacillus subtilis  14,19+0,5 18,3+0,4 65,2+7 22,1+0,5 80+7 8,10+0,3

Tabla 2. Efectos del acido formico 1% (p: v) y la lisozima 1% (p: v), en la
liberacion de protoplastos. Los datos son la media £ DS (n=3).

Eficiencia (%) Viabilidad (%) Regeneracion (%)
Microorganismos Acido Lisozima Acido  Lisozima Acido  Lisozima
Férmico Férmico Férmico

Escherichia coli 15,2 #0,2 10+0,01 60+1,2 30+0,5 85+5 25+04

Bacillus 11,15£0,2 5£0,9 80+3,4 25%1,0 7914 1607
megaterium

Bacillus subtilis  30,04+0,5 10+0,4  81+3,4 17+4,3 67+2 50,2
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Tabla 3.Efectos del acido acético1% (p: v) y la lisozima1% (p: v), en la
liberacion de protoplastos. Los datos son la media + DS (n=3).

Eficiencia (%) Viabilidad (%) Regeneracion (%)
Microorganismos = Acido Lisozima Acido  Lisozima Acido  Lisozima
Férmico Formico Férmico
Escherichia coli 28,32 2742 5614 2511 7915 12+0,5
Bacillus 52,7+4 90,1 3113 1541 7414 1540,7
megaterium
Bacillus subtilis 57,4+3 101 20,3t2  40%2 573 205,07

Resultados en cianobacterias

En la tablas 4, 5,y 6, y figuras 1, 2, y 3 se observa el crecimiento de las cepas
sin tratamiento liticos, en el quinto dia tienen la mayor densidad celular
apropiada por ser la fase logaritmica, coincide con los datos de crecimiento en
dias en medio BG11 reportada por otros autores para las especies
estudiadas(Paczuska y Kosakowa,2003, Baudin et al., 2006) y la frecuencia de
esferoplastos y protoplastos es baja en la poblacién (tabla 6), pero se hace el
recuento para estimar la efectividad lograda por los métodos aplicados con
lisozima y con acido tanico.

La aplicacion de la nueva metodologia a los cultivos de las cianobacterias
Anabaena sp, Nodularia sp y Aphanyzomenon utilizando el acido tanico indujo
la formacion de esferoplastos y protoplastos, en la tabla 8 se observa que la
eficiencia y la viabilidad son similares, ligeramente superior para Anabaena,
teniendo en cuenta que la composicion de las paredes no es igual aunque si
es susceptible al ataque de la lisozima cuya accion especifica es sobre el
enlace glucosidico.

La lisozima es una enzima que rompe las paredes celulares de las bacterias, lo
hace hidrolizando enlaces glucosidicos F(1—+4) de &acido N-acetiimuranico
(NAM) a N-acetilglucosamina (NAG) en un polisacarido alternante de NAM-
NAG.

39



Método no enzimatico de induccidn de protoplastos microbianos

La lisozima ataca las paredes de las células vegetativas y produce protoplastos
sin afectar a las paredes de los heterocystes los cuales se alargan linealmente
(Bhattacharya y Talpasayi, 1972). Recientes observaciones de las asociaciones
entre plantas con las cianobacterias Nostoc y Anabaena indican que en esas
asociaciones artificiales se pierde la capa de peptidoglicano y ocasionalmente
la membrana externa (Baulina et al., 2000; Gorelova et al., 2000) lo que sugiere
que las plantas producen agentes activos que difunden a través del medio e
influyen en la formacién de hormogonios y la diferenciacion en heterocistes con
actividad nitrogenasa, en las enzimas del metabolismo para la sintesis del
peptidoglicano y el balance del crecimiento de la cianobacteria (Rai y Bergman,
2002) pero el de la planta también pues su crecimiento ocurre segun la teoria
del crecimiento acido(Rayle y Cleland,1992) Ilo que varia el pHdel
microambiente en el lugar de la asociacion o sea que las condiciones acidas
facilitan la extension de las paredes y se exponen los enlaces intersillares
estructurales a los agentes liticos lisozima y acido tanico, que tienen en comun
los grupos carboxilicos.

Tabla 4. Valores promedios de la densidad celular (x 10* células.ml”) de
Anabaena PCC7120durante el estudio de la cinética de crecimiento.

Densidad celular x 10°

(células/ml)(3 réplicas) 2.00 5.79 122 152 17.8 20.64 40.0 56.46

0 1 1 1

Tiempo

(dias) 0o 1 2 3 4 5 6 7
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No.células mL”

B0 4
50 4
40 4
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20 4
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Figura 1. Curva de Anabaena PCC7120durante el estudio de la cinética de
crecimiento.

Tabla 5. Valores promedios de la densidad celular (x 10* células.ml”) de
Aphanizmoenon ovaluysporum durante el estudio de la cinética de crecimiento.

Densidad celular x

10°

221 6.54 13.0 17.2 201 25.16 39.1 57.82
(células/ml)(3 2 0 9 5
réplicas)
Tiempo
(dias) 0 1 2 3 4 5 6 7
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No. células mL™
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40
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Figura 2. Curva de Aphanizmoenon ovaluysporum durante el estudio de la
cinética de crecimiento.

Tabla 6. Valores promedios de la densidad celular (x 10* células.ml”) de
Nodularia sp durante el estudio de la cinética de crecimiento.

Densidad celular x

103
22 6.89 1254 1421 17.75 22.65 38.29 55.64

(células/ml)(3
réplicas)

Tiempo

(dias) o 1 2 3 4 5 6 7
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No.células mL™
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30 4

20 4

T T T ¥ T T T T T T T T T T T T 1

tiempo (dias)

.Figura 3. Curva de Nodularia sp durante el estudio de la cinética de
crecimiento.

Tabla 7. Recuento de esferoplastos espontaneos en cianobacterias antes de
la exposicion a los agentes liticos para un nimero inicial de 1,0x10°células ml™
crecidas en fase logaritmica en medio BG11. Los datos son la media % DS
error (n=3).

Cianobacterias Espontaneos
Anabaena PCC7120 0,01£3,0
Aphanizomenon ovalysporum 0,0313,0
Nodularia sp 0,01+0,05

La ocurrencia de esferoplastos espontaneos es un evento al azar en el cultivo
donde algunos tricomas pueden colapsarse por causas mecanicas Como
choques o haberse danado parcialmente por las manipulaciones con el
instrumental empleado en las siembras, también por paredes sintetizadas
deficientemente por errores genéticos en la biosintesis de las
enzimasinvolucradas en el crecimiento de las paredes celulares o de sus
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constituyentes, teniendo en cuenta ademas que las poblaciones microbianas
son heterogéneas y pueden expresarse mutantes (Brock,2004).

La induccion de protoplastos y esferoplastos en las cianobacterias es un
método para aumentar la frecuencia del fendmeno y se realiza con la lisozima
(EC 3.2.1.17) aunque las condiciones osmaticas pueden variar (Sato y Murata,
1982 Richmond,1996;Wolf,1988,Rippkar,1988;Loreto y Morales,2003).

Una vez inducidos los protoplastos y esferoplastos son purificados para la
eliminacion de las enzimas y son estimados en numero mediante el recuento
en hemacitometros , ya sea en camaras de Neubauer, Neubauer mejorada o
camaras de Fuchs —Rosenthal(Dixon y Gonzalez,1994), los resultados se
expresan en numero obtenido por cada 100 calculandose los indices de
eficiencia que resultaron similares para las tres cepas de
cianobacterias(Tabla 5), figuras 4,5, y 6.mayor de 50% y hasta 80% en
Nodularia sp que resultd ser mas sensible a los dos agentes liticos.

Tabla 8. Resultados de la induccion de esferoplastos y protoplastos con
lisozima 1, 5% (p: v) y acido tanico 1, 5% (p: v). Los datos son la media
+DS(n=3).

Eficiencia (%) Viabilidad (%)
Cianobacterias Lisozima Acido Lisozima Acido
tanico tanico
Anabaena PCC 7120 60+2,56 65+4,56 73+4,25 79+4,58
Aphanizomenon 58+2,13 59+2,21 68+3,95 67+4,73
ovalysporum
Nodularia sp. 63+4,78 60+2,48 754,32 80+9,48

Los resultados obtenidos con la aplicacion del acido tanico y la lisozima fueron
seguidos por microscopia Optica pudiendo apreciarse las transformaciones de
los filamentos que a partir de las dos horas se fragmentan y luego se van
separando, en esferoplastos y células libres a las 14-16 horas, en Anabaena
PCC7120 fue posible ver los heterocistes intactos ligeramente alargados
como reportan con lisozima (Bhattacharya y Talpasayi, 1972; Baulina et al.,
2000; Gorelova et al.,2000) pues estos tipos de células no son sensibles a la
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lisozima y en el estudio presente tampoco lo fueron al acido tanico (figuras 3
a),b),c).

La composicion de las paredes de los heterocistes se plantea es diferente a
del resto de las células del filamento pues tienen una capa con
lipopolisacaridos y azucares poco frecuentes como ramnosa, que explicaria
cémo es posible en Anabaena PCC7120 fijar el dinitrbgeno en un ambiente
con oxigeno (Huang,2005).

En la figura 4 se observan los esferoplastos fluorescentes a las 20 horas de
tratados con la tincion doble con loduro de Propidio y Diacetato de
Fluoresceina, donde estan viables los que manifiestan actividad esterasa, con
brillantez verde(a) y no se tifieron con el ioduro de propidio, que es especifico
para ADN cuando se han dafado las membranas(Molecular Probes). En la
figura 4b) se observan numerosos esferoplastos donde la mayoria no son
totalmente esféricos y la coloracién azul sobre ellos manifiesta restos de
paredes en una muestra del mismo cultivo pero a las 48 horas coincidendo con
lo que reportan para Anabaena de formar la nueva pared y tender a agruparse
(Wolk, C. P. 2000.; Zhou, Wolf, 2003).
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c)

Figura 3. Imagenes deAnabaena PCC7120 a) filamentos intactos, b)
fragmentacion a las 16 horas de tratados con acido tanico, c) esferoplastos y
heterocistes separados a las 9 horas. Aumento 400x, microscopia DIC
Nomarsky en microscopio optico Olympus BX 61 con camara digital DP70.

a) b)
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c)

Figura 4. a) Esferoplastos de Anabaena PCC7120 mostrando actividad
esterasa con FDA, por lo que son viables, no tefiidos con IP. b) Numerosos
esferoplastos mostrando restos de pared (color azul) con calcofluor White
c) un protoplasto obtenido con la lisozima, aunque en divisibn no es
viable.Aumento 400x.

La cianobacteria Aphanizomenon ovaliysporum también fue sensible a acido
tanico como se observa en la figura 5 a) y b), donde se obtuvieron ademas de
esferoplastos viables, en mas de un 50% la regeneracion al dar positivas a las
35 horas segun la tincion con Calcofluor White (Figura 6), esta especie también
es toxica y se estudia junto a Nodularia fundamentalmente para identificar las
cianotoxinas (Ouahid,Baron,2007).

En la figura 7 se observan en b) numerosos protoplastos autoflorescentes
antes de las 20 horas, division celular a las 36 horas y actividad esterasa de
los esferoplastos en c), que a los 21 dias forman colonias o0 se agrupan para
formar filamentos d).
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Figura 5. Imagenes de Aphanizomenon ovalysporum

a) Filamentos intactos, b) fragmentacion de los tricomas y presencia de
esferoplastos a las 16 horas de tratados con acido tanico. Aumento 400x,
microscopia DIC Nomarsky en microscopio optico Olympus BX 61 con
camara digital DP70.

Figura 6. Regeneracion de Aphanizomenon ovalysporum. Tincién con el
fluorocromo Calcofluor White.Aumento 400x.
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«,

c) d)

Figura 7.Nodularia sp. Protoplastos autofluorescentes obtenidos a las 14
horas, b)division celular a las 36 horas de tratados con acido tanico, 2%, (p:
v), microscopia de epifluorescencia y de campo claro respectivamente.
Aumento 400x. En c) los esferoplastos autoflorescentes y en d) tienden ya a
formar filamentos a los 21 dias.

Los resultados obtenidos muestran la viabilidad de los esferoplastos vy
protoplastos inducidos con acido tanico que pudieron regenerar sus paredes al
crecer en los medios de cultivo post tratamiento lo cual s6lo se ha realizado
anteriormente en las cianobacterias AnabaenaPCC7120, Nodularia sp y
Aphanizomenon ovalisporum con la enzima lisozima.

Un procedimiento de tincion doble utilizando diacetato de fluoresceina y yoduro
de propidio fue empleado para la determinacién de la viabilidad de los
protoplastos, para ello preparaciones frescas de suspensiones de protoplastos
obtenidas con métodos enzimaticos y con el no enzimatico para remover las
paredes fueron dispuestas en portaobjetos muy limpios y tedidas con los

49



Método no enzimatico de induccidn de protoplastos microbianos

fluorocromos, los esferoplastos viables son verde brillante y las protoplastos
no viables se tifien de rojo. Las observaciones fueron hechas con microscopia
de campo claro, Nomarsky y epifluorescencia en microscopio Olympus BX-61
Motorizado, equipada con cubo U-M51004V2 y camara digital DP-70 acoplada,
las imagenes fueron procesadas con el programa Adobe Fotoshop Data
Andlisis, y visualizadas con monitor Hitachi segun aparece en
www.olympusamerica.com(P. Wolk. 1990.; Cardemil, L., and C. P. Wolk.
1981;Fay, P. 1992;Herrero y Flores,2008), la nueva metodologia ofrece una
alternativa para facilitar el trabajo con células sin paredes, con similar
eficiencia y viabilidad.

Resultados y discusion en hongos filamentosos y levaduras

Los resultados de los efectos de los acidos organicos: tanico, acético y féormico
en forma comparativa con la enzima patrén lisozima estan en las tablas 9, 10 y
11, referidos a los indices de eficiencia, viabilidad y regeneracion en
porcentaje donde se observa que la eficiencia del acido tanico supera a la de la
enzima de uso convencional con mayor eficiencia en Aspergillus niger, la
viabilidad es similar para los cuatro microorganismos vy la regeneracion no se
logra con la lisozima.Resultados similares se obtienen con el acido férmico, y
con el acido acético se obtuvieron los menores valores de los indices en
general; en todos los casos los indices fueron mas del doble de los obtenidos
con la enzima lisozima. La regeneracion de los protoplastos inducidos por los
acidos organicos ensayados en las células microbianas fue apreciable
lograndose la regeneracion de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis, con indices superiores al 80%.

Los resultados obtenidos con el nuevo método dan la posibilidad de una
alternativa: utilizar los acidos tanico, formico y acético teniendo en cuenta que
son grado reactivo, de pureza 96%-99% a diferencia de las enzimas glucosil-
hidrolasas que son mezclas, por lo que se requiere de la purificacion. La
hidrolisis enzimatica del enlace glucosidico tiene lugar mediante la accién de
dos residuos presentes en el centro catalitico, uno opera como donante de
protones y otro como base (Polaina, 2004). La hidrdlisis quimica de los
glicésidos procede via rompimiento del enlace (C-1)-OR facilitada por la
protonacion acida (Walsh, 1989) y se conoce que el efecto isotdpico secundario
es de magnitud 1,11 para la Lisozima y para los acidos organicos es 1,13
(Walsh, 1989), ademas de que se disminuye el riesgo de inhibicion por la
celobiosa producto de la actividad Cx para desdoblarse en glucosa por accion
de C1 (Buchanam, 1997).
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Gaitis y Marakis en 1994 estudiaron el efecto del acido tanico en el tiempo de
germinacion de las esporas y en la morfologia micelial de Aspergillus
carbonarius disminuyendo el mismo y modificandose las estructuras externas
celulares con una considerable disminucién de las quitinas y refieren haber
observado la formacién de protoplastos, no obstante la bibliografia sobre la
induccidén, el aislamiento y la regeneracion de los protoplastos en levaduras y
hongos filamentosos sélo cita el uso de las enzimas que en el caso de las que
actuan sobre las paredes celulares de levaduras y de hongos filamentosos lo
hacen por mecanismos acido-base, tanto la lisozima como las quitinasas
aunque la composicion de las paredes es distinta y las enzimas son
especificas, asi también en las cianobacterias se utiliza sélo la lisozima,
teniendo so6lo en comun la presencia de enlace glucosidico que al romperse
desestabiliza la estructura de pared.

Tabla 9.Efectos del acido tanico en la liberacion de protoplastos. Los datos son
la media + DS (n=3).

Eficiencia (%) Viabilidad (%) Regeneracion (%)
Microorganismos ) ) )
Acido Lisozima @ Acido Lisozima @ Acido Lisozima
Ténico Ténico Téanico
Aspergillus 93,8+530,8+£0,2 957+6,7 21 93,115,3 -

oryzae
Aspergillus niger 952+4 258+04 943+54 0,6 90,3+3,6 -
Candida utilis 86,4+4 20,2+0,1 96,2+53 14 90,614,7 -

Saccharomyces 89,3+3 350+£0,2 95156 3,7 96,5+4,5 -
cerevisiae

NUumeros en negrita: resultados de la aplicacion de la Lisozima.
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Tabla 10.Efectos del acido formico en la liberacion de protoplastos. Los datos
son la media £ DS (n=3).
Eficiencia (%) Viabilidad (%) Regeneracion (%)
Microorganismos | Acido  Lisozima |Acido Lisozima | Acido Lisozima

Foérmico Foérmico Formico

Aspergillus 83,8+5 30,8+0,2 85,7+6,2 2,1 83,1+5,0 -
oryzae

Aspergillus niger 952+4 258104 943+54 0,6 96,3+4,6 -
Candida utilis 76,4+4 20,2+0,1 86,2+5,3 1,4 87,6+4,0 -

Saccharomyces 89,33 35,1+0,2 85,156 3,7 86,5+25 -
cerevisiae

NUumeros en negrita: resultados de la aplicacion de la Lisozima.
- 1 no se realiz6 por la baja viabilidad.

Tabla 11.Efectos del acido acético en la liberacién de protoplastos. Los datos
son la media £ DS (n=3).

Eficiencia (%) Viabilidad (%) Regeneracion (%)
Microorganismos ' 4ciqo  Lisozima Acido Lisozima Acido Lisozima

Acético Acético Acético
Aspergillus 73,8 £5,030,8£0,2 85,7+6,72,1 93,1+5,3 -
oryzae
Aspergillus niger 75,2 +4,2 25,8+0,4 84,3 +5,40,6 96,3+ 3,6 -
Candida utilis 76,4 +4520,7¢0,1 86,2+53 14 97,6147 -
Saccharomyces 79,3+ 3,2 35,1+0,2 85,1 +5,63,7 96,5+4,5 -
cerevisiae

Numeros en negrita: resultados de la aplicacion de la Lisozima.
- 1 no se realiz6 por la baja viabilidad.

* . se trata como microorganismo
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Resultados en Microalga Scenedesmus sp.

La Tabla 12muestra los resultados de los tratamientos de induccion de
protoplastos a las 2 y 24 horas, expresados como densidad de protoplastos
viables o nimero de protoplastos viables mL™". El t-Test de comparacién de
medias no mostré diferencias significativas entre los tratamientos a las 24
horas para un nivel de confianza del 95 % (0.05), no siendo asi para los
tratamientos con lisozima y acido tanico a las 2 horas de exposicion donde
existen diferencias significativas para igual nivel de confianza.

Tabla 12. indice de Eficiencia y Viabilidad.

IE %V %
Tratamiento Tiempo (horas)
2 24 2 24
Celulasa % 22,1 35,0 60,0 70,0
Acido Tamico 2% 22,2 70,0 85,0 96,5
Lisozima 1% 15 78,0 90,1 90,0

Control 9,3 24 - -

Tabla 13. Determinacion de la densidad celular.

Concentracién celular (cel. MI'x10%Y + DS
Tratamiento (n=6)
Tiempo (horas)

2 24
Lisozima 1% *2.4+3.2 6.0+4.5 n/s

0.5+0.05 n/s 1.1£0.5 n/s
Celulasa 2%

*0.2+3.0 n/s 1.4+0.1 n/s

Acido Tanico 2%

* Significativo, n/s no significativo
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En cuanto a la eficiencia de induccion (IE) no existen diferencias significativas
entre los tratamientos, para un nivel de confianza del 95 %, en los tiempos de
exposicion a los agentes disruptores de la pared ensayados, los resultados se
muestran en la Tabla 12. La viabilidad (V) de los protoplastos (tabla 12) fue
superior con el acido tanico, con un 96,55a las 24 horas, seguido por la
Lisozima, con la cual se logré un 90% de protoplastos viables.

Tamanio de los protoplastos.

Los resultados obtenidos de las mediciones del tamafio de los protoplastos
para los tres tratamientos (media de 10 réplicas) son similares sugiriendo que
la solucion osmotica empleada es adecuada porque logra estabilizar los
protoplastos evitando la lisis de los mismos, estos resultados se muestran en la
Tabla 14.

Tabla 14. Tamano celular

Valor de pH 5
Tratamiento Tamano de los protoplastos (um)Y £ DS (n=10)
5 7
Lisozima 1% - 26.31+1.1086
Celulasa 2% - 26.71+1.5082
Acido Tanico 2% 25.53+1.6023 -

Tabla 15. Resultados de la regeneracion, con diferentes tratamientos en
Scnedesmus sp. En 24, 48 y 72 horas del cultivo celular simple.

Tiempo (horas) Cel. mL™" x 105

Tratamiento Y + DS (n=6)

24 48 72
Lisozima 1% 86.5 +£0.71 285 £2.0 307 £0.5
Celulasa 2% 7114 283 +£.2.3 323 £2.1
Acido Tanico 2% 73 £1.5 285 £3.3 323 £1.8
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Regeneracion de los protoplastos

El ensayo de regeneracion a partir de los protoplastos inducidos para los tres
tratamientos no mostrd diferencias significativas y la densidad celular (Tabla
13) tuvo valores similares para los tres experimentos y Fig. 9se refiere a los
valores medios de seis réplicas para cada ensayo durante tres dias de cultivo
bajo condiciones de cultivo similares a las utilizadas para el ensayo de
induccion de protoplastos. En la figura 10 aparece la regeneracion del cultivo
en forma comparativa sin diferencias singficativas para un nivel del 95% hasta
las 72 horas.

Pt
‘0 =

Figura9. Protoplastos deScenedesmus sp. Aislados con acido Tanico 2% (p: v).
Cambios morfologicos de un cenobio, luego de 2 horas de induccion (a & b).
Regeneracion de la pared celular después de 16 horas (c). Nuevo
cenobioformado a las 24 horasen medio de Brown (d). Aumento (400 x),
imagen obtenida por microscopia oOptica.
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Resultados de la regeneracién de protoplastos de Scenedesmus sp.

350

300 -

250

024
200 -

m48

150 + 072

100 +

Numero de células/imL-1x10 3

50

0 T T T 1
Lisozima Celulasa Acido tanico Tratamientos

Figura 10. Comparacion entre tratamientos en Scenedesmus sp. Para 24,48 y
72 horas.

Resultados del tamafio de los protoplastos

El tamafo de los protoplastos con acido acético expresados en micras en:
E.coli fue de 2, en B.subtilis de 8, 17 y en B. megatarium de 7,38; en C.utilis
llegd a 34,37 y S.cerevisiae hasta 34, 78; para los hongos filamentosos
A.niger 33.3 y 32,28 para A. oryzae. Con el acido tanico C.utilis alcanzé 42,9
micras, todas las bacterias dieron valores menores de 10 y los hongos
filamentosos no se diferenciaron del tratamiento con acido acético e igual con
el acido férmico. Aunque se hicieron al menos diez mediciones por campo
para 10 campos por tratamiento, se analiz6 que en los estudios similares
revisados y que aparecen en la bibliografia de induccion y aislamiento de
protoplastos con enzimas hidrolasas no se prioriza este parametro, muchos
investigadores no miden los protoplastos microbianos, si los vegetales, y
ciertamente resultan bastante dificil las mediciones; por otro lado el simple
hecho de quesean esféricos es una ventaja para el metabolismo, para el
intercambio de los nutrientes, pero deben ser viables, que es lo mas importante
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por lo que es inadmisible es un protocolo sin determinacién de la viabilidad y
de la eficiencia para hacer los ajustes y continuar los estudios de tipo celular o
molecular segun la aplicacién en que se trabaje, entonces los parametros
fundamentales son el ajuste de las condiciones osmoticas, que se logro en
presente estudio con la aplicacion de sales neutras (cloruro de sodio, y de
potasio) asi como la adicién de cloruro de calcio, las concentraciones no
deben exceder el 2% (p: v) y en lo posible se pueden afadir estabilizadores del
pH comerciales (HEPES, MES) muy recomendados.

Resultados de la regeneracion de los protoplastos inducidos por un método no
enzimatico.

Los protoplastos son activos bioldgicamente y conservan los caracteres de las
células de las que derivan (Hoon et al., 2001); muchos de los estudios sobre la
idoneidad de los mismos como modelos para estudios celulares refieren que
son células capaces de regenerar las paredes celulares y por tanto a las
células como sus antecesores en el caso de unicelulares, y para los
pluricelulares se logran colonias, tejidos completos, organizados hasta el nivel
de organismo, como ocurre en las plantas, debido a ello ocupan un lugar
importante en cuanto a las respuestas celulares a los cambios en el medio
circundante.

Se han hecho esfuerzos significativos para mejorar los métodos de obtencion
siendo la metodologia especifica para cada organismo, debiendo ensayarse
repetidamente las soluciones seleccionadas y sus concentraciones como
estabilizadores osmoticos, azucares alcoholes como sorbitol, manitol,
disacaridos como la sacarosa y sales neutras, cloruro de potasio, cloruro de
sodio, asi como las enzimas hidroliticas de los polisacaridos de las paredes
celulares, lisozima, EC 3.2.1.17, beta glucanasas, quitinasas, solas o en
mezclas de proporciones de hasta 1 y 2% cada una de ellas, conjuntamente
con las soluciones osméticas favorables, necesitando procesos de purificacion
de proteinas antes de su aplicacion lo que no siempre excluye la presencia de
otras enzimas como proteasas que afectan la viabilidad.

Los acidos organicos: tanico, férmico y acético contribuyen a la separacion de
componentes de las paredes celulares, ellos son utilizados en los procesos de
extraccion de las paredes celulares de levaduras, bacterias y hongos
filamentosos, pero no han sido utilizados anteriormente para la obtencion de
protoplastos viables. Algunas experiencias realizadas con acidos organicos en
las bacterias :Bacillus subtilis, Bacillus licheniforme, y en Escherichia coli, en
algas del género Scnedesmus, en levaduras y hongos filamentosos (Hung,
2007; Beovides, Fernandez,M, Fernandez,A., Alvarez,l., Ramos, V, 1997. )y en
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plantas, en Coffea arabica, y otras experiencias realizadas en el laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la Universidad Autonoma de Madrid, Espaia, en 2005--
2007 con plantas que son modelos genéticos: Arabidopsis thaliana, Medicago
sativa, Nicotiana tabacum, Daucus carota y tambien en Solanum lycopersicumy
en cianobacterias los resultados son satisfactorios referentes a la viabilidad y
regeneracion.

La regeneracion de los protoplastos es la prueba que confirma el éxito de los
tratamientos aplicados pues aun cuando hayan sido viables, segun los
resultados obtenidos con las diferentes técnicas de tincidn para la microscopia,
pueden ser por periodos de tiempos cortos debido a que son células muy
estresadas privadas de un componente natural protector y se realiza como un
primer paso para continuar segun el objetivo de estudio, pueden disminuir en
numero en la poblacion hasta por simples choques entre ellos, por lo que en
todos los protocolos de regeneracion se siembran en los medios de cultivos y
condiciones establecidos para el buen crecimiento de los microorganismos , no
es poco frecuente que se manifieste la recalcitrancia o fallos en el crecimiento
del cultivo y si se logra, los por cientos de eficiencia son bajos (Evans, 1981,
Ahiua, 1982; Cheney et al., 1986; Chang y Meng, 1990; Cocking, 1993; Rai y
Bergman, 2005; Tsuchikane, Fuijii, y Sekimoto, 2005).
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Conclusiones

e Se brinda la posibilidad de una alternativa para la obtencién de
protoplastos no dependiente de enzimas hidroliticas en
microorganismos autotroficos y heterotroficos, y se establecen las
metodologias en las bacterias y cianobacterias, hongos filamentosos,
levaduras y microalgas estudiadas.

e EI método hidrolitico con los acidos tanico, formico y acético produce
protoplastos viables enbacterias, levaduras, hongos filamentosos vy
microalgas, detectados mediante técnicas de microscopia oOptica.

e Losesferoplastosinducidos con el acido tanico a partir de las
cianobacterias fueron viables, demostrado mediantetécnicas de
epifluorescencia.

e La regeneracion de los protoplastos inducidos con acidos organicos fue
satisfactoria, manteniéndose la integridad celular de los
microorganismos tratados.
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Recomendaciones

La informacién brindada sienta las bases para elaborar metodologias de
obtencion de protoplastos en otros organismos similares a los estudiados, por
lo cual se recomienda realizar estudios sobre su aplicacion, pues la obtencidn
de protoplastos por métodos no enzimaticos, ofrece ventajas para los procesos
de regeneracion.
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