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RESUMEN

Utilizando relaciones establecidas para la descripcion del crecimiento microbiano y fungico, se
derivé una expresion que, utilizando los parametros morfométricos de una hifa: longitud .
critica (Lc) y didmetro (Dw); y los de la colonia: velocidad de extension radial (u.), longitud de
sus hifas distales (L.v), predice satisfactoriamente el valor de la tasa especifica de crecimiento

(1) de la biomasa. La expresion derivada fue la siguiente

_u, In2
“calc aLav l n( Lc/"/ )
/ D,

Se investigd el crecimiento, bajo diferentes condiciones nutricionales, de Gibberella
fujikuroi en cﬁltivo.liquido, y de Aspergillus niger en cultivo superficial, para comparar dos
mohos de diferente velocidad de crecimiento, cultivados en medios de diferente naturaleza.
Esto con el fin de conocer el rango de validez de la expresion propuesta.

Para el crecimiento superficial de A. niger, se observo que, a menor concentracion de
glucosa, la longitud critica (L;) del tubulo germinal era mayor. El didmetro hifal (Dn) estuvo
inversamente correlacionado con la concentracién de glucosa, y la velocidad de extension
radial (u;) tuvo un comportamiento parabdlico, con un maximo a la concentracién cie glucosa
de 120 g/L. Se enconiré que el proceso de elongacién sigue una cinética de saturacion tipo

Monod (pmax= 0.30 £ 0.035h"!, Ki=132 £ 52 g/L).

La longitud critica del tiibulo germinal (L) fue menor que la longitud alcanzada por las
hifas del borde de la colonia madura (L) por lo que se puede concluir que el volumen de
citoplasma que contribuye al crecimiento en cada estadio es diferente, siendo mayor para el
caso de la colonia madura.




El crecimiento en liquido de G. fujikuroi presenté una morfologia filamentosa dispersa.
La longitud critica (L) mostré (al igual que con A. niger) valores crecientes a menor
concentracion de glucosa. Sin embargo, la velocidad de extension radial fue la misma a las
diferentes composiciones de medio utilizadas, y la longitud de las hifas distales (Lov) mayor a
menor concentracion de glucosa. El didmetro hifal (Dn) en cambio, fue mayor al aumentar la
cantidad de glucosa del medio.

Los parametros que describieron la tasa especifica de crecimiento de los cultivos fueron:
la velocidad de extension radial (us), la longitud promedio de las hifas distales (Lav), la longitud
critica de ramificacién (L), y el didmetro promedio de las hifas (Dy).

El hecho de que la expresion propuesta fuera adecuada para ambas clases de hongos, y
para diferente tipo de medio, se interpreté como un indicio de que la derivacion realizada
tomaba en cuenta, efectivamente, los fendmenos que mejor describen el aumento de biomasa
de un cultivo fiingico. Esto se corroboro por el hecho de que, aun y cuando los hongos elegidos
presentaban comportamientos diferentes en su morfologia, se predijo adecuadamente el valor

de la tasa especifica de crecimiento, para cada uno, y a diferentes condiciones nutricionales.

Este trabajo presenta una nueva metodologia para cuantificar la tasa especifica de
-crecimiento de cultivos fungicos. Se basa en la determinacién morfométrica de los micelios,

durante la fase de germinacion y el crecimiento vegetativo.




e

INDICE

Lista de figuras
Lista de tablas
Nomenclatura

CarfTuLo 1. INTRODUCCION.

1.1. Los hongos filamentosos en la biotecnologia.
1.2. El género Aspergillus. Generalidades.
1.3. El género Gibberella. Generalidades.
1.4. Mecanismos generales del crecimiento de los mohos.

1.4.1. El ciclo de duplicacion.
L.5. Crecimiento fiingico en medio solido.
L.6. Crecimiento fiingico en medio liquido
L.7. Cuantificacion del crecimiento fungico. Revision.

1.7.1. El analisis y procesamiento de Imagenes. Principios, alcances

y limitaciones.
1.7.1.1. El procesamiento de imagenes en la biotecnologia.

Carfruro 1I. ANTECEDENTES.

I1.1. Antecedentes experimentales del crecimiento fungico en m. sélido.
I1.1.1. Efecto de la concentracion de glﬁcosa.
11.1.2. Efecto de los metabolitos secundarios
I1.1.3. Efecto de la actividad del agua (aw) del medio.
I1.2. Antecedentes experimentales del crecimiento fuingico en m.liquido.
I1.2.1. Crecimiento fungico durante la germinacion.
11.2.2. Crecimiento fungico en la etapa vegetativa.
11.2.2.1. Efecto del oxigeno disuelto.
11.2.2.2. Efecto de la concentacion de glucosa.
11.2.2.3. Efecto de las sustancias i6nicas.
I1.3. Modelamiento matematico del crecimiento fungico.
I1.3.1. Modelos para crecimiento flingico en medio sélido.
I1.3.2. Modelos para crecimiento fungico en medio liquido

pagina

[4) B ~SEE &> I

L ® ~ o~

13 -

17

17
18
18
18
19
20
21
21
21,
22
23
23
26




Carfruro IIL OBJL'I‘IVOS.

Objetivo general.
Objetivos particulares.
Hipoétesis.

CAPITULO IV. MATERIALES Y Mtrobos.

IV.1. Los microorganismos. Conservacion de las cepas.
IV.1.1. Aspergillus niger.
IV.1.2. Gibberella fujikuroi.
IV.2. Sistemas experimentales.
IV.3. Composicion de los medios de cultivo.
IV.3.1. Medios para Aspergillus niger.
IV.3.2. Medios para Gibberella fujikuroi.
IV.4. El inéculo.
IV.4.1. Indculo de Aspergillus niger.
IV.4.2. Indculo de Gibberella fujikuroi.
IV.4.3. Inoculacion en caja Petri. .
IV.4.4. Inoculacién en medio liquido.
IV.5. Cuantificacion del peso seco
IV.6. Andlisis de imdgenes. Generalidades.
IV.6.1. Conservacion de la muestira para el procesamiento de imagenes.
IV.6.2. Parametros morfométricos de hifas individuales.
IV.6.3. Parametros morfométricos de la colonia.
IV.7. Métodos de ajuste del modelo.

CAPITULO V. DESARROLLO TEORICO .

V.1. Modelo macroscopico de produccion de biomasa.
V.2. Modelo microscopico de produccion de biomasa.

-~

CAPITULO V1. RESULTADOS Y DISCUSION . PRIMERA PARTE: CRECIMIENTO FUNGICO
SUPERFICIAL DE Aspergillus niger.

VI.1. Crecimiento fiingico colonial en medio sdlido de agar.
V1.1.1. Velocidad de extension radial (ur).
V1.1.2. Longitud distal promedio (Lav) y longitud maxima (Lmax).

VI.1.3. Elongacién del tubulo germinal: longitud critica promedio (L)
y tasa especifica de elongacion (k).

V1.1.4. Didmetro hifal (Dy).

31

33
33
33

35

35
35
35
36
36
36
37
37
37
38
38
39
39
39
40
40
41
42

43

43
45

49

49
49
52

53
55




VI.1.5. Evolucion de la biomasa: tasa especifica de
crecimiento (pops).

VI.1.6. Prediccion de la tasa esp. de crecimiento de la colonia (jicaic)
VI.1.7. Conclusiones del crecimiento fingico superticial de A. niger.

RESULTADOS Y DISCUSION . SEGUNDA PARTE: CRECIMIENTO FUNGICO
EN FORMA DISPERSA DE Gibberella fujikuroi .

V1.2. Crecimiento fungico disperso en medio liquido.
VI.2.1. Velocidad de extension radial (u;).
V1.2.2. Didmetro hifal (Dn) y longitud distal (Lav).
V1.2.3. Longitud critica (Lc) en solido y liquido.
V1.2.4. Prediccion de la tasa especifica de crecimiento (pops).

V1.2.5. Conclusiones del crecimiento fingico disperso de G. fujikuroi.

CONCLUSION GENERAL .
RECOMENDACIONES .
_ BIBLIOGRAFIA .

APENDICE: ARTICULOS PUBLICADOS .

56
56
57

.59

59
59

-59

60
61

62

63

65

67

73




LISTA DE FIGURAS

I.1. téfrﬁéturas caracteristicas de Aspergillus niger

1.2. Estructuras cracteristicas de Gibberella fujikuroi

1.3. Esquema simplificado de una hifa

1.4 Equipo tiﬁco para el procesamiento de imagenes

1.5. Morfologias fungicas tipicas en cultivo sumergido.

11.1. Parametros cuantificados en los tibulos germinales

[1.2. Mediciones realizadas en el borde de las colonias.

IV.1.1. Colonias de A. niger a las 96 horas, a varias conc. iniciales de glucosa.

IV.1.2. Efecto de la concentracion de glucosa en la velocidad de extension
radial de A. niger.

IV.1.3. Curvas de elongacion del tibulo germinal de A. niger en agar.

IV.1.4. Evolucion de la biomasa de colonias de A. niger a diferentes concentraciones
de glucosa, con sus valores de mows obtenidos.

IV.1.5 Comparacién tipo observado-predicho para la tasa especifica de
crecimiento de Aspergillus niger en medio de caja Petri

IV.2.1 Comparacién tipo observado-predicho para la tasa especifica de
crecimiento de Gibberella fujikuroi en cultivo liquido.

LISTA DE TABLAS

L.1. Compuestos de importancia industrial producidos por mohos

IV.1.1. Variacion de la velocidad de extensién radial (u,) con la relacion C/Ny la
concentracion de nitrogenados (urea y sulfato de amonio).

IV.1.2. FParametros morfométricos de las colonias de A. niger a dif. concentraciones
iniciales de glucosa.

IV.1.3. Parametros morfométricos del tubulo germinal.

IV.2.1. Parametros morfométricos de las colonias de G. fujikuroi, a diferentes
mezclas de glucosa-almidon.

IV.2.2. Longitud critica de las hifas de G. fujikuroi, en diferentes tipos de medio

pagina

23
30
46
47

56

56

60
63
64

69

pégina

57

59
62

67

68




it

s

NOMENCLATURA

Dh Didametro hifal, um.
ki1 Tasa especifica de elongacion durante la germinacién, h-1.
k2 Tasa especifica de elongacif:'m de la colonia, h-1.
Ki Constante de inhibicion, g/L
Kus Longitud de saturacion, um.
L Longitud hifal, um
Lev Longitud distal promedio, um.
Le Longitud critica del tibulo germinal al comenzar el proceso de ramificacién, um.
Lrax  Longitud maxima de las hifas distales, um.
Lo Loﬁgitud hifal inicial, que coincide con Dn, pm,
Numero de puntas de un micelio.
S Concentracion de glucosa, g/L.
So Concentracion inicial de glucosa, g/L.
ur Velocidad de extension radial de la colonia, um h-1.
X _ Concentracion de biomasa, en mgp. seco cm-2 (cultivo superficial).
Xmx  Concentracion maxima de biomasa, mgp.seco cm-2,
Letras griegas
o Relacion de tasas especificas de elongacién (kz/k1).
Tasa especifica de crecimiento, h-1.
Haic  Tasa especifica de crecimiento predicha con la expresion propuesta, h-1.
Pmax  Tasa especifica maxima de crecimiento, h-1.
Mos  Tasa especifica de crecimiento, calculada con la ecuacién logistio;a, h-1.
T Tiempo caracteristico de inicio del proceso de ramificacion, h.




CAPITULO I

INTRODUCCION

Los hongos constituyen un reino de la naturaleza, dado que presentan caracteristicas unicas dentro de
los seres vivos. Dentro de este grupo se tiene una amplia variedad de morfologias y nichos, ya que se
agrupan especies muy diversas, desde el bien conocido champifién (Agaricus bisporus), la popular
levadura (Saccharomyces cerevisiae), microscopica y ovoide, indispensable en la industria alcoholica y
de panificacion, hasta el micelio microscopico del moho productor de penicilina (Penicillium
chrysogenum). La produccién de penicilina por este hongo en los afios 40’5, marco el inicio de lo que
hoy conocemos como Tecnologia de Fermentaciones, siendo este desarrollo tecnolégico una piedra
angular de la Biotecnologia actual (Wainwright, 1992).

Antiguamente los hongos eran estudiados por los botdnicos, siendo considerados, hasta
mediados del siglo XIX, como pertenecientes al Reino Vegetal. Sin embargo, dado principalmente a que
no tienen la caracteristica de los vegetales de la autotrofia por fotosintesis, fueron clasificados en un
Reino separado, el Fungi. Segun Herrera y Ulloa (1990) este Reino comprende las siguientes divisiones:
Myxomycota (hongos mucilaginosos), Eumycota (hongos verdaderos) y Lichens (hongos simbiontes).
Dentro de los hongos verdaderos tenemos cuatro subdivisiones: Ficomicetos, Ascomicetos,
Basidiomicetos y Deuteromicetos (Fungi imperfecti). Esta ultima es generalmente designada como la de
los hongos filamentosos, grupo de estructura practicamente microscdpica, que se caracteriza por
formar un micelio bien desarrollado, septado y ramificado, generalmente multinucleado, y que se
propaga mediante la produccion asexual de conidios, que pueden tomar las formas mds diversas. La
importancia industrial, agricola y médica de este grupo es, como se verd mas adelante, indiscutible.

I.1. Los hongos filamentosos en la biotecnologia.

Los hongos filamentosos, designados mas comunmente como mohos, han sido de gran importancia en
la vida del género humano a lo largo de su historia, inicialmente en la parte gasironémica y, a partir de
este siglo, en la industria farmacéutica. ' |

La variedad de compuestos bioquimicos sintetizados por los mohos es enorme, tal y como lo.
muestra, a manera de ejemplo, la Tabla 1.1 (Wainwright, 1992).
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Tabla 1.1. Compuestos de importancia industrial producidos por mohos
Organismos Productos
Antibidticos .
Cephalosporium acremonium Cefalosporina C
Aspergillus fumigatus Fumagilina
Fusidium coccineum Acido fusidico
Penicillium sp. Griseofulvina
Penicillium chrysogenum Penicilina _
Helminthosporium Sicanina
siccans
Acidos organicos ’
Aspergillus niger Acido citrico
A. niger Acido glucénico
A. terreus Acido itacénico
Enzimas
Aspergillus sp. Lipasa, pentosanasa,
Aspergillus niger. proteasa, f-glucanasa,
celulasa, glucoamilasa,
glucosa oxidasa,lactasa,
pectinasa.
A. oryzae oc-amilasa
A. awamori Glucoamilasa
Trichoderma sp Dextranasa, celulasa
Penicillium sp. Dextranasa
Mucor sp Renina
Alimentos tradicionales
Aspergillus oryzae Miso
Mucor, Rhizopus Ragi
Cultivos mixtos Shoyu (salsa de soya)
Misceldneos
Gibberella fujikuroi Giberelinas
Gibberella zeae Zearalenona
Claviceps sp. Alcaloides del ergot
Aureobasidium pullulans Pululano
Sclerotium sp. Escleroglucano

Aparte de las aplicaciones anteriormente mencionadas, los metabolitos de mohos tienen muchos
otros usos conocidos, entre los que se incluyen, ademads de antibidticos, enzimas y 4cidos organicos: la
produccion de micofungicidas por Trichoderma sp. y micoinsecticidas para el control biolégico de
plagas en el campo. En la industria papelera se sigue desarrollando la técnica del bioblanqueo de la
pulpa y el tratamiento de los residuos lignocelulosicos utilizando Trametes versicolor y Lentinus edodes.
En la industria minera, su aplicacion incluye la solubilizacion del carbon de baja calidad o de mineral
muy erosionado; la solubilizacion de minerales .(biolixiviacion) tales como: hierro, niquel y aluminio,
utilizando cepas de Penicillium y Aspergillus, las cuales actuan produciendo dcidos organicos que
facilitan la disolucién del mineral. La bioacumulacion de metales pesados, tales como el uranio, el cual




CAPITULO |. INTRODUCCION ' 3

es adsorbido por el micelio de Aspergillus ochraceus, fijandolo de ésta manera en la fase sdlida
(biomasa), facilitindose su recuperacion. El tratamiento de efluentes industriales que contengan
herbicidas, cianuro, taninos, compuestos fenolicos, carbohidratos 6 4cidos grasos (Wainwright, 1992).

1.2. El género Aspergillus. Generalidades.

El género Aspergillus pertenece a la familia Moniliaceae, orden Moniliales, Clase Hyphomycetes,
Subdivision- Deuteromycotina, Division Eumycota del Reino Fungi. Este género comprende unas
doscientas especies y una gran cantidad de variedades, siendo un grupo heterogéneo de mohos que no
tienen (0 no se les ha encontrado) estadio sexual, llevandose a cabo su reproduccion mediante la
produccién de conidios o esclerotias (Fig.I.1). Su talo es filamentoso, constituido por hifas septadas
ramificadas, generalmente multinucleadas. Los septos estdn centralmente perforados, por lo que se
puede dar la circulacién del nicleo y del citoplasma de una célula a otra. Posee organelos tales como
aparato de Golgi, mitocondrias, reticulo endoplasmico, lomasomas, ribosomas, aparato de Woronin,
lisosomas, vacuolas y microtubulos, todos ellos inmersos en el citoplasma (Laskin y Lechevalier, 1973).

Este género presenta una amplisima distribucion geogréfica, encontrandose ejemplos de sus
miembros practicamente en todo el mundo, desde la zona artica hasta el ecuador (Herrera y Ulloa,
1990). Forman colonias algodonosas y secas, y pueden crecer en la superficie de una amplia variedad
de sustratos (consecuencia logica de la gran diversidad de enzimas que son capaces de producir
extracelularmente). Generalmente, las condiciones necesarias para su crecimiento incluyen que el
sustrato sea organico y que haya cierta humedad. .

Aspergillus niger

Hifa vegetativa

Fig.1.1. Estructuras caracteristicas de Aspergillus niger.
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Por su misma caracteristica de invasividad, este género es multifacético, ya que. puede ser,
dependiendo del lugar de su presencia, desde una plaga molesta, y aun mortal, hasta un aliado de la
industria farmacéutica y alimentaria. Considérese en primer lugar el papel de los aspergilos en el
deterioro de granos y alimentos almacenados y la producciéon de micotoxinas (que generalmente
acompaiia a ésto). Un caso especifico es el de Aspergillus flavus y Aspergillus ochraceus, cuyas toxinas
tienen efecto hepatotoxico y nefrotoxico. También hay que considerar la invasion fungica a la que son
sujetos el papel, cuero y tela, en las regiones humedas de] planeta. En contraste, del género Aspergillus
se tienen los productos industriales, mencionados en la Tabla 1.1, como son los antibiéticos, las enzimas,
acidos organicos y alimentos tradicionales, los cuales son de indudable valor comercial y social.

1.3. El género Gibberella. Generalidades.

El género Gibberella pertenece al Orden Hypocreales, Clase Euascomycetes, Subdivision Ascomycotina,
Divisién Eumycota del Reino Fungi. Es un género generalmente saprofito en el suelo y restos vegetales.
Gibberella fujikuroi es la forma teleomorfa (con reproduccion sexual) de Fusarium moniliforme
(Fig.1.2), el cual es el que se usa industrialmente para la produccion de giberelinas y dcido giberélico
(Breton, 1985). :

Gibberella fujikuroi

OQO

Microconidias

N 4 1 | Ascosporas
Hifa vegetativa

s
Fig.1.2. Estructuras caracteristicas de Gibberella fujikuroi.

Las colonias de-este moho varian del blanco al rosa salmén, que con el tiempo torna a violeta. El
micelio aereo es denso, de aspecto algodonoso 6 polvoso, debido a la produccion de microconidias. Los
microconidioforos (20-30 x 2-3 mm) son no ramificados, formados a partir del micelio aereo, con 1 a
3 fidlides simples elongadas. Las fialides pueden producir dos tipos de conidias: microconidias (5-12 x

1.5-2.5 mm), fusiformes con pocos © ningun septo; 0 mas raramente las macroconidias (25-60 x 2.5-4
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mm) fusiformes, elongadas y multiseptadas. La forma teleomorfa produce peritecios globosos, violdceos
6 azulados, blandos y ostréfados, los cuales se pueden formar superficialmente o dentro de un estroma
camoso. Las ascas son hialinas, cilindricas a claviformes, y contienen de 4 a 8 ascosporas fusiformes
(14-18 x 4.5-6 mm), mono o triseptadas (Samson et al., 1981; Breton, 1985; Herrera y Ulloa, 1990).

I.4. Mecanismos generales del crecimiento de los mohos.

La unidad de crecimiento de los mohos és la hifa, la cual es una estructura tubular microscopica, de
didmetro y longitud caracteristicos, dependientes de la especie y las condiciones del medio. Presenta un
crecimiento longitudinal, y que eventualmente produce ramificaciones (Peberdy, 1980). Axialmente la
hifa puede ser dividida, segiin su composicidn citopldsmica de organelos, en 3 regiones principales:
apical, subapical y distal (Fig.L.3).

Septo Cuerpo apical

] -/

Fig.1.3. Esquema simplificado de una hifa .

Generalmente, ésta segmentacion se da dentro de-un compartimento, el cual es una porcién de
hifa delimitada por septos. En algunas especies, la aparicion de un septo marca el inicio de una
ramificacion, aunque en un mismo compartimento pueden existir varias ramas.

En la region apical se Pueden hallar ribosomas y vesiculas, y es en esta’zona donde se presenta
el crecimiento (Wosten ef al., 1991), mediante el depdsito focalizado de vesiculas y microvesiculas en la
punta,v de acuerdo con la Teoria Vesicular (Bartnicki-Garcia, 1973), la cual propone el siguiente
mecanismo: las enzimas liticas y los monémeros de quitina, necesarios para la sintesis de pared, son
sintetizados y almacenados dentro de estructuras, denominadas vesiculas y microvesiculas, en la region
subapical, y de ahi se transportan hacia la punta, donde se aglomeran en una regién denominada
cuerpo apical (spitzenkdrper), de donde son distribuidas hacia la punta. Ahi la creacion de nueva pared
se lleva a cabo segun el siguiente esquema: las vesiculas, que contienen las enzimas liticas, llegan a la
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pared plasmatica de la punta, uniéndose a ella y liberando su contenido, lo que provoca una
despolimerizacién de la pared en ciertas zonas, debilitindola y permitiendo que el citoplasma se
expanda (debido al turgor de éste) y por consiguiente haya un ligero aumento de area superficial.
Luego entran en accién las microvesiculas, que contienen a las moléculas de quitina y las enzimas que

las polimerizan, llendndose los espacios creados en la pared, produciéndose como resultado neto el
aumento de area de pared.

Esta teoria se ve apoyada por el hecho de que, también en la punta es donde se presenta la
excresion de enzimas (Jaklitsch ef al., 1991), supuestamente gracias a que la pared celular es laxa en
esta zona, lo que permite el paso de moléculas de gran tamario (Peberdy, 1994).

Entre las numerosas dudas que aun faltan por resolver, se encuentra la cuestién de cémo es que
las vesiculas son transportadas, a través de la masa de los organelos, hasta la punta (Peberdy, 1980).
Asi, por deﬁniciéh, en la region apical se da el crecimiento longitudinal de la hifa. Es de hacer notar
que, estudios quimicos han revelado que el material depositado en la punta forma una pared flexible,
pero a medida que ésta pasa a formar parte de la pared lateral se va rigidizando, y ésta velocidad de
rigidizacion parece determinar el didmetro de la hifa. Asi, una alta velocidad provocara un menor
diametro (Farkas, 1990).

En la regién subapical se encuentran casi todos los organelos caracteristicos de las células
eucariontes, tales como nucleo(s), ribosomas, mitocondrias y Aparato de Golgi. Esta es la zona donde
practicamente todo el metabolismo de sintesis de la hifa se lleva a cabo, y por consiguiente es también el
lugar en el que se realiza la mayor absorcién de nutrientes. Aqui se producen las enzimas y precursores
que van a intervenir en la créacion de nueva pared, siendo almacenados en estructuras denominadas
vesiculas y microvesiculas. También hay evidencia de que, en ésta zona, se produce sintesis de nueva
pared, aunque en mucho menor grado que en la zona apical. Esto fue demostrado con experimentos
utilizando como marcadores radiactivos moléculas de glucosa 14C y de N-acetilglucosamina 4C y
realizando la autorradiografia del micelio (Gooday, 1971).

La region distal es la zona mas alejada de la punta, y se cardCteriza por no contener-organelos, -
solamente vacuolas en niimero y tamafo variable, dependiendo de la edad del micelio. En algunas
especies incluso puede Hegar a carecer de citoplasma, por lo que practicamente se convierte en una
region sin actividad metabolica, que va quedando vacia conforme avanza el citoplasma y es retenido
por los septos, por lo que en realidad la hifa va semejando un plasmodio que avanza por un tubo
(Smith, 1975). Generalmente en ésta zona se acumulan los materiales de reserva, como el glicerol, y los
productos del metabolismo secundario, como en el caso de la penicilina (Thomas, 1992; Justen et al.,
1994).
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1.4.1. El ciclo de duplicacién. -

Al igual que las bacterias, 105 mohos presentan un ciclo de crecimiento, definido por eventos citologicos,
aunque la principal diferencia con respecto a los microorganismos unicelulares es que no ocurre la
separacion fisica de la unidad creada. Asi se tiene que, después de la septacién, el compartimiento
apical se elonga hasta alcanzar un tamafio critico, momento en el cual ocurre la division nuclear y se
presenta una nueva septacion. Una caracteristica esencial del ciclo es que el volumen de citoplasma, en
relacion al contenido de ADN, se ha duplicado cuando se presenta la mitosis (Peberdy, 1980). El hecho
de que las ramas dentro de un micelio generalmente no estén sincronizadas en sus ciclos de duplicaciéon
sugiere que, aiin en las especies que presentan septos perforados, el retromezclado de citoplasma entre
compartimentos es muy limitado.

. La duplicacion se presenta por primera vez después de la germinacién de la conidiospora, la
cual da origen a un tubulo germinativo, de dimensiones que dependen de la especie de la que proceda y
de las condiciones del medio, pudiendo variar tanto la longitud como el diametro del la hifa (Trinci,
1969). Al llegar el tubulo a una longitud caracteristica, se completa el ciclo y el resultado es la
formacién de un septo, el cual dara lugar a que se origine una rama, la cual puede aparecer adyacente
a un septo o en algun lugar de la pared lateral del segmento subapical o apical (Peberdy, 1980). Se cree
que en el primer caso el septo actua como barrrera al flujo de vesiculas, causando una acumulacion de
éstas, iniciandose de esta manera un nuevo foco de distribucion (Trinci, 1974). Cuando la rama
aparece en otro sitio se presume que se debe a una acumulacion aleatoria de vesiculas alrededor de ese
punto (Bartnicki-Garcia, 1973). También se puede observar que en algunas ocasiones la punta es la que
sufre la ramificacion, lo cual puede ser debido a que el flujo de vesiculas es mayor a su tasa de
utilizacién en la punta, creandose un punto de insercion adyacente al original.

En general, todos los modelos de crecimiento fuingico propuestos en la literatura se basan en la
Teoria Vesicular para justificar sus suposiciones. Consideran que existe un segmento basico que se
multiplica, acorde con la evidencia experimental vigente. Dada la complejidad y variabilidad de
morfologias en los cultivos fiingicos, la gran mayoria de los modelos son no estructurados, es decir,
consideran a la biomasa como una sola entidad promedio, aunque a ultimas fechas, gracias al
desarrollo mejores equipos de procesamiento de imdgenes y avances en las técnicas analiticas y de
microscopia, empiezan a aparecer un niumero creciente de modelos estructurados.

L.5. Crecimiento fiingico en medio sélido.

Por lo general en la naturaleza los hongos suelen crecer en sustratos mds o menos solidos, aireados y
humedos, lo cual los hace ideales como indculo de procesos de fermentacion sélida, en los que se busca
que el micelio invada lo mds extensamente posible la matriz del soporte. Este sistema ha sido utilizado,




de manera tradicional, en la obtencion de algunos alimentos orientales (Hesseltine, 1972), y mas
recientemente, en el composteo de desechos organicos (Pandey, 1992) para la obtencion de abonos, y
de sustratos para el cultivo de hongos comestibles (Derikx et al., 1990).

8in embargo, dado que la mayoria de los procesos, a escala industrial, contemplan ¢l uso de la.
fermentacion sumgrgida, la fermentacion en medio solide es un sistema relativamente merios estudiado,
hecho que se refleja en el volumen de literatura publicada (Hesseltine, 1972).

El crecimiento fungico en placas de agar ha sido abordado de manera importante por A.P.).
Trinci (1969, 1971, 1974; -}‘iddy y Trinci, 1975; Inch y Trinci, 1987; Robson et al. 1987), por lo que
una revision a sus publicaciones es de interés e importancia para comprender los mecanismos de
crecimiento en éste sistema de cultivo. En general, este autor ha observado que, en condiciones de
limitacion de sustrato carbonado, los mohos tienden a formar hifas mas largas, y un micelio de baja
densidad, es decir, tienen menor frecuencia de ramificacion.

1.6. Crecimiento fungico en medio liquido.

Aunque depende del diseio del equipo, se supone que en medio hquldo no se presentan gradientes de
concentracion de los sustratos, ya que se trata de un sistema que se mezcla continuamente, por lo que
se pueden realizar estudios cinéticos en ausencia de los efectos del transporte de masa. Esto es
especialmente vélido durante la germinacion, cuando la cantidad de biomasa presente es muy baja y las
hifas pueden ser observadas de manera individual. También en esta etapa todavia no.se presentan
limitaciones nutricionales.

~H crecimiento de los mohos en medio liquido puede presentar diversas morfologias, las cuales
van a depender de numerosos factores, entre ellos: la cepa y su velocidad relativa de crecimiento en el
medio utilizado. El crecimiento filamentoso disperso se asocia generalmente a un comportamiento no
Newtoniano del cultivo, mientras que con la formacién de agregados de micelio compactos, se favorece
el mezclado y aereacion del medio, aunque la parte central de éstos generalmente sea inactiva, es decir,
la productividad generalmente es mds baja. El cultivo de mohos en medio liquido ha sido utilizado
principalmente a escala industrial, en donde se han desarrollado los procesos de produccion de .
pénicilina y 4acido citrico, principalmente.

I.7. Cuantificacion del crecimiento fungico. Revision.

La cuantificacion de la biomasa de los mohos presenta algunas dificultades, debido a la estructura que
adoptan al crecer, tanto en medio liquido (donde tienden a formar agregados, que dificultan el
muestreo); como en medio solido, donde, dependiendo del tipo de sistema, a veces la separacién del
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micelio de la matriz del sustrato es practicamente imposible.

Para la deteccion de la biomasa fungica se han utilizado diversas metodologias, casi todas
creadas a partir de una necesidad especifica, por lo que no siempre la técnica mas precisa es la
~ aplicable (Boyle y Kropp, 1992). Se han utilizado diversos enfoques para resolver el problema, los
cuales se pueden clasificar en los siguientes grupos: quimico, enzimatico, gravimétrico y optico (donde
se incluye al analisis de imdgenes), aunque no es raro enconirar que algunas de las técnicas implican al
menos dos de los enfoques para tener un patréon de comparacion.

Dentro de las metodologias quimicas se encuentra la de Frankland et al. (1978) en la cual
cuantifican la hexosamina, que se produce al hidrolizar la qumna presente en la pared celular de
Mycena spp. Comparan ésta técnica con la de la pelicula de agar, la cual es una técnica Sptica, que
consiste en medir el radio y la densidad relativa de las hifas, que se encueniran en suspension en una
pelicula de agar de volumen conocido. Encuentran que Ia técnica de hexosamina es recomendable para
monocultivos, mientras que Ia de pelicula de agar es adecuada para mezclas de microorganismos. Una
de las limitaciones del método de la determinaciéon de hexosamina es que, se sabe que el micelio
presenta diferentes proporciones de quitina, segiin su estado fisiologico, por lo que no se puede utilizar
siempre el mismo factor de conversion (Hepper, 1977).

Oftra sustancia que algunos hongos sintetizan es el ergosterol, por lo que la cuantificacion de
éste es de utilidad cuando existe la presencia de otros microorganismos que, por ejemplo, podrian
influenciar los resultados si se determinara el ATP (Suberkropp et al, 1993). Schniirer (1993)
cuantificé el ergosterol de Fusarium culmorum, Penicillium rugulosum y Rhizopus stolonifer,
encontrando que éste sigue la misma tendencia que la longitud hifal total para los tres mohos, la cual
resultd tener un peso de 4.2 mg/m de micelio, para P. rugulosum. Un problema con el factor de
conversion se presenta al envejecer el micelio, pues se incrementa la concentracion de ergosterol, dado
que el proceso de vacuolizacion conlleva una reduccion en el peso por unidad de longitud, aumentando
la relacion ergosterol/biomasa.

Otra de las sustancias que dan una idea de la biomasa producida es el CO, el cual puede
correlacionarse con el micelio producido, por ejemplo, en un sistema cerrado de columna empacada
con un medio solido (Auria et al., 1993). En éste tipo de sistema se puede también monitorear el cambio
en la caida de presion del lecho, la cual también es un indicativo de la fase del crecimiento en la que se

encuentra el cultivo fungico (Auria et al., 1995), constituyendo éste ultimo método una forma fisica de
evaluar el crecimiento fungico.

Dentro de las metodologias enzimadticas se tiene la de Soderstrém (1977), la cual se basa en la
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hidrolisis (mediada por proteinasas y esterasas), del diacetato de fluoresceina (FDA) el cual fluoresce
durante 30 segundos (una de las limitantes del método). Dado que este colorante tifie unicamente el
micelio metabdlicamente activo, puede correlacionar la intensidad de ftincion con las tasas de
crecimiento y de respiracion, para Saccharomyces cerevisiae y Mortierella ramanniana. Para la
adecuada utilizacion de ésta técnica, el cuidado en el manejo de la muestra es vital para evitar danar al
micelio (Sdderstrom, 1979).

Boyle y Kropp (1992) también utilizaron el ensayo de FDA, con Lentinula edodes, Pleurotus
sajor-caju y Flammulina velutipes, creciéndolos en dos tipos de medio (liquido y “slurry”), comparando
los resultados con las pruebas quimicas del contenido de quitina y de proteina (método de Bradford).
Encontraron que, el ensayo de FDA es el que presenta menor variabilidad, detecta concentraciones mas
bajas y es el més sencillo de realizar, esto en un medio con astillas tipo “slurry”. En medio liquido se
presentd el problema de que la actividad de hidrolisis del diacetato, la proteina y la quitina no
mantenian- una relacién constante con el peso seco del micelio, observandose que algunos hongos
podian disminuir su contenido de proteina celular cuando el medio tenia una baja concentracion de
nitrégeno, por lo que el ensayo de proteina no era confiable. En este medio el mejor ensayo resultd ser
el de quitina.

La cuantificacion de biomasa mediante su peso seco, es la técnica gravimétrica por definicion.
Esta consiste en filtrar un volumen conocido de muestra a través de una membrana, previamente puesta
a peso constante, ponerla a desecar, para después pesarla y, por diferencia, encontrar el peso de la
muesira, El problema con esta técnica es que, para que sea confiable, se debe asegurar que la unica
contribucion al peso sea debida a la biomasa, es decir, que el medio sea totalmente soluble y no existan
particulas suspendidas. Para el caso de fermentacion sélida, donde el micelio y el sustrato estan
mezclados es obvio que ésta técnica es, generalmente, de poca utilidad.

Las técnicas Opticas se consideran a aquellas que reportan un cambio en forma, numero de
elementos 6 color de la muestra. La técnica Optica mas conocida es el conteo de las unidades

formadoras de colonias (CFU), la Tual viene a ser efectivamente un método cuantitativo, que sin

embargo, tiene algunas limitaciones importantes en los cultivos fungicos, dado que su validez parece .

estar justificada solamente en el caso de especies no esporuladas (Schniirer, 1993), 6 cuando se tiene
micelio vegetativo disperso (Hosobuchi et al., 1993a).

Oftra técnica de principio dptico es la espectrofotometria. Este principio fue utilizado por
Ramana Murthy et al. (1993) para monitorear el cambio de la biomasa de Aspergillus niger en un
sustrato sélido (salvado de trigo), mediante la reflectancia de la muestra, es decir, obteniendo el
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conjunto de nameros que describen la naturaleza y magnitud de la diferencia de color, entre la muestra
y un estandar (generalizacion tricromatica). Los autores encuentran una buena correlacion entre la
diferencia de color y la concentracién de biomasa, trabajando con patrones de biomasa de
concentraciones en el rango de 4 al 20 % en peso seco.

El desarrollo de aditamentos para ¢l microscopio, capaces de proyectar o capturar la imagen en
una escala macro, promovid la inquietud de cuantificar las imdgenes. Las primeras técnicas
desarrolladas consisticron en proyectar el campo del microscopio en un papel, donde podia ser copiado
a mano, para después medirlo con un escalimetro (Sundman y Siveld, 1978). El uso de la fotogratia
permite mejorar éste procedimiento, aiin y cuando las mediciones siguen siendo manuales, tal y como
lo muestra el trabajo de Trinci (1969) quien fotografio 1a fase de germinacién y la periferia de colonias
de Aspergillus nidulans bajo el microscopio, realizando las mediciones sobre la proyeccion de las
diapositivas obtenidas. '

En los tltimos quince afios se ha desarrollado la técnica del Procesamiento de Imdgenes en la
cual se utiliza una ciamara de video para capturar la imdgen (Thomas, 1992), y con una computadora
se realiza la digitalizacion necesaria para cuantificar los diferentes campos de ésta (Fig. 1.4). En la
siguiente seccion se amplia éste tema, dada su importancia en el desarrollo de esta tesis.

I.7.1. El andlisis y procesamiento de imdgenes. Principios, alcances Yy
limitaciones.

De manera general, analizar una imagen significa extraer informacion de ésta, mediante una
computadora (Thomas, 1992). En forma mas especifica, es una serie de funciones computacionales que
se realizan sobre una imagen digitalizada para capturarla, mejoraria y cuantificarla.

El equipo que. se emplea para llevar a cabo esta técnica comprende: una camara de circuito
cerrado, conectada al microscopio (en su caso), de donde se capta la imagen, envidndola a una
computadora, que cuenta con el programa (software) necesario para digitalizar la sefial y realizar
operaciones sobre ella; por tultimo, es deseable contar con un dispositivo de salida (generalmente una
impresora). En la Figura 1.4. se esquematiza el equipo que se utiliza cominmente para realizar esta

‘técnica.

A continuacion se hace una breve descripcion del funcionamiento de un equipo de
procesamiento tipico, tomada de la interesante revision realizada por Caldwell et al. (1992).

El corazon de un procesador de imdgenes es el programa, el cual debe tener la capacidad de
realizar las siguientes funciones:
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® Adquisicion: la imagen analégica, capturada con la camara de video, es convertida por la
computadora en una imagen digitalizada, lo que significa transformarla en una matriz de puntos
(pixeles), con un nivel asignado dentro del rango de tonos de gris para cada uno. El tono va de negro
(0) a blanco (255). La pantalla estd definida para capturar un campo de 512 x 512. pixeles.
Generalmente donde se pierde resolucion de la imagen es cuando. pasa por la camara de video, la
cual tiene menor capacidad de resolucion, por lo que es muy importante la adecuada seleccién de
- ésta. La medicion suele ser mds precisa si se ufilizan bajas resoluciones e imagenes de campo
obscuro.

e Mejoramiento: se pueden hacer una serie de operaciones matematicas para mejorar la resolucién de
la imagen, o resaltar la caracteristica que se desea medir. Entre las operaciones mds comunes se
encuentran: modificar (normalizar) el rango de la distribucion de tonos de gris, filtros (funciones:
mediana, no-lineal, gaussiana, laplaciano, de gradiente), erosion y dilatacion de los contornos.

o Segmentacion: se realiza la discriminacion y seleccion del rango de tonos de gris en donde se
encuentra la caracteristica que se desea cuantificar de la imagen. Esto se puede hacer manualmente,
o utilizar un modelo probabilistico, realizandose para ello un analisis del histograma de tonos de gris
de 1a imagen. Otro método comunmente utilizado es el de sustraer a la imagen de interés la imagen
original o ideal (visualizacidn diferencial). También puede utilizarse pseudocolor, el cual es mas
facilmente discernible por el ojo humano que los tonos de gris. Este método es especialmente util
cuando, ligeros cambios en el tono de gris significan un cambio importante en algiin parametro
~ biolégico, como por ejemplo, en el uso de sondas fluorescentes sensibles a cambios de pH o de
potencial redox. Otra opcion es utilizar una camara de video a color (Durant et al., 1994; Vanhoutte

et al., 1995). ’

e Medicion: en un equipo convencional de andlisis, la imdgen obtenida esta en dos dimensiones (2-D),
por lo que ésto limita a una y dos dimensiones lo cuantificable, esto es, centros de gravedad,
longitudes y areas. Las mediciones mds comunes son: numero de objetos, largo, ancho, area,
didmetro, circularidad y tono de gris promedio, ademds dg¢ pardmetros que surgen de la
combinacion de los anteriores. '

e Salida de datos: el aparato que se puede utilizar depende del uso posterior que se le vaya a dar a los
datos. Lo mds comun es contar con una impresora, también se puede generar un archivo y
almacenarlo en diskette 6 en video-cinta.

Una de las limitaciones de esta técnica es que trabaja en dos dimensiones, siendo que la realidad
generalmente se encuentra en tres, por lo que se pierde informacion al pasar por la cdmara de video.
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Salida de datas (). 'mpresoral

Figura 1.4. Equipo tipico para el procesamiento de imdgenes.

El procesamiento de imagenes en 3-D necesita el generér una imagen de 512 x 512 x 512
pixeles, lo que aumenta los requerimientos de computo enormemente, trabajandose en este caso en
voxeles, que requiren una ‘memoria RAM.-de alrededor de 135 Mbites para su almacenamiento
(Caldwell et al., 1992). También el numero de operaciones se¢ incrementa en esta proporcion. For
ejemplo, para medir el diametro promedio de un objeto en 2D se trazan 32 lineas, y se saca el
promedio. Para hacer lo mismo en 3-D se trazan 1024 lineas. El avance mas reciente a este respecto es
el desarrollo de la "microscopia laser confocal”, la cual consiste en utilizar un rayo laser para iluminar
la muestra, y la sefial es procesada por un detector, que selecciona solamente los focos de luz,
elimindndose la luz desviada, con lo cual se genera una imagen clara, equivalente a una rebanada del
objeto, de aproximadamente 0.2 pm de espesor, dependiendo de los lentes utilizados y el tamafio del
orificio por donde se canaliza la luz (pinhole). La imagen obtenida esta en 2-D, pero se convierte a 3-D
si se reconstruye digitalmen'te el objeto, con las imagenes enfocadas a diferentes niveles.

[.7.1.1. El procesamiento de imagenes en la biotecnologia.

Los usos mas comunes del procesamiento de imagenes, con aplicaciones biotecnologicas, han sido los
siguientes: conteo de microorganismos en superficies; la estimacién de biovolumen utilizando las
suposiciones adecuadas de esfericidad; la estimacion de caracteristicas morfométricas para distinguir
entre especies de bacterias; el conteo automdtico de placas; el seguimiento de colonias bacterianas y
fungicas y la visualizacion de las respuestas microbianas a gradientes fisico-quimicos. Casi todos los
trabajos han sido realizados cuantificando el cambio de area de la muestra. Si las células crecen en

monocapa este cambio puede ser relacionado directamente con la tasa de crecimiento.
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Desafortunadamente, rara vez es éste el caso (Caldwell et al., 1992).

El andlisis de imagenes estd siendo utilizado ampliamente en el seguimientd del crecimiento
microbiano. Un gjemplo lo constituye el trabajo de Matzuoka et al. (1990) los cuales monitorearon (en
linea) el efecto de compuestos volatiles sobre la cinética de elongacién de varios mohos. Realizan sus.
experimentos sobre una colonia que crece dentro de una botella de cultivo, con una delgada capa de
agar. Los autores seleccionaban una hifa aérea y, después de comprobar que se encontraba en la fase de
crecimiento lineal, introducian un compuesto voldtil a la fase gaseosa, para ver su efecto sobre la
elongacion. Los resultados, aunque cualitativos, permitieron comprobar, de manera rapida, el efecto de
ciertos compuestos sobre el crecimiento fungico, teniéndose asi una manera practica de clasificar
fungistaticos y fungicidas, segiin la observacion de si se reestablece o no el proceso de elongacion
apical.

Inbar y Chet (1991) cuantificaron la actividad quitinolitica de bacterias que colonizan las raices
del algodén, colocdndolas sobre una placa de agar que contenia el sustrato. Encuentran que existe una
correlacion positiva entre el logaritmo del numero de bacterias, medido por dilucion en placa, con el
area de sustrato decolorada, revelada con Rojo Congo.

Packer et al. (1992) calcularon el volumen celular y la biomasa promedio de cultivos de
Penicillium chrysogenum, basandose en la cuantificacion del drea total del micelio, el 4rea de la region
citoplasmica y el diametro hifal promedio, mediante la metodologia automdtica desarrollada por Packer
y Thomas (1990). Encontraron que el método es confiable en el rango de concentraciéon de biomasa de
0.03 a 38 g/L, aun con la presencia de sélidos suspendidos en concentraciones mayores de 30 g/L,
siendo ésta dltima caracteristica una ventaja sobre los métodos de cuantificacion tradicionales, que
suelen requerir un sobrenadante limf)io. El grupo de Thomas contintia actualmente su trabajo de buscar
aplicacion préctica del analisis de imagen automatizado, y sugieren que puede ser utilizado para
verificar la viabilidad de un inéculo de esporas (Paul et al., 1993), siguiendo en forma estadistica el
cambio del hinchamiento (volumen de las esporas), formacion del tibulo germinativo y la cinética de
elongacion de éste, en respuesta a diferentes composiciones del medio de cultivo.

Willaert y Baron (1993) estudiaron en linea la cinética de crecimiento de levaduras
inmovilizadas en gel de alginato de calcio, en un microrreactor acoplado al microscopio. Logran
monitorear ¢l cambio de una microcolonia que crece en forma esférica, por lo que, al ajustar los datos
con un modelo de fraccion de volumen celular del tipo raiz cubica, y en base a los datos de crecimiento
y calculos de difusividad, concluyen que, a esa escala, no se presentan limitaciones internas en la
trasferencia de masa dentro de la colonia, dado que su cinética es idéntica a la de células en
crecimiento libre.
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Surh et al. (1995), utilizando un analizador de imagenes en 3-D, monitorearon en linea la
concentracién de levaduras dentro de un fermentador, dado que el microscopio (laser cofocal) se fij6 a
una de las paredes del reactor. Para hacer el cdlculo de concentracion de células, se basaron en la

reconstruccion de las imagenes adquiridas a diferentes alturas de enfoque.

Vanhoutte et al. (1995) clasificaron el micelio de P .chrysogenum en 6 zonas, segun su nivel de
actividad metabolica, utilizando para ello técnicas de tincion diferencial, y el procesamiento de
imagenes a color. Esto representa un avance en el planteamiento de modelos de crecimiento

estructurados, donde solamente ciertas partes del micelio estin asociadas a la produccidn de
metabolitos.

El analisis quimico de superficies es posible mediante la deteccion de gradientes de coloracién,
técnica que ha sido empleada en el monitoreo del crecimiento fungico por Olsson (1994), quien
cuantificé las concentraciones de glucosa, fésforo y biomasa de Fusarium oxysporum en caja Petri.
Mediante el uso de una membrana de celofin podia retirar la biomasa facilmente, y revelar el agar.
Midiendo la luz transmitida y la reflejada por la colonia, encontré que ésta ultima era proporcional al
peso seco de la biomasa. Observo que, a bajas concentraciones de glucosa (trabajé en el rango de 15a
6 g/L) la concentracion de biomasa es mayor en el borde que en el centro de la colonia; a
concentracién intermedia, la biomasa esta distribuida de manera uniforme, con una ligera disminucion
en el centro. A alta concentracion de glucosa, el borde y el centro tienen menos biomasa que la region
intermedia. Sin embargo, los perfiles de consumo de glucosa y fésforo fueron los mismos para todos los
niveles probados, lo que le hace suponer que las hifas del borde de la colonia (distales) consumen el

exceso y lo traslocan hacia la region central, tal y como lo demuestran las imdgenes a alta
conceniracion de sustrato.

Los trabajos presentados anteriormente son representativos de los usos que se le han dado a la
técnica de andlisis y procesamiento de imdgenes para el monitoreo del crecimiento fungico, y

seguramente en el futuro serdn ideados muchos mas disefios experimentales utilizando este tipo de
herramienta.







CAPITULO II
ANTECEDENTES

A continuacidn se presenta una revision de los resultados experimentales, y los modelos, que han sido ‘
propuestos en la literatura para describir el crecimiento filamentoso, tanto a nivel individual como en
colonia, clasificindolos para éste efecto segun el medio en-que fueron probados.

IL.1. Antecedentes experimentales del crecimiento fungico en medio sélido.

Una colonia microbiana, que crece sobre una placa de agar, establece una serie de caracteristicas que
han sido descritas por Pirt (1967), 1as cuales son las siguientes: ’

e Las células pueden crecer con la tasa exponencial maxima, siempre y cuando las concentraciones de
nutrientes permanezcan muy por arriba de las constantes de saturacion, y no se desarrolle ninguna
condicién inhibitoria del crecimiento. ' '

¢ Pueden formarse gradientes de concentracion de nutrientes debajo de la colonia.

¢ Eventualmente la concentracion de algin nutriente limitante puede caer a cero debajo del centro de
la colonia, provocando que las células centrales dejen de crecer.

¢ El crecimiento radial de la colonia pudiera estar restringido a un anillo exterior, cuyo ancho puede
permanecer constante, siendo ésto determinado por el balance entre el consumo y la difusiéon de
nutrientes hacia la zona en crecimiento.

¢ Una vez establecido un ancho constante para el anillo exterior de crecimiento, la colonia puede
establecer una tasa lineal de expansion de su radio.

Estos postulados fueron verificados éxperimentalmente para mohos por Trinci (1974). En uno
de sus primeros ti‘abajos Trinci (1969) concluyd que la cinética colonial era idéntica a la de la hifa sin
ramificar, esto es, que presenta las mismas fases: de retardo (lag), exponencial (log), desaceleracién y
lineal. Encontré que una disminucién en la velocidad de extensién radial (llamada por él K,) esta

correlacionada con el aumento en la densidad hifal, y que la temperatura afecta el valor de esta
velocidad.

Trinci (1971) también propuso el uso de la velocidad de extension radial (K) como un
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parametro de cuantificacion del crecimiento superficial de una colonia fungica, ya que le permitié
calcular la tasa especifica de crecimiento fingico mediante la expresion siguiente: Kr=w ., para lo cual
realizé experimentos cortando el borde de la colonia hasta encontrar la longitud minima de corte (w), a
partir de la cual el borde de la colonia sigue creciendo después del corte, debido a que, a partir de esa
longitud, no se pierde el citoplasma del anillo en crecimiento. Para encontrar K: , midié el cambio en el

diametro de la colonia durante un cierto periodo de dias. El autor indica que esta técnica para estimar p

es confiable, siempre y cuando no varie el ancho del anillo exterior de crecimiento (w) durante los
experimentos.

I1.1.1 Efecto de la concentracién de glucosa.

Fiddy y Trinci (1975) al observar el crecimiento de colonias de Geotricum candidum y Neurospora
crassa, enconiraron que, la velocidad de extension radial (K.) disminuia a concentraciones de glucosa
bajas, observandose en general que, en el rango de 20 a 100 mg/L de glucosa, existe una relacion lineal
entre K. y el logaritmo de la concentracion de sustrato. En éste trabajo los autores también calcularon el
valor de la constante de afinidad del micelio por la glucosa (K) encontrando que los valores obtenidos
para medio solido eran mas altos (1440 mg/L) que los presentados en medio liquido (2 mg/L), lo cual
indica una resistencia difusional mayor en medio sdlido, lo cual provocaria ‘que la concentracién de
sustrato en la pared de la hifa fuera diferente (menor) a la del seno del medio.

11.1.2. Efecto de metabolitos secundarios.

La presencia de metabolitos secundarios o productos autoliticos pueden influenciar la extensién del
anillo exterior de crecimiento. Tal es el caso de la produccién de penicilina por Rhizoctonia cerealis
estudiada por Robson et al. (1987), los que observaron que éste producto se difunde mas alla del borde
de la colbnia, afectando la tasa de extension radial, aiin cuando todavia quedan nutrientes en esa zona.
La concentracion de penicilina siempre fue mayor en el centro, donde el crecimiento cesa al
desaparecer la glucosa en esta zona. A tiempos largos, la penicilina era consumida por la colonia.

I1.1.3. Efecto de la actividad del agua (a w) del medio.

Una de las caracteristicas del medio solido es su actividad de agua (aw) variable, generalmente menor a
1.0, lo que ocasiona que el micelio se vea sometido a estrés osmético, por lo que éste ha sido un
parametro de importancia en el estudio de la cinética de crecimiento fungico. Este aspecto ha sido
abordado en el trabajo de Inch y Trinci (1987), en el cual ajustaron la actividad de agua de los medios
con polietilenglicol, encontrando como resultados que la tasa de rendimiento de la biomasa de
Paecilomyces farinosus disminia al bajar aw, lo cual expresa que la energia de mantenimiento del
micelio aumentaba. También observaron que existe una relacion similar entre la tasa especifica de
crecimiento (u) en medio liquido y 1a tasa de extensién radial (K.) en medio solido, como funcion de éw.
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Gervais et al. (1988) realizaron experimentos en agar con T. viride TS y P. roqueforti,
disminuyendo la actividad de agua con glicerol para ver su efecto sobre la velocidad de extension
radial. Utilizando valores de aw de 0.86 a 1.0, encontraron que la tasa de extensién radial presenta un
optimo para ambas cepas, siendo 0.99 la de T. viride y 0.97 la de P. roqueforti, y que, fuera de éstos
valores, se observa un fuerte efecto negativo sobre este parametro.

Oriol et al. (1988) también estudiaron el efecto de a. sobre el crecimiento de Aspergillus niger

y, al igual que en el trabajo anterior, concluyeron que éste es un factor muy importante en la

fermentacion en estado sélido, encontrando que la tasa especifica de crecimiento se ve reducida de
manera importante al disminuir el valor de aw en el rango de 0.98 a 0.91, presentandose a la vez un
comportamiento inverso en el tiempo de germinacién. Estos autores concluyeron que la limitacion del
crecimiento fungico que se observa en muchos de los procesos de fermentacion solida es debida a
problemas en la disponibilidad del agua, aunque no hay que perder de vista también la variable de
densidad de empaque, que afecta el arreglo tridimensional del cultivo y la trasferencia de masa
intraparticula. '

Asi, tenemos que el cultivo de hongos filamentosos en una matriz solida ha sido estudiado
principalmente en el sistema modelo de placa de agar, dado que la observacion del crecimiento en un
soporte tridimensional implica casi invariablemente la destruccion de la muestra, ademds de ser
metodoldgicamente imposible en muchos sistemas por la heterogeneidad del sustrato.

I1.2. Antecedentes experimentales del crecimiento fingico en medio liquido.

A tiempos largos (gencralmente mas de 3 dias), los cultivos fungicos. presentan el problema de
comportamieﬁto no Newtoniano, estableciéndose una suspensién pseudopldstica (Lee y Rho, 1994), lo
cual dificulta la transferencia de oxigeno y la agitacion de manera considerable. Esto es especialmente
acentuado cuando el micelio se desarrolla en forma filamentosa, ya que tiende a formar largas madejas

de biomasa que se enredan en el impulsor, mamparas y sondas, creandose asi heterogeneidades dentro -

del reactor, lo cual va a provocar una disminucion de la productividad del sistema. A este respecto una
de las soluciones propuestas (Nienow, 1990) es el utilizar diferentes configuraciones del impulsor, mas
adecuados para las caracteristicas morfologicas de los micelios.

Una forma de disminuir estos ptbblemas es el favorecer la formacién de agregados fungicos
esferoidales, denominados comunmente pellets, los cuales presentan un ntcleo de formacion y un
didmetro que puede ir de 50 a 5000 pm. Si bien se ha demostrado que, generalmente, el nucleo de un
pellet es una zona inactiva y aun lisada, la formacion de estas estructuras estd asociada a un
comportamiento Newtoniano del medio y a un adecuado nivel de oxigeno disuelto, por lo cual es

%
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recomendable su presencia en muchos de los procesos aerobios a escala industrial.

La germinacion es la etapa del crecimiento flingico mas estudiada, dado que es la mas sencilla
de visualizar. En contraste, la determinacion gravimétrica o quimica de biomasa en ésta etapa es
muchas veces imposible, dado el bajo peso de las esporas y los tubulos germinales.

Se ha observado que la hifa, st bien varia en el valor de sus dimensiones caracteristicas, sigue el
mismo mecanismo de crecimiento en medios liquido y solido, pudiéndose proponer mecanismos de
.crecimiento globales, como el de Katz et al. (1972) quienes presentan un esquema general de
elongacion y ramificacion hifal, que comprende los siguientes tres puntos:

¢ En hifas cortas, la tasa de elongacion apical es proporcional a la longitud de la hifa y a la tasa
especifica de crecimiento.

¢ Cada punta en crecimiento puede extenderse a una tasa que varia entre un valor bajo y un maximo,
caracteristico del organismo e independiente de la tasa de crecimiento.

¢ Un nuevo punto de crecimiento se forma cuando la capacidad de elongacion de la hifa supera a la
de las puntas existentes.

Katz et al. (1972) también observaron que, al aumentar la tasa de crecimiento, crece el nimero

de ramas por unidad de hifa, esto es, la_frecuencia de ramificacion (®) es proporcional a la tasa

especifica de crecimiento (u). Este resultado parece ser dependiente de 1a especie y el tipo de medio
utilizado, ya que ha sido observado el comportamiento contrario en algunos casos (Wiebe y Trinci,
1991). Por ello es recomendable tener precaucion al comparar la literatura. Esto también se aplica en
cuanto al tipo de sistema que se estd utilizando, puesto que el comportamiento es diferente segun si se
trata de un sistema por lotes o continuo.

I1.2.1. Crecimiento fungico durante la germinacion.

Uno de los primeros trabajos en €l que se aborda el proceso de elongacion del tubulo germinal es el de
Smith en la década de los 20’s (citado por Prosser (1991)) en el que menciona que esta etapa sigue una
cinética de primer orden. Esta observacion es valida tanto para medio liquido como para sélido y ha
sido corroborada por otros autores, como Trinci (1969) y Larralde Corona (1992).

Varios investigadores han utilizado micro-camaras de cultivo que pueden ser colocadas bajo el
microscopio para seguir (sin perfurbaciones) el crecimiento de la hifa. Uno se estos trabajos es el de
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Reichl et al. (1990), los cuales, utilizando a Streptomyces tendae, monitorearon el cambio en la longitud
hifal y el niumero de puntas durante las primeras siete horas del proceso, en una camara enchaquetada
de 2 mL de volurﬁen. Encontraron que la longitud total del micelio se incrementa exponencialmente con
el tiempo, a una tasa especifica de elongacion de 0.66 h-1, y que el proceso de ramificacién también es
exponencial, con una tasa de 0.044 mm-1h-'.

11.2.2 Crecimiento fangico en la etapa vegetativa.

El crecimiento de los micelios, en cultivo sumergido, ha sido investigado principalmente en sistemas por
lote (Trinci, 1969; Steele y Trinci, 1975; Trinci y Saunders, 1977; Inch y Trinci, 1987; Wiebe et al,
1990), aunque también se pueden hallar trabajos en quimiostato (Carter y Bull, 1971; Fiddy y Trinci,
1975; Wiebe y Trinci,. 1991; Olsvik y Kristiansen, 1992); sistema dificil de establecer con cultivos
fungicos dada la heterogenidad de la suspension que se presenta despues de un par de dias de
fermentacion.

11.2.2.1. Efecto del oxigeno disuelto.

En experimentos en quimiostato, Carter y Bull (1971) observaron que, a una baja tasa de dilucién (0.05
h-1), la tensidn del oxigeno disuelto, arriba del valor critico de 1.75 mmHg, no tiene ningun efecto sobre
la longitud promedio de los segmentos ni en el grado de ramificacion de Aspergillus nidulans, siendo
éstos resultados diferentes a lo que observaron en cultivo por lotes en matraz agitado, atribuyendo ésto
al tipo de agitacion de cada sistema.

Otro trabajo en el que se investiga la influencia de la tensiéon de oxigeno en quimiostato (con
Aspergillus niger) es el de Olsvik y Kristiansen (1992), los cuales tratan de ver ademas el efecto de la
concentracion de biomasa y la tasa especifica de crecimiento sobre las propiedades reologicas del
medio. Al igual que los autores anteriores, no encontraron un efecto del nivel de oxigeno disuelto sobre
la morfologia; sin embargo, la concentraciéon de biomasa si cambio, afectando el indice de consistencia
del medio. Estos autores sugieren que lo que cambia, ademas del peso seco de micelio, son las
interacciones entre hifas, las cuales no pueden ser cuantificadas visualmente.

11.2.2.2. Efecto de 1a concentracion de glucosa.

Fiddy y Trinci (1975) trabajaron con Geofrichum candidum, en condiciones de limitacion de glucosa
(20-100 mg/L). Observaron que 1a tasa de dilucién no afecta la longitud del compartimento hifal, ni el
diametro de la hifa, ademas de que estos valores son mas bajos que en medio sélido.

Wiebe y Trinci (1991) observaron el efecto de la tasa de dilucion sobre la morfologia de dos
cepas de Fusarium graminearum, una silvesire y una variante colonial que aparece cuando el cultivo
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continuo se prolonga por mucho tiempo. La concentracion de fragmentos de ambas cepas se
incremento al disminuir la tasa de dilucion, lo cual atribuyeron a un mayor tiempo de contacto del
micelio con el agitador. En cuanto a los parametros morfométricos, se obtuvieron resultados
contradictorios, ya que, al aumentar la tasa de dilucién, aumenté en ambas el diametro hifal, pero la
longitud de la unidad de crecimiento de las hifas (Lngs) definida como la longitud total dividida entre el
numero de puntas (Trinci, 1971), en el caso de la cepa variante disminuyo, y para la cepa sﬂl@estre
aumento. Esto significa que la cepa variante presenta una frecuencia de ramificacién mayor que la
silvestre, lo que se manifesto en la viscosidad del medio, que aumenté en el cultivo con la cepa silvestre,
y disminuyd en el cultivo de la cepa variante.

Otro efecto que provoca la limitacion de la glucosa es el fenémeno de vacuolacion (Paul ef al.,
1994), observandose al mismo tiempo una disminucién en la longitud total y en el numero de puntas.
Ellos concluyen que éste es un fendmeno que hace variar la resistencia de la pared, junto con el
esfuerzo de corte, lo que provoca la fragmentacion del micelio que se observa durante la mayoria de las
fermentaciones. Es de hacer notar el hecho de que, generalmente, la tasa de fragmentacion es mayor en
fermentador que en matraz agitado, aun y cuando se utilicen perlas de vidrio u otras particulas que
promueven la abrasion del micelio (Meyerhoff y Bellgardt, 1995).

11.2.2.3. Efecto de las sustancias idnicas.

El crecimiento de una hifa implica un fenémeno de polarizacion, el cual establece la direccién de
elongacion al determinar la direccion de flujo de las microvesiculas (Grove y Bracker, 1970). La forma
en que se provoca esta polarizacién es motivo de discusion, pero en general las teorias mas aceptadas
son las siguientes: existe un flujo de’ protones que modulan la actividad de las proteinas o la
conformacion y actividad del citoesqueleto; o Bien, que esta polarizacion se crea mediante proteinas de
la membrana con grupos de carga expuestos.

La presencia de ciertos iones parece ser de vital importancia para la polarizaciéon de la
elongacion. El efecto del calcio en el crecimiento ha sido abordado por Schmid y Harold (1988) los
cuales concluyeron que, al disminuir la concentracion de Ca** se afecta la tasa de elongacién de la hifa
de Neurospora crassa, siendo esta mads corta y ancha, dando incluso lugar a hifas bulbosas; sin
embargo, la tasa especifica de crecimiento permanece mas o menos constante. De estudios con un
marcador fluorescente concluyeron que la morfologia parece estar controlada por el calcio ligado a la
pared, y no por el que se encontraba disuelto en el medio. ‘

Se ha observado que existe un flujo de cationes dentro de la punta de la hifa durante el
crecimiento, reforzando esta observacion el hecho de que, en células que no estan en crecimiento y no
estan polarizadas no se generan éstas corrientes. Para estudiar esta polarizacion McGillivray y Gow
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(1986) aplicaron campos eléctricos de diferente intensidad durante la germinacion de varias especies,
entre ellas Neurospora crassa y Aspergillus nidulans, encontrando que, con la primera, disminuye el
tiempo de germinacion y aumenta la sincronizacién de ésta, orientdndose el tibulo hacia el anodo. Con
A. nidulans no se dié la polarizacion, y tanto el tibulo como las ramas crecieron hacia el catodo. En
general, las ramificaciones se orientaron al anodo o al cdtodo, segun la especie, lo que no concuerda
_ con el hecho de que en todos los hongos probados hay una cerriente positiva que entra por. el apice de
las hifas, lo cual indica que no existe una correlacion simple entre las corrientes eléctricas endogenas y
1a respuesta a los gradientes de voltaje externos. '

De la revisién anterior se puede concluir que, el sistema de fermentacién sumergida con hongos
filamentosos ha sido ampliamente estudiado; sin embargo, los problemas de mezclado y caracterizacion
de los agregados fungicos estan lejos de resolverse. Una linea muy importante es el desarrollo de
agitadores adecuados a los cultivos fungicos, asi como el mejoramiento de los sistemas de aireacién,
tépicos que indudablemente se encuentran ligados al disefio del equipo. Otra linea es la prediccion y
manipulacion de la morfologia filamentosa, para el control de la feologia y productividad del sistema.

.1L.3. Modelamiento matematico del crecimiento fungico.

Para el modelamiento de cultivos fﬁngicos se han émpleado varios enfoques, dependiendo si toman a la
biomasa como a un todo, o describen el crecimiento individual de la hifa, o si son para cultivo
sumergido o superficial.

En general, los modelos se basan en parametros de concentracion en el medio, es decir, en la
cinética global de la fermentacion. Las expresiones de crecimiento exponencial y las cinéticas tipo
Monod siguen demostrando su validez a través de los experimentos y los afios, por lo que no es raro
encontrar éste tipo de expresiones en casi todos los modelos publiéados.

Los conocimientos de fisiologia y bioquimica son fundamentales cuando se desea proponer un
modelo de crecimiento, mdxime si se pretenden formular expresiones estructuradas. El mecanismo
propuesto por la Teoria Vesicular es, actualmente, el esquema de crecimiento mas aceptado en la

Micologia, por lo que no es de extrafiar que ése sea el enfoque de la mayoria de los modelos publicados
en los iltimos veinte afios.

11.3.1 Modelos para crecimiento fiingico en medio sélido.

Basado en un estudio cinético, Trinci (1969, 1971) propuso que la tasa especifica de crecimiento (la
que denomina o) de un moho en la zona periférica de crecimiento, podia ser calculada mediante los

parametros K. (tasa de crecimiento radial) y w (longitud de la zona de crecimiento) obtenidos en cultivo

'Y
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superficial, y que el valor de o: era muy parecido al de 1a tasa especifica de crecimiento (p) en cultivo
sumergido. Esto sugiere que las hifas en el borde de la colonia aumentan de longitud de manera
exponencial, a una tasa parecida al valor de p, teniéndose con ésto una expresion para predecir mas
rapidamente el comportamiento en cultivo sumergido. Esto seria valido siempre y cuando el valor de w
no fuera influenciado por las variables del medio. Concluye que los hongos filamentosos pueden variar:
la concentracién celular de su colonia (densidad) de tal manera que, el sustrato disponible es
aprovechado eficientemente en alcanzar una mayor velocidad de extension radial, cuando se tiene
limitacién de nutrientes; y que al encontrar una zona de mayor concentracidén, entonces la colonia
crece mas densamente, disminuyendo su velocidad radial.

Koch (1975) desarrollé un modelo, basado en la suposicién de que el crecimiento fiingico sigue
la ley de crecimiento logistico. Deriva una expresiéon que toma en cuenta la geometria del crecimiento,
es decir, puede ser aplicada tanto para el desarrollo superficial de una colonia como para los pellets en
un cultivo sumergido, ajustandose, de manera confiable, los datos experimentales en ambos sistemas de
cultivo.

La idea de que la morfometria es, de alguna rmanera, una aproximacion. adecuada para
describir el crecimiento de la hifa, ha sido manejada también por Trinci y Saunders (1977) que se -
avocaron a caracterizar matematicamente la forma de la punta hifal, con la idea de que, si éste es el
sitio de sintesis de pared, la descripcion de su tasa de formacion deberia estar relacionada con la
cinética de elongacion de la hifa. Concluyeron que la forma de la punta es descrita adecuadamente por
un hemielipsoide de revolucion de alta excentricidad, por lo que la tasa especifica de expansion de la
pared es proporcional a la coténgente del angulo de posicion. En un trabajo posterior, Saunders y Trinci
(1979) introducieron la variable de la elasticidad de la pared, por lo que derivaron una ecuacion
diferencial que relaciona la rigidez de la pared con su curvatura, aunque metodologicamente es dificil
calcular sus parametros. |

Como culminacion de los estudios anteriores, Prosser y Trinci (1979) propusieron un medelo,
* en diferencias finitas, que muestra que la distribucion espacial de las hifas, el proceso de septacion y la
cinética de ramificacion, pueden ser predichos por la Teoria Vesicular. Consideraron -unidades de
crecimiento de longitud caracteristica (segmentos hifales o compartimentos), que se van obteniendo al
alcanzarse una concentracion critica de vesiculas dentro de éstos; ésto lo respaldan experimentalmente
con el hecho de que, efectivamente, existe una unidad de duplicacion (Hyphal Growth Unit), expresada
como una longitud hifal promedio (Lng) asociada a cada punta en crecimiento (Trinci, 1974).
Distinguen entre segmentos apicales e intercalares, dandose la produccion de ramas en estos ultimos.
En su modelo no se considera la influencia de factores externos.
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Edelstein (1982) planteo el uso de la distribucién promedio de la densidad de las hifas, para
describir el crecimiento de una colonia fingica. Define términos algebraicos para tomar en cuenta las
interacciones entre puntas, muerte y creacion de nuevas puntas. El modelo es adecuado para la
descripcion de la biomasa de una colonia indiferenciada de Sclerotium rolfsii (Edelstein et al., 1983).

Georgiou y Shuler (1986) plantearon los balances de sustrato y biomasa.de una colonia que
crece sobre agar, tomando en cuenta las variables de muerte, rendimiento del sustrato, coeficiente de
mantenimiento y diferenciacién celular. Este modelo es itil para explicar los cambios morfolédgicos del
moho, en términos de que se presentan limitaciones en la transferencia de sustratos, en el entorno de la
hifa, pero es complicado el obtener experimentalmente la cantidad de biomasa diferenciada
(conidiéforos, esporas y micelio vegetativo) y los gradientes espaciales de los sustratos en ¢l agar.

Una mejora al modelo anterior fue planteada por Mitchell et al. (1991), ya que simplificaron el
término de biomasa, e introducieronn los términos de excresién de una amilasa, la cual se difunde y
actua contra la matriz sdlida, y cuyo producto de reaccién se difunde en contrasentido, hacia la
colonia, para incorporarse comé nueva biomasa. Este es un modelo para la fase exponencial de
crecimiento, que es cuando se puede detectar la actividad de la enzima. |

En un intento por integrar los conocimientos que se tienen del crecimiento de mohos, a nivel
micro y macro, Viniegra Gonzdlez et al. (1993, 1994) utilizan la definicion del crecimiento binario
simétrico de un arbol (para calcular el nivel promedio de ramificacion) y la distribucion de puntas
activas en un micelio (estimacién de la biomasa que estd en crecimiento, mediante una funcion de ley
de potencia de factor n) para describir la tasa especifica de crecimiento macroscépica de la biomasa. Es
decir, mostraron un tipo de correspondencia entre los pardmetros micro y macroscopicos del
crecimiento fungico. -

Gutiérrez-Rojas et al. (1995a) presentan un modelo que describe el crecimiento fungico, en un
lecho empacado con un soporte simétrico inerte. El modelo se deriva de los balances de materia y
energia dentro de un volumen representativo del sistema, siendo capaz de predecir el comportamier ‘o

del cultivo a concentraciones crecientes del sustrato carbonado, y considerando la naturaleza

heterogénea del lecho empacado. Entre la informacién que aporta, la mas importante es la de establecer
que el paso limitante del crecimiento es la desaparicion del azicar disponible, siendo ésto independiente
de la concentracion inicial proporcionada. .

Asi se tiene que, de manera general, los modelos propuestos para medio sélido, a excepcion del
anteriormente descrito, no contemplan Ia influencia de la composicion del medio, debido a la

‘naturaleza heterogénea del sistema, ya que una fermentacién sdlida implica la interaccién del micelio
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con 3 fases: la matriz sélida, el liquido embebido en ella, y la fase gaseosa. Es de esperarse que, con el

desarrollo de las técnicas analiticas para éste tipo de sistemas, puedan plantearse en un futuro modelos
mas completos que tomen en cuenta éstas interacciones. .

En resumen, se tiene la idea de que p puede ser estimada dividiendo la velocidad de elongacion
de las hifas, llamada K: por Trinci (1971), y en este escrito denominada u:, sobre una distancia critica,
denominada w también por Trinci (1971), y que hasta ahora ha sido dificil de evaluar usando técnicas

‘de procesamiento de imagenes, dado que involucra el conocer el volumen de citoplasma que contribuye
directamente en el crecimiento de 1a punta hifal. Hasta la fecha, la estimacion de dicha longitud se ha -
convenido que sea la llamada Ligu (longitud de la unidad de crecimiento hifal) la cual se define como la -
longitud total (L) entre el nimero de puntas, pero, segun Viniegra Gonzilez et al. (1993) dicha
longitud puede variar en micelios muy pequenios, lo que se discute mas adelante. De ahi que el tema
principal de anélisis consista en definir el valor de esa distancia "w" que, dividiendo a la velocidad de

elongacion apical, estime correctamente el valor de p, definido éste de forma empirica como la tasa
especifica de crecimiento p=1/X (dX/dt).

I1.3.2. Modelos para crecimiento fungico en medio liquido.

El cultive de mohos en medio liquido ha sido muy estudiado, dada su: utilizacién industrial (dcido
citrico y penicilina). En la presente revisién se describen, cualitativamente, los modelos que han sido
propuestos para éste medio. Para mayor detalle de cada uno de los modelos, se sugiere consultar las
fuentes originales. Dependiendo de las condiciones del medio, se sabe que el crecimiento en cultivo
sumergido, puede presentar diversos niveles de agregacion (morfologias), los cualés pueden ser los
siguientes: hifas individuales (micelio disperso); agregados de hifas, laxos y amorfos (agregados
miceliares), y agregados simétricos con un nuicleo compacto (pellets) los cuales se esquematizan en la
Figura L.5.

De manera general, se acepta que la biomasa, en un cultivo fingico sumergido, puede ser
ﬁdescrita, frecuentemente, por un ajuste ciibico, como lo demuestra el trabajo de Pirt (1966), el cual
justifica tedricamente la validez de ésta relacidn, en un cultivo fungico que crece en forma de peliets, y
el cual tiene que ver con la distancia de penetracion (denominada por é1 W) de los sustratos en la masa
de hifas. Utilizando datos del coeficiente de difusion de la glucosa y del oxigeno, calculé el valor tedrico
de W al cual no existe limitacion de cada uno de esos sustratos. Concluyd que el valor minimo de W
para glucosa es de 1 mm, mientras que para oXigeno es de 0.077 mm, por lo que justifica la
observacion experimental mas comun de que, en pellets compactos, los cortes histolégicos muestran un
nucleo lisado, aun y cuando se trabaje a condiciones adecuadas oxigeno disuelto, es decir, la limitante
mas importante del crecimiento es el aporte de oxigeno a las hifas.
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Figura 1.5. Morfologias fungicas tipicas en cultivo sumergido.

Van Suijdam et al. (1982) propusieron un modelo no estructurado, que describe el crecimiento
de pellets de P. chrysogenum en una columna de burbujeo, y el cual integra los balances de biomasa,
sustrato carbonado limitante, oxigeno en la fase liquida y oxigeno en los pellets, y considera un factor
de efectividad para describir el efecto de limitacion de oxigeno dentro de los pellets.

Utilizando el esquema vesicular, Bartnicki-Garcia et al. (1989) crearon un simulador
morfoldgico que reproduce el proceso de germinacion y elongacion del tibulo germinal en pantalla.
Esto se logra definiendo una distancia entre el cuerpo apical y el apice de la punta. Esta distancia se
genera partir de la relacion de la cotangente de la posicion en x (eje axial) por la velocidad de
desplazamiento del cuerpo apical, entre el nimero de vesiculas lanzadas. Utilizan datos experimentales
para calcular ésta distancia, y a la expresion propuesta la denominan hiploide, diferencidndola de la
propuesta, a partir de un planteamiento semejante, por Trinci y Saunders (1977).

Aynsley et al. (1990) utilizaron la aproximacién de considerar a la hifa como un reactor
tubular autoelongable en solo uno de sus extremos, con transporte de nutrientes en toda su superficie,
los cuales, al entrar, son transformados en precursores y transportados hacia el apice; ahi, mediante
una reaccion tipo Michaelis-Menten, son trasformados en biomasa. Haciendo el promedio volumétrico,
fueron capaces de describir el aumento de biomasa dentro del fermentador.

Utilizando un enfoque mixto, Yang et al. (1992 a, b) presentaron un modelo en dos partes: una
deterministica, para represenfar la cinética de crecimiento de las puntas y la septacion; y otra
estocdstica, para describir la ramificacion (direccion y orientacion). Se basaron en datos experimentales
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de la medicion de los angulos de insercion y orientacion de las ramas (Yang et al, 1992a) para
proponer las funciones de distribucion, que resulté ser normal. El crecimiento se establecia por la
difusion del sustrato clave. Con éste enfoque lograron simular el desarrollo de micelio desde la

germinacion hasta la formacion del pellet de un estreptomiceto.

Patankar et al. (1993) a diferencia del resto de los autores, plantearon una manera novedosa de
modelar la distribucion espacial de las hifas: especificando cuantitativamente la morfologia, mediante el
valor de la dimension fractal (D). Dicho parametro representa la distribucion de masa M en un
elemento de volumen, dentro de un objeto fractal tridimensional de longitud r, de acuerdo con una ley
de potencia de la siguiente forma: M(r)=rP , donde D toma cualquier valor positivo, menor a dimension
Euclidiana de 3. La ventaja de éste enfoque es que la dimension fractal es insensible a la dilucién -por lo
que no depende de la concentracion absoluta de biomasa- siendo de ésta manera un indice morfolégico
muy conveniente. Experimentalmente obtuvieron ésta cantidad de masa midiendo la dispersién que
causan las hifas de un haz ultrasonico. El modelo, geométrico y probabilistico, contempla la elongacion
(a tasa constante) de las puntas viables, y la formacion de ramas nuevas, las cuales son perpendiculares
a la hifa generadora, y la direccion que siguen se define estocasticamente. Encontraron una alta
correlacion de la dimension fractal con el indice de compresibilidad y la constante de Kozeny (que tiene
que ver con el flujo a través de lechos empacados), observando que la torta formada por un caldo con
pellets era mas compresible que la formada por el que contenia micelio disperso, y que las suspensiones

con pellets tenian una dimension fractal mas baja que las miceliares.

La tendencia en el campo del modelamiento biolégico, es el de proponer esquemas cada vez
mas integrados, que contemplen tanto la estructura microbiana como la bioquimica del proceso de
crecimiento, y produccion de metabolitos. Esto va siendo posible a medida que las metodologias a nivel
citologico se refinan. Un esquema totalmente integrado debiera contemplar todas las reacciones que
ocurren en el organismo, pero, dado que se calcula que son mas de mil (Nielsen, 1992), un enfoque

mas practico es el de considerar las principales, o al menos las detectables.

Un esfuerzo encaminado a éste enfoque es el que presenta Nielsen (1992, 1993), el cual se
1ot . wodelo morfolégicamente estructurado, integrado mediante esquemas estequiométricos de
reaccion, en el cual se toman en cuenta tres procesos principales: 1) Captacion del sustrato, 2)
Formacién de la biomasa y productos metabodlicos, y 3) Excresién de éstos productos. Su naturaleza
estructurada radica en que toma en cuenta 3 entidades morfolégicas: apical, subapical e hiral,
presentdndose el crecimiento inicamente en las dos primeras. El cambio de un forma a otra se lleva a
cabo mediante un grupo de reacciones empiricas de metamortosis, de primer orden, las cuales vi:- -

..zblecer los procesos de ramificacion, crecimiento de la punta y diferenciacién (vacuolizacién). Para

describir lo que pasa en el volumen del fermentador realiza un bala:ico <3 ;-1 lecis b e ot

1
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Este modelo logra describir adecuadamente los cambios de concentracion de sustratos y productos
durante la produccion de penicilina; sin embargo, la cuantificacién de las diferentes mortologias es

dificil y requiere un mayor refinamiento.

Meyerhoff y Bellgardt (1995a) consiguieron simular una fermentacion de penicilina por lote
alimentado, tomando como modelo basico el -crecimiento del pellet, construido a partir de capas
radiales de densidad constante de micelio, acoplando ademas, los fendmenos de germinacion,
precultivo, fragmentacion del pellet y produccion de penicilina ligada a la morfologia. De esta forma,
explican la distribucién de tamanos del pellet como una consecuencia de la distribucion gaussiana
(truncada en el tiempo) de la germinacion de las esporas. Para considerar el proceso de fragmentacion
propusieron una expresion empﬁ'ica, que considera una funcion lineéal de probabilidad de ruptura
(Waam), que se basa en la edad promedio del cultivo. Observaron que, después de la ruptura, ya no se
recupera el nivel de la tasa de crecimiento, aun cuando se alimente mas glucosa y aire, por lo que
concluyen que el micelio resulta dafiado. Consideran que la penicilina no se produce en las puntas, por
lo que cada micelio tiene una zona improductiva. Asi, si el valor de la unidad de crecimiento hifal (Lngu)
disminuye, significa que hay mas ramificaciones, y por lo tanto mds puntas, por lo que la productividad
disminuye. Proponen una tasa de produccion de primer orden, y una hidrélisis constante. Aclarando
que, al final de la fermentacion la morfologia predominante es la del micelio disperso, los autores
enfatizan la necesidad de acoplar otro modelo al final. También proponen un modelo simplificado, que
acorta el tiempo de simulacion (Meyerhoff y Bellgardt, 1995b).

En resumen, la fermentacion en medio liquido ha sido mas ampliamente descrita que la de
medio sdlido, sin embargo, también presenta dificultades técnicas y conceptuales por resolver. Los
modelos descritos son los mds representativos, y en general, el objetivo de la mayoria de ellos es la

‘ descripcion de lo que sucede durante una fermentacion fungica de manera global.







CAPITULO III
OBJETIVOS

lLa idea principal, en la que se baso este trabajo, fue la siguiente: se sabe que es posible, mediante el
procesamiento de imagenes, realizar el seguimiento microscopico de la elongacion hifal, y que ésta es la
causal directa del aumento de la biomasa, por lo que, en principio, si se lograse cuantificar el cambio
total de volumen, y se conociera la densidad de este micelio, seria posible estimar la biomasa producida.

Desde el punto de vista experimental, se sabe que, una vez establecido el crecimiento vegetativo,
es practicamente imposible diferenciar cada segmento hifal individualmente, pues tanto en sélido como
en liquido se da la agregacion y entrecruzamiento de las hifas, pr’oduciéndose una masa compacta de
micelio al cabo de poco tiempo, dificultandose enormemente la observacién, aun en los casos que se
realizan altas diluciones, por lo que el simple seguimiento de las hifas resulta de poco éxito practico.

Desde el punto de vista conceptual, el problema principal ha sido el definir, de una manera
operacional, la unidad de crecimiento, es decir, el médulo de la biomasa que se duplica en una cierta
unidad de tiempo. Trinci (1969, 1971, 1974) acufié el término de "unidad de crecimiento hifal”,
asociada a una longitud caracteristica (Lngu) que se estima dividiendo la longitud total (Lt) de la hifa
entre el nimero de puntas (Nt): Laga=Lr/Nr. Viniegra-Gonzilez et al. (1993) han sugerido un médulo
distinto, denominado ke, y que es la distancia entre la punta de un segmento distal y el primer sitio de
ramificacién. Estos autores han propuesto que la longitud, total, en funcidén del analisis combinatorio
entre segmentos y puntas de cualquier arbol binario, esta dada por:

Lr=L N.
Dondé L es la longitud media de los segmentos y N; el numero de segmentos, que puede ser
‘calculado como:

Ns=2NT -1

Por lo que
Lr=L (2Nr- 1)
Dividiendo entre Nt se obtiene lo siguiente

Lngu=L (2N7- 1)/Nr
Cuando 2Nr>>1 esta expresion se aproxima a
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Lhgu~ 2L
Pero si-L y L. son aproximadamente iguales, entonces
Lhgu = 2 L¢

La ventaja experimental de trabajar con Lc consiste en que ésta pudiera ser cuantificada durante
la primera etapa del crecimiento, cuando todavia no se da el entrecruzamiento de las hifas, o puede ser
medida en el borde de cultivos densos de superficie o sumergidos.

Dado lo anterior se decidié que, si se querian utilizar datos morfométricos para predecir el
crecimiento fingico, era necesario trabajar en las zonas de espacio y tiempo en las que se pudieran
tomar mediciones facil y confiablemente. Esto corresponde, en tiempo, a la germinacién de las esporas,
y en espacio, al borde de la colonia.

La estimacion del pardmetro p es clave para el modelamiento de todos los procesos de
fermentacion, pues de ahi se pueden estimar muchas de las propiedades de un cultivo, tanto en la
modificacién del medio de cultivo como en sus actividades metaboélicas.

En los cultivos en superficie, ésta medicion se puede realizar mediante el trabajo laborioso de
medir la densidad de biomasa del cultivo, pero ésto no siempre es posible cuando se trata de cultivos en
medios pbrosos, de geometria irregular y composicion compleja. En cambio, la mediciéon de las
longitudes de las hifas distales y de las velocidades microscopicas de elongacién es factible, en principio,
para cualquier cultivo de micelios observables al microscopio.

Por tanto, el desarrollo de un modelo empirico que relacione la. morfometria con la estimacion
de p resulta de gran interés, especialmente para caracterizar cultivos flingicos en medias muy diversos.
En forma global se espera que esta tesis contribuya a _sentar bases empiricas de las relaciones que

existen entre la morfometria microscopica y la _evolucion gravimétrica (macroscédpica) de cultivos
fungicos modelo (Aspergillus niger y Gibberella fujikuroi).

La importancia de encontrar éstas relaciones, es la de justificar y validar a la morfometria como -
una herramienta de monitoreo de fermentaciones fingicas, para buscar una manera de acortar el
tiempo de andlisis de este tipo de procesos. En ésta tesis se recapitulan algunos de los modelos conocidos
del crecimiento de las hifas, para predecir el valor de la tasa especifica de crecimiento (p), la cual se
estima, a partir de la cuantificacién del peso seco, mediante la expresion logistica, para utilizarla como
patron de comparacion. El modelo logistico es comunmente aceptado como modelo empirico adecuado
para la descripcion del crecimiento de un cultivo fungico.
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Se decidié que resultaba de interés predecir la tasa especifica de crecimiento de la biomasa, con
dos mohos de diferente velocidad de crecimiento, y en: diferentes sistemas de cultivo: superficial y
sumergido. Ademas, se planed modificar la morfologia mediante la variacién de la concentracion de la
fuente de carbono, para tratar de encontrar, indirectamente, una expresion de validez mas general, que

contemplara el efecto de la concentracion de glucosa sobre ¢l crecimiento fungico global.

También se quiso investigar si la morfometria de los cultivos fungicos, en medio liquido, estaria
correlacionada con pardmetros basicos del crecimiento de las hifas, en medio sélido, como un ejemplo
adicional en el cual los estudios morfométricos pudiesen ayudar a predecir la conducta de los
agregados fungicos.

De la revision realizada, y‘ de los antecedentes experimentales en el campo, se plantearon
diversas cuestiones de interés, de ahi que en la presente tesis se propusieran los siguientes objetivos:

Objetivo general

& Establecer la relacion funcional entre la morfometria del crecimiento fungico y la sintesis de
biomasa, en cultivos sdlido y liquido.

Objetivos particulares

& Froponer parametros morfométricos que describan el crecimiento de las hifas de hongos
filamentosos, eligiéndose como modelos a Aspergillus niger y Gibberella fujikuroi.

& Seguir el crecimiento de las hifas, tanto en la fase de germinacidon como durante el crecimiento
vegetativo, en placa de agar y en medio liquido.

& Evaluar los pardmetros morfométricos elegidos y la sintesis de biomasa.
& Establecer las correlaciones existentes entre los parametros morfométricos y la biomasa sintetizada.

Hipdtesis

& El seguimiento de la morfometria microscépica del micelio permitird predecir el comportamiento
macroscépico de 1a biomasa del cultivo.




PPV




CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

Uno de los problemas en el estudio de los mohos, durante una fermentacion solida, es 1a cuantificacion
de la biomasa, ya que el micelio se encuentra muchas veces fuertemente adherido a la mairiz sélidé,
dificultando su separacion. Para resolyer este problema, se han propuesto principalmente dos técnicas:
el medir un compuesto especifico de los mohos, como es el caso de la quitina y la glucosamina; y el -
procesar digitalmente la imagen del hongo creciendo en el sustrato, si bien para ésto se tienen no pocos
problemas que resolver en cuanto a la forma del muestreo.

En este trabajo se utiliz6 el procesamiento de imagenes, técnica que se puede manejar gracias a
que los medios de cultivo son totalmente solubles, transparente en el caso de medio liquido, y

translicidos en los medios con agar. También se cuantificé la biomasa, utilizando la técnica del peso
seco.

I1.1. Los microorganismos. Conservacion de las cepas.

I1.1.1.Aspergillus niger:
Se utiliz6 la cepa de Aspergillus niger No. 10 var. hennebergii (Raimbault, 1980), pmporcnomda por el
ORSTOM (Institut Francais de Recherche Scientifique pour le Développement en Cooperanon)

La conservacidn de la cepa se realizé en agua estéril, segiin el protocolo presentado por Smith
(1991), y que consistié en crecer y dejar esporular la cepa en un medio adecuado (Agar Papa-Dextrosa
en este caso), cortar tiras de la colonia (con todo y agar), y depositarlas en recipientes con tapa de
rosca, que contengan agua destilada estéril. Estos se guardaron a temperatura ambiente (entre 5y 20
°C). La viabilidad de la cepa se conservo sin problemas por mas de un afio.

11.1.2. Gibberella fujikuroi:

La cepa utilizada fue la de Gibberella fujikurci IMI 58289 (Commonwealth Mycological Institute, U.l(),
proporcionada por E. Cerda, de la Universidad de Sevilla (Espaiia). La conservacion de la cepa se realizo
en viales con agar Czapek (su composicion se muestra mas adelante), almacenéndosé a4 la

reactivacion y obtencién de esporas se llevaba a cabo tamblen en agar Czapek, cultivindolo a 28 °C
durante 7 dias.
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I1.2. Sistemas experimentales.

El sistema elegid> para medio solido fue la caja de Petri (diametro = 9 cm), de plastico. En todos los
casos se depositaban 20 mL de medio en cada caja, con lo cual se obtenia una profundidad del medio
de aproximadamente 0.5 cm.

Para los experimentos en liquido, con G. fujikuroi, se utilizaron diferentes sistemas. Se

describen a continuacién cada uno de elios

1) Matraz Erdenmeyer, de 250 mL, con tapén de algodon y gasa. Se unhzo un volumen de medio de
100 mL por matraz. La agitacion utilizada fue de 250 rpm, y temperatura de 28 °C, dentro de un
agitador orbital de matraces marca Labline.

2) Fermentador instrumentado de 3 litros de volumen nominal, al que se le agregaban 2.5 litros de
medio. Se tenian dos agitadores tipo Rushton y 4 mamparas. Las condiciones que se utilizaron en todas
las corridas fueron: agitacion de 500 rpm; temperatura constante de 28 °C, pH de 5 y aireacion de 1.5
litros por minuto. Como inéculo se utilizaron 250 mL de un cultivo liquido, en matraz agitado, de 48
horas de edad. El oxigeno disuelto no fue controlado. La solucién de oligoelementos se agregaba una
vez frio el fermentador, esterilizindola al momento de usarse con un filiro estéril (Millipore™) de 0.2
mm de diametro de poro.

I1.3. Composicion de los medios de cultivo.

Los medios utilizados fueron diferentes para cada uno de los mohos, dado que sus requerimientos
nutricionales asi lo exigieron. Se buscé que, en cada caso, el medio fuera lo mas transparente posible, y
que promoviera un crecimiento adecuado, aunque no tan abundante. que dificultara la obseérvacion al
microscopio.

I1.3.1 Medios para Aspergillus niger.

La relacion C/N .del medio basal fue de 12 (g/g), y los oligoelementos se agregaron en una
concentracion tal que no se presentara la limitacion de estos compuestos a lo largo del proceso. Este
medio era adecuado para promover un crecimiento vegetativo vigoroso, tanto en medio liquido como
en agar.

El media basal tuvo la siguiente composicion (g/L): Glucosa (10), (NH4)28Qs (0.98), urea
(0.24), KHzPO4 (0.50), MgSO4TH20 (0.6), extracto de levadura (0.1), sol. de oligoelementos (2 mL/L).

de oligoele tos (/L): FeSO4  H20 (2.5), ZnSO4 « 7H20 (11), MnSO4 « H20 (2.15),
HsBOs (5.5), (NH)eM07024 « 4Hz0 (0.55), Naz:EDTA (25), CoClz+ 5Hz0 (0.8), CuSO4+ 5H20(0.8).
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Para los experimentos a diferentes concentraciones de glucosa y relaciones C/N,.solamente se
variaba la cantidad de glucosa utilizada, excepto en donde se especifica alguna otra condicion. El
extracto de levadura contribuyd con algo de nitrégeno al medio, sin embargo, dado que el contenido de
este elemento era de aproximadamente 7.4% en peso, su uso no modificé de manera importante la
relaciéon C/N.

11.3.2. Medios para Gibberella fujikuroi.

Se utilizaron medios con mezclas de glucosa y almidon, probandose un total de siete composiciones
diferentes. Los medios permitian el adecuado desarrollo del micelio.

El medio Czapek tiene la siguiente composiciéon (g/L): NH«NOs (0.96), KH:PO4 (5.0),
MgSO7H-0 (1.0), sol. de oligoelementos (2 mL/L). Las mezclas de glucosa y almidén se calcularon de
manera que en todos los casos se conservara una cantidad de carbohidratos totales de 80 g/L. Las
composiciones, expresadas en porcentaje de glucosa, fue la siguiente: 25, 37.5, 50, 62.5, 75, 87.5 y 100
%. El pH de los medios se ajustd a 5. La solucion de oligoelementos fue la misma que para A. niger.

11.4. El inéculo.

Dadas las caracteristicas de crecimiento y esporulacion de cada cepa, el inéculo varié en cada una. A.
‘niger presenta una esporulacién abundante y muy visible (negra), por lo que la obtencién y
cuantificacion de las esporas no representa problema alguno. Para G. ﬂzjz’kumi'el caso es el contrario,
ya que presenta una esporulacion muy escasa, y de color blanco o cremoso, lo que dificulta su
observacion. Para éste organismo, se presentd la necesidad de realizar un precultivo, pai‘a utilizarlo
como inéeulo. '

I1.4.1 Inéculo de Aspergillus niger.

En los experimentos se utilizaron esporas recién cosechadas como inéculo, y para obtener éstas se
inoculaba una gotas de la preparacion de conservacion en medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA, Oxoid
CM139), y al cabo de cinco dias se cosechaban las esporas de la superficie de la colonia, utilizandose
una solucion estéril de Tween 80 al 0.1%, y un agitador magnético, al que se dejaba raspar la superficie
de la colonia por aproximadamente 15 minutos. La suspension obtenida se vaciaba a un matraz estéril,
y de ahi se tomaba una muestra para realizar el conteo de esporas utilizando una cdmara de Neubauer.




11.4.2. Inéculo de Gibberella fujikuroi .

Dada la baja tasa de crecimiento de éste moho, se vié la conveniencia de realizar la germinacion previa

de las microconidias, en un medio liquido, para posteriormente. utilizar la suspension de micelio y

esporas obtenida como indculo. Esta suspension se obtenia de Ia siguiente manera: de cultivos en agar

Czapek, crecidos durante 7 dias, se obtenian microconidias, las cuales eran suspendidas con agua

estéril, para ser utilizadas como inéculo, en una proporciéon 1/10 (v/v), de medios liquidos Czapek.
Estos se cultivaban por 48 horas a 28 °C, para ser utilizados inmediatamente como inéculo.

11.4.3. Inoculacién en caja Petri.

En el medio de ggar se utilizaron dos tipos de inoculacion (en césped 6 por piquete), para caracterizar
el crecimiento a dos njveles: 1) El crecimiento individual (la hifa ), y 2) El crecimiento colonial ( el
micelio). »

La inoculacién tipo césped consistia en depositar una cantidad conocida de la suspension de
esporas en el centro de la caja Petri, dispersdndola con una barra de vidrio, de manera que en toda la
superficie hubiera una distribucion uniforme de esporas. El volumen utilizado de suspensién fue
generalmente de 0.5 mL, para tener una concentrgeion final de esporas de aproximadamente 1 x 103
esporas/caja. En éste sistema se siguio el proceso de geyminacion hasta que las hifas presentaban las
primeras ramificaciones, después de Jo cual era pricticamente imposible distinguir algo que no fuera
una madeja de micelio. En estas cajas también se realizd el seguimiento del peso seco de la biomasa
sintetizada, que se expreso en forma de X [=] mgpeso seco/ CM2.

. La inoculacién en piquete se realizaba depositando el indculo en el centro de la caja, cuidando
que no se dispersara el liquido, para lo cual se utilizaba un bajo volumen de suspension de esporas
(aprox. 10 pl), y una punta de pipeta adecuada a este volumen, ehterrdnédola ligeramente en el agar
antes de depositar ¢l inéculo, para formar un pocito. Con éste tipo de inoculacion se lograba obtener
una. cQlonia circular por caja, particularidad sumamgute adecuada a la hora de medir el cambio del
didmetro, e 1a colonia. También permitia la medicion de las hifas distales en el borde de la colonia, y
que se encweniran en condiciones cuasi-estacionarias de crecimiento, ya que van cubriendo al agar que
tiene la composicién original del medio. Este hecho se vid corroborado por la observacion de una tasa
lineal de aumento del radio de la colonia.

Para Gibberella fujikuroi
Para éste organismo se utilizaron también las inoculaciones por piquete y tipo césped, utilizindose los
mismos volumenes de suspension utilizados para A. niger.
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11.4.4. Inoculacién en medio liquido.

La suspensién de micelio y esporas de G. fujikuroi fue utilizada como inéculo, en una proporcion 1/10
(v/v) con respecto al medio de cultivo.

I1.5. Cuantificacion del peso seco.

Dado el hecho de que se trabajé con un medio completamente soluble, se pudo utilizar la técnica de
cuantificacién del peso seco de la biomasa, ya que se podia tener la seguridad de que lo medido era
efectivamente la biomasa, y no particulas suspendidas del medio.

Para el caso de crecimiento sobre agar, se tuvo la necesidad de realizar un pretratamiento
sencillo a la muestra para eliminar la presencia de agar en el micelio. Los experimentos se realizaron
por duplicado. La metodologia realizada en ambos tipos de medio se describe a continuacion.

En medio lig‘ uido: Un volumen conocido'de muestra era filtrado al vacio, a través de una membrana
Millipore™ de 0.45 mm de tamaiio de poro (en el caso de A. niger), o un papel filiro Whatman No.40
(para G. fujikuroi), previamente puestos a peso constante dentro de un desecador. La muestra era
secada en una estufa a 60° C, durante 24 horas; después s¢ almacenaban en un desecador toda una
“noche, pesandose posteriormente en una balanza analitica. El peso seco de la muestra se obtenia de la
diferencia del peso de la membrana o papel filtro, antes y después de haber filirado la muestra,
dividiendo entre el volumen filtrado. El resultado s¢ reportd en mgpeso seco/ MLmedio.

En medio sdlido (agar): El micelio presente en la caja Petri se separaba del agar, con ayuda de una
pinza de diseccion, colocindose en un vaso de precipitados de 500 mL, el cual contenia 150 mL de
agua destilada acidificada (pH 2). Esto se mantenia en ebullicion por dos minutos, dentro de un horno
de microondas a 1a maxima potencia. Esto para permitir que los restos de agar adheridos al micelio
fueran completamente solubilizados. Después se procedia de la misma forma que con el medio liquido.

El resutado se reportd en mgpesoseco / cm?2 de caja. La superticie de una caja Petri de 9 cm de didmetro se
considero ser de 64 cm2. -

I1.6. Andlisis de imagenes. Generalidades.

Para realizar las mediciones morfométricas se utilizé el programa IMAGENIA 2000 (Biocom, Francia).
El equipo constaba de un microscopio Carl Zeiss, conectado a una cdmara de circuito cerrado, en
blanco y negi'o, modelo Sentinel EEV PS46510 (G&C, Inglaterra), la cual enviaba la sefial a una
~computadora HP386, equipada con una tarjeta digitalizadora Matrox y un coprocesador matematico
387, tras lo cual la imagen aparecia en un monitor de color marca Acer, mientras que en la pantalla de




la computadora se podia ver el menu del programa, y de ésta manera trabajar sobre la imagen. El
programa contenia las opciones necesarias para segmentar la imagen, aplicar filtros y otras serie de
operaciones para mejorar la hmgeﬁ, y para realizar las mediciones de longitud, drea y factor de forma,
entre las mas importantes. '

Las mediciones sc¢ realizaron manualmente, moviéndose el campo del niicroscopio y
capturando el micelio en turno, para evitar sesgar el muestreo. Cuando se requeria mediciones
macroscopicas, tal y como es el caso del radio de la colonia, se tenia otra camara, con el lente
adecuado, fija en un sistema para fotografiado.

Todos los experimentos se realizaron por lo menos dos veces, para corroborar la
reproducibilidad de los resultados. Las mediciones de radios de la colonia se hicieron por quintuplicado;
la medicion de longitudes y didmetros hifales se realiz6 tomando muestras de 30 6 50 hifas por caja o
matraz, por duplicado. El andlisis estadistico de los datos (ANOVA) se realiz6 con el programa SAS y en
Excell 5. '

I1.6.1. Conservacion de la muestra para el procesamiento de imagenes.

Las muestras, tanto solidas como liquidas, fueron procesadas lo mas pronto posible, sin embargo, dada
la cantidad de replicados, fue necesario utilizar un método para preservar las caracteristicas
morfométricas de la muestra por varios dias. Para ello se utilizé el fijado con una solucién de formalina,
la cual es una mezcla volumétrica de etanol al 50%:sol. de formaldehidoicido acético glacial
(200:13:5), que se agregaba a las muestras liquidas en proporcion 1:2, y a las muestras solidas se le
rociaba directamente sobre la superficie del agar. Esta solucién preservaba la longitud del micelio, sin
embargo, se observé cierto cambio en el didmetro de las hifas a las pocas horas de encontrarse en
contacto con esta solucién, por lo cual se decidié medir éste pardmetro en fresco y antes de cualquier
oftro, para evitar este efecto.

11.6.2. Pardmetros morfométricos de hifas individuales.

Independientemente de si el medio era liquido o sdlido, se cuantificaron ciertos parametros cuando se
presentaban hifas individuales, que correspondian a la etapa de germinacion. A continuacion se
describen cada uno de éstos:

Longitud (L). Largo del tibulo germinal a cualquier altura del proceso de germinacién, medida desde
la conexion de la espora con el tibulo hasta el dpice de éste.

Longitud critica promedio (Lc ). Largo promedio del tibulo germinal a la cual se observa aparecer la
primera ramificacion. Esto marca el fin de la germinacion, y comienzo de la etapa vegetativa.
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Didmetro de hifa (D s ). Promedio del ancho de las hifas.

Para cuantificar estos parametros en cultivo sumergido se tomaba la muestra liquida y se
depositaba en un portaobjetos, se cubria con un cubreobjetos y se procedia a colocarla bajo el
microscopio. Para seguir el crecimiento en medio solido se tomaban rectingulos de agar de
aproximadamente 1 x 3 cm, se fijaban con la solucién de formalina y eran colocados en un
portaobjetos para poder manejarlo en la platina del microscopio.

Medicion de los tubulos germinales

D=E1n D

5y

Figura II.1. Pardmetros cuantificados en los titbulos germinales.

11.6.3. Parametros morfométricos de la colonia.

La colonia miceliar, obtenida de la inoculacién por piquete, era sujeta a dos niveles de medicion: macro
y micro. El primero era el Didmetro de colonia, el cual era medido durante varios dias, para calcular la
velocidad de extensién radial (u.). Habia que colocar la caja completa en un sistema para fotografiado,

para poder obtener la imagen digitalizada de la colonia, a la cual se le estimaba el didmetro equivalente
a su perimetro digitalizado. '

A nivel micro se observaba el borde de la colonia, para medir las hifas que alli crecen
(denominadas distales), para lo cual se colocaba bajo el microscopio una muestra del bloque de agar
que contenia a ésta seccion . Los parametros (Fig.I1.2) medidos en ésta region fueron los siguientes:

Longitud distal promedio (L., ). Largo promedio de las hifas desde la punta hasta la primera
ramificacion visible.




Longitud méxima (Lumex ). Largo maximo, de la-punta hasta la primera ramificacion, que era alcanzado
por las hifas distales.

Figura II.2. Mediciones realizadas en el borde de las colonias.

I1.7. Métodos de ajuste del modelo.

Para calcular los pardmetros de las diferentes ecuaciones, se utilizé tanto una hoja de cdlculo (Excell 5),
como un programa comercial (Enzfitter, Sigma), el cual contiene subrutinas de ajuste no lineal, que
utilizan el algoritmo de Marquardt para minimizar la suma del cuadrado de los errores residuales.




CAPITULO V

DESARROLLO TEORICO

En éste capitulo se desarrollan las ecuaciones que se utilizaron en la derivacion de una expresion de la
tasa especifica de crecimiento , en términos de los parametros morfométricos de las hifas individuales y
la colonia fungica.

En un trabajo previo (Larralde Corona , 1992), se realizé el estudio de las cinéticas de
germinacion, tanto en medio liquido como en placa de agar, resultando ser, aproximadamente, un
proceso de primer orden con respecto a la longitud L del tibulo germinal, tal y como se encuentra
reportado en la literatura (Prosser, 1991; Carlsen et al., 1996). Para completar el conocimiento de la
cinética miceliar, se hizo Ia caracterizacién morfométrica de éstos, accion que marcoé la diferencia con
los enfoques propuestos por la literatura, pues ésto vino a complementar la informacion que se tequeﬁa
para realizar la propuesta de éste trabajo, dado que integro informacion micro y macroscépica en una
sola expresion.

A continuacién, se muestra la deduccién de la ecuacion de la tasa especifica de crecimiento, en
funcién de parametros morfométricos de la hifa individual y de la colonia.

V.1 Modelo macroscépico de produccién de biomasa

El crecimiento de una poblacién microbiana, dentro de un sistema por lote, generalmente presenta una
cinética de crecimiento sigmoidal, que comprende cuatro fases: retardo (lag), exponencial (log),
estacionaria y muerte. Han sido propuestas varias expresiones para ajustar esta curva, las cuales
generalmente contienen pardrfietros que no fienen necesariamente un sentido mecanistico o biolégico,
pero que, sin embargo, describen la tendencia de los datos experimentales adecuadamente.

Una de estas expresiones es la ecuacion logistica, que es un ajuste empirico a la curva de
crecimiento (Okazaki et al., 1980), y la cual considera que, al principio, el crecimiento es exponencial,
con una tasa de crecimiento constante, caracteristico de una fase en la que los elementos celulares son
tndependientes unos de otros. Conforme pasa el tiempo, la tasa especifica de crecimiento disminuye,
hasta que, eventualmente, la poblacion alcanza un valor limite (Koch, 1975). La forma de esta
expresion es la siguiente:
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.éfY_ = X(l————{—) «.(V.1)
X e

En esta ecuacion, Xmx €8 un valor de biomasa limite del sistema, y el parametro p es
aproximadamente la tasa especifica de crecimiento observada en la fase exponencial de la curva (pme),
en donde X<Xmex, y la cual sera considerada como el valor experimental de la tasa especifica de
crecimiento (o). La expresion logistica ya ha 81d0 utilizada por diversos autores (Okazaki et al., 1980;
Koch, 1975; Oriol ef al., 1988; Viniegra Gonzdlez et al.,, 1993) en la descripcién del cambio de la
biomasa de un cultivo miceliar, tanto en crecimiento superficial como sumergido.

Se sabe que m varia con la concentracion del sustrato limitante, y que este cambio es descrito
adecuadamente por la expresion de Monod (Monod, 1949) de la siguiente forma:

#mS
K+ S

p = (V.2)

Donde K; es la constante de saturacion, que corresponde al valor de concentracion de sustrato
en donde el valor de p es de Yzpmax. Las expresiones V.1 y V.2 han sido ampliamente utilizadas en el
ajuste del crecimiento miceliar, ya que han demostrado su validez descriptiva.

Es comiin que, con altas concentraciones de sustrato, se presente una disminucién en la tasa

especifica de crecimiento, lo cual puede ser descrito introduciendo en la Ec.V.2 un término de
inhibicién, de manera que se obtiene la siguiente expresion:

[.lmaxS

“:
Ks'+5(l+—£)
Ki

Cuando S>>Ks, y suponiendo que Ki >> K, la ecuacion V.3 puede reescribirse como:

- (V.3)

M max

1+(S/Ki)

n

7] w(V.4)

Las ecuaciones anteriores han sido utilizadas, principalmente, para la descripcion de la cinética
de cultivo de poblaciones bacterianas, las cuales se reproducen por division binaria (Pirt, 1967); y
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aunque los mohos no siguen precisamente este mecanismo de crecimiento, también presentan una
"unidad de duplicaciéon" definida (Trinci, 1974), por lo que pueden ufilizarse estas expresiones para
modelar su crecimiento, en sustratos con alta concentracién de la fuente de carbono, tal y como ha sido
demostrado por Oriol et al. (1988) y Gutiérrez Rojas et al. (1995). Cabe hacer notar que p €s un
parametro empirico, que se determina por el ajuste matemitico de modelos de! crecimiento de una
masa de micelio, y que ésta masa generalmente se expresa en términos gravimétricos (/L 6 mg/cm?),
segun se trate de cultivos sumergidos o de superficie. -

V.2 Modelo microscdpico de produccion de biomasa

La biomasa fiingica también puede ser caracterizada por su forma y tamario, lo cual implica
estudios de morfometria (Trinci, 1974; Packer y Thomas, 1992; Nielsen, 1993; Viniegra-Gonzalez et al.,
1994; Larralde Corona, 1992). Los cambios morfométricos que pueden ser cuantificados son: cambio
del radio de la colonia en el tiempo (u~ dR/dt), longitud (L) y didmetro (Dn) de la hifas, tanto en el
borde de la colonia como en un micelio individual. Estos parimetros pueden ser utilizados para
describir el crecimiento de la colonia flngica.

En los hongos filamentosos, ha sido observado (Steele y Trinci, 1975) que la elongacién de las
hifas, y Ia frecuencia de ramificacién (®) de éstas, son variables interdependientes. Esta dependencia es
inversa, es decir, una rapida extension axial de la hifa provoca una menor producciéon de ramas, y
viceversa (Trinci, 1974). La frecuencia de ramificacion (®) es la velocidad especifica de aparicion de
una nueva rama, es decir, el inverso del tiempo (1) transcurrido, desde que una rama, con longitud L,
alcanza la longitud critica L, después de la cual aparece una nueva rama. Viniegra Gonzilez ef al.
(1993) propusieron que el fendmeno de ramificacidn puede ser aproximado considerdndolo un proceso
binario, que depende de la tasa de aparicién de puntas (ramificacion del micelio, @), y que éste cambio
va a estar relacionada con un incremento en la biomasa, dado que las puntas son las partes activas,
encargadas del crecimiento del micelio (Peberdy, 1994). Daso ésto, la expresion, de primer orden, del

incremento exponencml de la biomasa, puede ser igualada con el proceso de ramificacion (aparicion de
puntas) de la siguiente manera: :

X
L=t =29 V.5
X, (v.5)

Considerando que @ es el inverso t , se reacomoda la ecuacién anterior, para obtener una
expresion para p en funcion del tiempo caracteristico t, de la siguiente forma:
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La ecuacion anterior es la conocida expresion para el calculo del tiempo de duplicacion,
utilizada comunmente en la Microbiologia. En este caso fue derivada de la Eq. V.5, que considera a la
ramificacién como un proceso binario. '

Para caracterizar a un micelio se requiere conocer la longitud critica promedio (L) a la que se
forma una nueva rama. Esto se consigue ficilmente sigui‘erido el crecimiento a partir de la germinacion
(Trinci, 1974), hasta la aparicion de la primera rama. Este proceso sigue, aproximadamente, una
cinética de primer orden, tal y como ha sido demostrado por diversos autores (Trinci, 1974; Nielsen,
1992; Larralde Corona, 1992; Viniegra Gonzalez et al., 1993) expresandose como:

dL
— =k L e (V.7)

dt !

Al integrar considerando que al tiempo t =1, L = L , se obtiene la _l_ongitud critica promedio

como:
L ,=L,eh" V.8)

Reacomodando la Ec. V.8, ¢l valor de 1 se obtiene de la siguiente forma:

r=—t Tod (V.9)

Por otro lado, el valor de dL/dt (Ec. V.7) también puede estimarse a nivel global,
macroscopicamente, siguiéndo el avance periférico superficial de la colonia, en donde la tasa promedio
de extension hifal corresponderia a la tasa de extension radial observada (u:), tomdndose en cuenta de
esta manera a las hifas de crecimiento promedio, ya que son las que pueden ser observadas en el borde
de 1a colonia. Siendo asi considerada, la Ec. V.8 puede reescribirse como:
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ur=k, L, (V.10

Donde Lo es la longitud promedio de las hifas que crecen en el borde de la colonia (hifas
distales), considerandola desde la punta hasta la interseccion con la primera ramificacién observable; y
kz es la tasa especifica de elongacion. Cabe sefialar que ki y k. presentan una relacion del tipo : kz=aki.

Igualando las Ecs. V.6 y V.9, se obtiene una expresion més simple para p, como. una funcién
inversa de <. Substituyendo la expresion para k. de la Ec. V.10, se obtiene una expresiéon para p en
funcion de uy, Lc, Lev y Lo como:

u, In2

Heale = a‘Lav l.n( L %‘o)

Es importante hacer notar el hecho de que esta ecuacion solamente utiliza parametros
morfométricos del micelio, para predecir la tendencia global de la biomasa. También se puede inferir
que, aquellas condiciones fisicoquimicas que provoquen un cambio en la tasa especifica de crecimiento
(especificamente su valor mdximo, en la etapa exponencial), van a ser evaluadas indirectamente a
través de su efecto sobre la morfologia de las hifas. Esto puede ser facilmente verificado mediante la
variacién de la concentracion de la fuente de carbono del medio, la cual se sabe tiene un efecto
determinante sobre la longitud, didmetro y grado de ramificacion del micelio (Trinci 1969, 1971).

. (V.11)

Del seguimiento del crecimiento de la hifa individual, a iempos largos, se ha observado (Trinci,
1971; Carlsen et al., 1996) que la tasa de elongacion presenta un comportamiento anilogo al de la tasa
especifica de crecimiento, en la que se tiene una cinética de saturacion tipo Monod, por lo que podemos
utilizar ésta expresion para describir lo que sucede con la longitud hifal de la siguiente manera:

dL u L

—_—— (V.12
da Kg +1L )

Resolviendo para t= t cuando L=Le se obtiene

r= %[KSL(“‘[LAD +(L, - Lo)] welV.13)
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Con ésta expresion es posible calcular el valor de Ksi, el cual, se puede proponer, nos estaria
indicando una longitud caracteristica, que esta relacionada con la velocidad de extension radial (u;) de
la colomia. Es de hacerse notar que la Ec. V.13 toma en cuenta los fendmenos microscopicos
(elongacién individual) de las hifas.

La estimacion de L. puede ser obtenerse de mediciones en las fases tempranas del cultivo,
cuando apenas empicza a ramificarse el micelio. Sin embargo, ésta fase parecen no ser, directamente,
fisiolégicamente equivalentes a lo que sucede con la colonia madura (Trinci, 1974; Gooday, 1995).
Dado ésto, se propone que también se realice la estimacion del valor medio (L. de los segmentos
distales de las hifas, en el borde de una colonia, donde el crecimiento se encuentra en estado
estacionario, debido a que las hifas estdn en contacto con medio fresco (Pirt, 1967; Trinci, 1971). Es de
esperarse que la distribucién de longitudes siga una funcién de distribucion normal o de Gauss (Molin
et al., 1992; Viniegra Gonzilez et al., 1993), y de que el valor promedio (Lav) sea un parametro mas
importante en la descripcion del micelio maduro.




CAPITULO VI

RESULTADOS Y DISCUSION
PRIMERA PARTE:

CRECIMIENTO FUNGICO EN FORMA SUPERFICIAL DE
| ASPERGILLUS NIGER.

VL. 1. Crecimiento fuingico colonial en medio sélido de agar.

Los experimentos sobre agar fueron realizados a dos niveles: crecimiento colonial (cajas con
inoculacion por piquete), y germinacion (cajas con inoculacion tipo césped). Se siguié el crecimiento
individual promedio de las hifas, desde la germinacion de las esporas, hasta la aparicion de las primeras
ramificaciones; y se cuantificé el comportamiento colonial, morfométricamente, tomando en cuenta a
las hifas distales, y gravimétricamente, mediante el peso seco del micelio (cajas con inoculacion tipo

césped). Se utilizaron las concentraciones de glucosa (So) de: 10, 40, 70, 120 y 300 g/L, a una relacién
C/Nde 12.

A continuacion se muesiran los resultados obtenidos. Primeramente, para las colonias (velocidad
de extension radial y longitud de sus hifas distales). Después se abordaran los resultados para las hifas
durante la etapa de germinacion. Finalmente se presentan los resultados de biomasa total sintetizada
por la colonia (y su tasa especifica de crecimiento, pos), y 1a prediccion obtenida (peac) utilizando la
expresion propuesta (Ec.V.11).

VI.1.1. Velocidad de extension radial (u »).

La velocidad de extension radial fue cuantificada como, el cambio del radio de la colonia en el tiempo,
obteniéndose un comportamiento lineal (r2=0.99) reproducible, y una alta circularidad de las colonias,
para todas las concentraciones de glucosa (Fig.V1.1.1).

Inicialmente se probé un amplio rango de concentraciones de glucosa (0.1, 1, 10, 40, 70, 100,
120, 200 y 300 g/L), a una relaciéon C/N de 12, para conocer el comportamiento de éste parametro
ampliamente (Figura VI.1.2).
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Figura VI.1.1. Colonias de A. niger a las 96 horas, a varias concentraciones iniciales de
glucosa (0, 0.01, 0.1, 1, 10, 40, 70, 120, 200 y 300 g/L).
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Figura VI.1 .2. Efecto de la concentracién inicial de glucosa en la velocidad de extension
radial de A. niger (valores promedio de 3 experimentos).
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Se encontrd que la u, era practicamente la misma para los niveles mas bajos de glucosa (5,=0.1,
1y 10 g/L), aun y cuando existia una diferencia de dos érdenes de magnitud en la concentracién. Este
resultado indico que, si bien la densidad de biomasa (hifas por cm?) era diferente a estos 3 valores de
glucosa (Fig.V1.1.1), la tasa de elongacién de la colonia era la misma, por lo que, aunque sintetizando
menos biomasa, la invasividad de la colonia (en cuanto a distancia cubierta) se mantiene. Este es un
mecanismo de adaptacién de los mohos bien conocido, en el cual, para un rango dado de
concentracién de la glucosa, se mantiene la ur aproximadamente igual, pero varian el grado de
ramiticacion del micelio (Trinci, 1971; Koch, 1975).

La u, presentd un incremento a concentraciones de glucosa mayores de 10 g/L, observandose
una region de velocidad maxima en el rango de glucosa de 40 a 120 g/L. Para concentraciones de
glucosa mas altas, la ur disminuyé. Sin embargo, la densidad de micelio de las colonias era mayor,
como pudo ser corroborado mediante la cuantificacion de la concentracion de biomasa.

Con el proposito de verificar si el efecto observado sobre u. se debia, efectivamente, a la
cdncentracién de glucosa, o a la relacion C/N del medio, se realizaron experimentos (Tabla VI.1.1) en
los que, a una concentracidn inicial de glucosa de 1 g/L en todos los casos, se varié el valor de la
relacién C/N (0.12, 1.2, 12 y 120) modificando la concentracién de los compuestos nitrogenados. Los
valores de u, se compararon con los obtenidos al dejar fija la concentracién de compuestos
nitrogenados en 1 g/L, y variar la concentracién de glucosa (0.1, 1, 10 y 100 g/L), para obtener los
mismos valores de C/N que el caso anterior.

Tabla VI.1.1. Variacion de la velocidad de extension radial (u :) de A. niger con la relacién
C/N y la concentracién de compuestos nitrogenados (urea y sulfato de amonio).

C/N Glucosa = 1 g/L Nitrogenados = 1 g/L
Nitrog.(g/L) ur (um/h) Glucosa ur (um/h)
0.12 - 10 332+ 13 0.1 285+ 12
1.2 1 -~ 313+ 12 1 322+13
12 ol 298+ 7 10 355+ 12
120 0.01 314+9 100 673111

(Presentado en Larralde et al., 1993).

Lo que se observa en la Tabla VI.1.1 es que, la velocidad de extension radial es muy similar en
todos los casos en los que se tiene un mismo nivel de glucosa, independientemente del valor de C/N,
aun y cuando éste se vario en 3 ordenes de magnitud. Cuando se tenia una concentracion fija de
glucosa (1 g/L), el variar la relacion C/N (moviendo la concentracién de nitrogenados) no tuvo un




efecto apreciable sobre la ur, 1a cual tomé un valor promedio de 314 + 14 um/h. Sin embargo, cuando

se fij6 la concentracién de compuestos nitrogenados (1 g/L), varidandose la glucosa, se pudo notar que,
primeramente, el valor de u: obtenido a 1 g/L de glucosa (322 um/h) corresponde efectivamente al
valor promedio anterior; también se observa que el valor de ur obtenido a 100 g/L de glucosa es
practicamente el doble (673 pm/h) que los obtenidos a las concentraciones de glucosa mas bajas, atin y
cuando estan nutricionalmente mas balanceados (menor C/N).

Se decidi6 de ésta manera que era adecuado trabajar en el rango de concentracion de glucosa
de 10 a 300 g/L (C/N=12), porque en ésta zona era donde se observaba un efecto mayor la velocidad
de extension radial, y sobre la concentxacio’h de biomasa (como se vera posteriormente), ademas de ser
una region de interés practico, dada la habilidad de este organismo de crecer en condiciones de estrés
osmoético, como son las que imponen altas concentraciones de glucosa. A éste respecto podemos
mencionar las observaciones de Gervais et al. (1988), los cuales, utilizando polietilenglicol para
disminuir la aw del medio, encontraron que existe una region optima, fuera de la cual ur disminuye. En
nuestro caso, la alta concentracion de glucosa va a estar efectivamente deprimiendo la aw del medio,
siendo el valor minimo utilizado de apmximadart{ente 0.93 a 300 g/L de glucosa (Oriol, 1987).

VI.1.2. Longitud distal promedio (L &) y longitud distal maxima (L max).

En el borde de las colonias de A. niger se realizé la medicion de las hifas distales, desde la punta hasta la
interseccién con la primera ramificacion visible. Generalmente ésto no representd ningin problema,
pues en todos los niveles de glucosa era posible observar hasta 3 ramificaciones, antes de que el micelio
fuera una masa compacta. La longitud madxima se consideré como aquel valor experimental mas
grande de la distribucion de longitudes distales, el cual resulto ser, aprdximadamente, la media mas dos
veces la desviacion estdndar (Tabla V1.1.2).

Tabla VI.1.2. Pardmetros morfemétricos de las colonias de A. niger,
a las diferentes concentraciones iniciales de glucosa.

-~

Glucosa Ur Lay Liax
g/ (um/h) (um) (um)
10 346 + 18 218+ 94 542
40 556 + 28 542 + 272 1219
70 614 + 31 461 + 254 1200
120 580 + 29 452+ 228 874
300 381+ 19 642 + 291 1166
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Como se puede observar en la Tabla VI1.1.2, la longitud distal (L), obtenida a la concentracion
de glucosa de 10 g/L, es la menor, y la obtenida a 300 g/L es la mayor. Para el rango de concentracion
vde 40 a 120 g/L, la Lev tiene un valor practicamente constante, considerando la desviacion estindar de
los valores. Al comparar los valores de la velocidad de extension radial de la colonia (u,) con la longitud
promedio de las hifas (Lav), se puede notar que éstos pardmetros no varian de la misma manera con la
concentracion de glucosa, como pudiera esperarse. Esto ha sido atribuido- (Molin ef al, 1992) a la
distribucién de dngulos de ramificacion del micelio, los cuales no fueron medidos en este trabajo.

VI.1.3. Elongacién del tubulo germinal: longitud critica promedlo (Lc) y tasa
especifica de elongacion (k 1).

El proceso de germinacion tuvo lugar dentro de las primeras veinte horas, después de la inoculacion de
las esporas. Se siguio6 la elongacion de los tiibulos germinales, encontrandose que éste proceso, hasta la
aparicién de la primera ramificacion, sigue una cinética sigmoidal (Fig. V1.1.3). Se puede notar que, en
el nivel de glucosa de 300 g/L, el proceso de germinacion presento un retraso de aproximadamente 6
horas, con respecto al resto de las concentraciones de glucosa. Esto indicd que las esporas tenian
inhibido el proceso de emergimiento del tubulo. Este comportamiénto de retraso de la germinacion, en
medios con alta concentracién de glucosa ha sido observado, para la misma cepa de A. niger, por Oriol
(1987) quien lo atribuye a la baja actividad de agua que provoca el azicar en el medio (aprox. 0.93 a
300 g/L de glucosa), que es un valor bastante bajo, considerando que, en general, para los mohos el
valor éptimo se encuentra alrededor de 0.98 (Gervais et al, 1988), que corresponde a una
concentracion de glucosa de 86 g/L (Oriol, 1987).
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Figura VI.1.3. Curvas de elongacién del tibulo germinal de A.niger,en agar. Se indican las
concentraciones iniciales de glucosa y el tiempo en que aparece 1a primera ramificacién, a
la longitud critica L..




La longitud mdxima alcanzada por el tiubulo germinal, al momento de presentarse la primera

ramificacion, se denominé longitud critica (L:). Como se puede ver en la Fig.V1.1.3 (y numéricamente
en la Tabla V1.1.3), en el rango de concentracion de glucosa de 10 a 120 g/L, a menor glucosa, mayor
fue el valor de L.. Para 300 g/L de glucosa, el valor de L. obtenido se incrementd, con lo que salié del
patrén mostrado por las concentraciones anteriores. Asi, tenemos que el tibulo presenta un mecanismo
de elongacion, dependiente de la concentracion exterior de sustrato, y ¢l cual determina que, al haber
un bajo nivel de éstos, la hifa principal (tubulo germinal) debe alcanzar una mayor longitud, para
garantizar de esta manera; una invasividad maxima del sustrato.

Una vez concluido €l proceso de germinacion, el proceso de elongacion continud, después de un
breve periodo de reposo, con el aumento exponencial de la longitud total del micelio, debido a la
aparicion de ramificaciones, lo cual puede considerarse un patron comun, pues ha sido observado para
otros mohos (Trinci, 1974; Koch, 1975; Carlsen et al., 1994). Este aumento exponencial de la longitud
concuerda con el aumento exponencial de la biomasa observado en el periodo vegetativo, ya que cada
nueva ramificacion creada es una nueva punta en crecimiento. Sin embargo, cabe aclarar que la
elongacion de la hifa principal, una vez que comienza el proceso de ramificacion, para algunos mohos
es lineal (Trinci, 1969).

Dada la forma de las curvas fue posible calcular una tasa especifica de elongacion (ki), que
resultd ser, en promedio, 3.5 veces el valor correspondiente de pors (Tabla VI.1.3). Es de hacerse notar
que, segun ha sido reportado por Carlsen ef al. (1996), la tasa especifica de elongacién corresponde, en
valor, a la tasa especifica de crecimiento de la biomasa, siempre y cuando se mida la longitud total del
micelio en la fase vegetativa. Entonces tenemos que, la fase de germinacién, con su caracteristica de
contar con una sola hifa en crecimiento (tibulo germinativo), presenta una velocidad especifica mayor
que la que se establece posteriormente, durante el crecimiento vegetativo. Esta observacién contradice
lo observado al respecto por Gooday (1995), en cuanto a que las hifas juveniles, de muchas especies de
mohos, crecen mas lentamente, y son mas delgadas, que las hifas maduras de sus colonias.

El producto kiLc (Tabla VI.1.3) indica la méxima velocidad de elongacion, siendo éste producto
decreciente con el aumento de la concentracion de glucosa. Cabe sefialar que el producto kilc se
comporta de una forma muy distinta que ur, indicando que la extensidn apical promedio de una colonia
(ur) no es igual que la velocidad maxima de una hifa aislada y recién germinada.

Con. los datos de elongacion, a cada concentracion de glucosa, se calcularon los valores de la
longitud de saturacion (Ksu), los cuales fueron similares para todas las concentraciones, excepto para el
medio con 10 g/L, siendo sus valores del orden de la longitud maxima (Lmax) alcanzada por las hifas
distales (Tabla VI1.1.2), para cada nivel de glucosa; los valores obtenidos fueron 526, 924, 1047, 1085 y
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965 um, para 10, 40, 70 120 y 300 g/L de glucosa, repectivamente. Este pardmetro difiere de la

constante de saturacion de Monod (Monod, 1949), puesto que es una funcién de la concentracion de.
glucosa.

VI.1.4. Diametro hifal (D n).

Los niveles de glucosa utilizados hicieron variar, de manera significativa, el didmetro promedio de las
hifas, tanto de las distales como de los tubulos germinales, presentindose el mismo diametro para
ambos tipos de hifas. La variacién observada fue del tipo de decaimiento exponencial, obteniéndose el
mayor didmetro a 10 g/L de glucosa.

Mecanisticamente, el modo en que el didmetro de la hifa va a quedar establecido no esta
completamente elucidado, sin embargo, parece ser que el papel de la presion de turgor del citoplasma
es vital en éste proceso (Money, 1990), asi como la velocidad de rigidizacion de la pared recién creada
en la punta (Farkas, 1990), y la velocidad de desplazamiento de la estructura citolégica (cuerpo apical)
encargado de acumular a las vesiculas (Bartnicki-Garcia et al., 1989), por lo que las condiciones del
medio que alteren estos parametros van a estar determinando el didmetro promedio de las hifas.

Tabla VI1.1.3. Pardmetros morfométricos del tibulo germinal.

Glucosa Lc 1 Dy ! k; 2 kL. xDuk;

(g/L) (um) (um) (h1) (um/h) (um2/h)
10 461 + 240 6.32 + 0.69 0.71 327 14.1
40 312 + 150 5.44 +0.90 0.68 212 11.6
70 277+ 155 4.95+0.64 0.67 185 10.4
120 157+ 70 4.85+0.84 0.63 99 9.6
300 286 + 160 3.37 £ 0.36 0.39 111 4.1

1. * Desviacion estndar (n=60).

2. Constante de pseudo primer orden (dL/dt=kil)

La variacion del didmetro de las hifas, debida a la fuente de carbono (Wiebe y Trinci, 1991) y al
tipo de medio de cultivo (Fiddy y Trinci, 1975) es un fenomeno que ha sido observado en diversas
especies de hongos. Algunos autores han observado una relacion positiva entre el didmetro hifal (Dv) y
la tasa de extensién (ki) de las hifas individuales, ciertas especies de mohos (Prosser, 1991). Si se utiliza
un sencillo modelo de balance de material, se puede demostrar que, la velocidad de 4rea formada en la
punta de las hifas es Qs =nDn k1. Esta funcién disminuyé al aumentar la concentacion de glucosa (Tabla
V1.1.3). La formacién de pared se atribuye al depdsito de vesiculas precursoras (Bartnicki-Garcia,
1973). Esta observacién sugiere que ese proceso se inhibe por el aumento de glucosa (So>10 g/1).




VI.1.5.-Evolucion de la biomasa: tasa especifica de crecimiento ( pobs).

La evolucion de la concentracion de biomasa presenté un comportamiento sigmoidal, en todos los
niveles de glucosa, por lo cual fue posible calcular la tasa especifica de crecimiento (pows), utilizdndose
para ello la expresion logistica (Ec. V.1). Los valores obtenidos se muestran junto a las correspondientes
curvas (Fig.V1.1.4).
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Figura VI.1.4. Evolucion de la biomasa de colonias de A.niger a diferentes concentraciones
de glucosa, y los valores de pobs obtenidos.

La tasa especifica de crecimiento (pows), mostré un comporiamiento inverso (del tipo
decaimiento exponencial) con la concentracion de glucosa. La p ovs obtuvo su valor mas alto (0.3 h-!) a
la menor concentracion de glucosa (10 /L), mientras que la menor p obs (0.09 h-1) se observé a la
mayor concentracién de glucosa (300 g/L). Entonces, el presentar una alta tasa especifica de
crecimiento, constituye otro mecanismo de utilizacion de los sustratos, ya que, en el caso de haber

pocas posibilidades nutricionales en el medio, se llega mas rapidamente a la concentracion final de
biomasa, alcanzdndose la fase estacionaria (donde cambia el metabolismo) mas temprano.

VI1.1.6. Prediccion de la tasa esp. de crecimiento de 1a colonia ( pecarc).

Dado que el objetivo principal de este trabajo, era el de lograr estimar la tasa especitica de crecimiento,
en funcién de los pardametros morfométricos (peac) del moho, se procedié a realizar los calculos

utilizando la expresion propuesta (Ec.V.11), para comparar sus resultados con los valores de pobs
(obtenidos del ajuste de los datos de peso seco).
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De los datos experimentales obtenidos se observo que, para describir el crecimiento superficial
colonial de A. niger, los parametros medidos fueron los adecuados, es decir: uy, Lc, Lev ¥ D (en el lugar
de Lo), siendo la constante a de 0.94. Con esto, la expresion utilizada fue la siguiente

u

r

h = In2
0L | (L))

La bondad de ajuste del modelo propuesto se muestra, mas claramente, en una grafica tipo
observado vs. predicho (Fig. V1.1.5).
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Figura VI.1.5. Comparacién tipo observado«-predicho para la tasa especifica de crecimiento
de A. niger en caja Petri. Las concentraciones iniciales de glucosa son:
1) 10 g/L, 2) 40 g/L, 3) 70 g/L, 4) 120 g/L y 5) 300 g/L.

La pendiente calculada del ajuste fue de 0.98, por lo que se puede afirmar que la expresion

propuesta predice los valores de la tasa especifica de crecimiento de la colonia de Aspergillus niger de
manera aceptable. '

VI1.1.7. Conclusiones del crecimiento fungico superficial de A. niger.

Los parametros morfométricos cuantificados, tanto a nivel de germinacién como en el borde de la

colonia, en términos de longitudes caracteristicas promedio, fueron comparados para ver si existia una
relacién directa entre ellos.




Las hifas que crecian en el borde de la colonia (distales) alcanzaron una mayor longitud
promedio (L«v) que la de los tubulos germinativos (Lc). Esto parece indicar el efecto de la masa miceliar
de la colonia, que aporta o canaliza nutrientes hacia las puntas, aumentando asi su potencial de
crecimiento. Esta es una observacién comun para distintas cepas de hongos filamentosos, tales como
Neurospora crassa y Aspergillus nidulans (Trinci, 1974; Steele y Trinci, 1975). La importancia de la
masa miceliar, en el establecimiento de la velocidad de crecimiento, fue comprobada al corroborar que,
si se utilizaba la Lav, en lugar de L en la expresion de peai, Se obtenia una mejor prediccién de los
,valores de pops.

El didmetro hifal, en cambio, fue el mismo en las hifas distales y en los tiibulos germinativos, por
lo cual se puede afirmar que éste parametro establece su valor final desde la getrmiracién, y
corresponde al didmetro de las hifas principales.

En conclusion, para el crecimiento superficial de A. niger, la medicién en las colonias de los
parametros ur, Le, lev y Dn permite estimar la tasa especifica de crecimiento del micelio denso (colonia).
Es decir, para la forma de crecimiento superficial, se valido la relacion funcional de los pardametros
morfométricos de la colonia con su cinética de produccion de biomasa. '




RESULTADOS Y DISCUSION
SEGUNDA PARTE:

CRECIMIENTO FUNGICO EN FORMA DISPERSA DE
GIBBERELLA FUJIKUROI

V1.2. Crecimiento fungico disperso en medio liquido.

- El moho Gibberella fujikuroi fue utilizado como modelo para el crecimiento, con morfologia dispersa,
en medio liquido. Cabe sefialar que éste moho es de menor velocidad de crecithiento, en medio sdlido,
que A. niger, motivo por el'cual, segun lo observado por Royer y Rouleau (1985) es que, en cultivo
liquido no forma agregados, sino crece inicamente en forma filamentosa dispersa. Se utilizaron medios

con diferente composicion en cuanto a las relaciones de glucosa-almidén, pero conservandose la
cantidad de carbohidratos (80 g/L).

Los experimentos fueron realizados, para cuantificar los parametros morfométricos (ur, Dn, L y
Lav) y 12 biomasa (X y pors) €n un fermentador de 3 litros.

Primeramente se muestiran los resultados para el crecimiento en caja Petri. Luego, los resultados
de produccién de biomasa en el fermentador, expresados como la tasa especifica de crecimiento (pors),
la cual es comparada con el valor predicho (pcac) por la expresién propuesta (Ec.V.11).

V1.2.1. Velocidad de extension radial (u ).

De cajas inoculadas por piquete se cuantificé el cambio del radio de la colonia ‘en el tiempo. Los
diferentes niveles de glucosa en el medio; no afectaron signiﬁéaﬁygmenhe el valor de u, (Tabla V1.2.1),
la cual tuvo un valor promedio de 101+ 5.07 um/h.

V1.2.2. Diametro hifal (D n) y longitud distal (L av).

En las cajas donde se midio la ur, también fue cuantificada la longitud promedio de las hifas distales
(Lav) Y su didmetro (Dn). Los valores se presentan a continuacion (Tabla V1.2.1). ..
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Tabla V1.2.1. Pardmetros morfométricos de las colonias de G. fujikuroi, a diferentes
mezclas de glucosa-almidén (ghic/(gluc.+almidon).

% Cde ur D |
glucosa (um/h) (um) (um)
0.0 100+ 11 2.38 £ 0.20e 250 £ 128
25.0 104+ 12 ND 215+ 100
37.5 93+ 10 ND 136+ 48
50.0 103 +9 ND 106 + 35
62.5 102 +8 2.63 + 0.23k 103+ 55
75.0 109 + 12 ND 172+ 73
87.5 102+ 10 ND 145+ 51
- 100 95 +8 2.87 £ 0.20¢ 151+ 43
+ Desviacion esténdar

a,b, cgruposasmﬁcshvamentedxfwexues,aunmveldeoos
ND. No determinado, pero se utilizé el didmetro promedio de 2.6 mm.

Como se puede observar, excepto por el primer caso (%glucosa=0), los parametros
morfométricos tuvieron poca variacion. Sin embargo, éste pequefio cambio fue suficiente para
determinar diferentes valores de las tasas especificas calculadas, reflejando adecuadamente lo
observado con la tasa especifica de crecimiertto de la biomasa.

VI.2.3. Longitud critica (L ) en sélido y liquido.

Se midi¢ la longitud critica de ramificacion, ya dentro de la etapa vegetativa, tanto en los cultivos en
caja Petri, como en matraces agitados, para establecer el efecto de la composicién del medio, y su estado
fisico, sobre ésta variable.

Los resultados muestran (Tabla V1.2.2), como tendencia general, que a ‘mayor proporcion de
ghucosa, menor L., para ambos tipos de medio. Este resultado es similar al obtenido para A. niger, y
parece indicar que, 8 mayor disponibilidad del sustrato de facil asimilacion (ghicosa), la creacion de
ramificaciones se favorece sobre la elongacion de la hifa principal. La longitud critica fue ligeramente
mayor para medio solido que para el liquido.

A diferencia de lo observado en el caso de A. niger, la longitud critica para ambos tipos de
medio fue similar. El pardmetro predominante en el establecimiento del distanciamiento de las ramas de
G. fujikuroi fue también la concentracién de glucosa, y no el estado fisico del medio. Esta. diferencia
entre mohos pudiera deberse a las velocidades relativas de crecimiento de ambos, lo cual podria
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significar que, en un caso (A. niger) el paso limitante del crecimiento fuera el transporte del sustrato del
medio al interior de las hifas; mientras que en el otro caso (G. fujikuroi) fuera la velocidad de
utilizacion de éste sustrato, ya dentro de las hifas.

Tabla V1.2.2. Longitud critica de las hifas de G. fujikuroi, en diferentes tipos de medio

(sélido y liquido).
% de L
Glucosa Medio sélido  Medio liquido
0 383 + 87 = 308+65 ©
60 265+ 67 b 240 £53 «
100 280+49 226+51 4
+ Desviacion estandar

a, b, c,d grupos significativamente diferentes, a un nivel de 0.05.

V1.2.4. Prediccion de la tasa especifica de crecimiento ( pobs).

El crecimiento de G. fujikuroi en cultivo liquido presento, efectivamente, morfologia filamentosa. De
cultivos en el fermentador fue cuantificada la biomasa, presentando tasa especificas de crecimiento mas
bajas que A. niger. La mom presentd un comportamiento parabdlico, con un mdximo en la relacién de
62.5% de glucosa.

Al realizarse los calculos con la expresion propuesta (Ec.V.11), se observd que los parametros
que dieron la mejor prediccion fueron: ur, Lav, Lc, Da (como Lo) y a=Y%. Esto parece indicar que, la
morfometria caracteristica (relaciones dimensionales) para cada especie es difereﬁte. Sin embargo, fue
posible predecir satisfactoriamente (Fig.V1.2.1) la tasa especifica de crecimiento, en cultivo liquido, para
G. fujikuroi, utilizando la misma expresién basica, por lo que se puede afirmar que, efectivamente, se
estin tomando en cuenta los fendmenos cinéticos adecuados. La expresion propuesta qﬁedé de la
siguiente manera:

-

Si bien los pardametros necesarios para predecir la p son los mismos que en el caso de A. niger,
vemos que la constante « es de la mitad. Dado que el pardmetro o es una relacién de constantes
cinéticas, en las etapas de germinacion y crecimiento colonial, se puede proponer que, en el caso de G.
fujikuoi, 1a velocidad especifica de elongacién que se establece en cada una de éstas etapas es diferente.




La comparacion de los valores calculados, de las tasas especificas de cregimiento, con los
obtenidos gravimétricamente, muestran que la linea de ajuste lineal para los datos tiene una pendiente
de 0.98, cercana a la recta ideal de 45¢. Esto permite afirmar que la prediccion, al igual que con A.
niger, es buena.
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Figura V1.2.1. Comparaciéri tipo observado-predicho para la tasa especifica de crecimiento
de G. fujikuroi en cultivo liquido. Las proporciones de glucosa son:
1) 2596 2) 50%, 3) 62.5%, 4) 75%, 5) 87.5% y 6) 100%.

V1.2.5. Conclusiones del crecimiento fiingico disperso de G. fujikuroi.

Los pardmetros morfométricos de las colonias (crecimiento en medio sdlido) de éste moho fueron
adecuadas para describir el comportamiento de la biomasa en cultivo sumergido. Este enfoque es
similar al utilizado por Trinci (1971). Sin embargo, la expresién por él propuesta no toma en cuenta el
dxanmdelas}ufas,yporloqueseobsemdo estcesunparémetmﬁmdamentalenladescnpcnénde
la biomasa de los mohos. En algunas especies mclusosepuedeverqueemteunamlacmnentre el
didmetro y la tasa de elongacion de las hifas (Gooday, 1995).

En conclusion, para el crecimiento de Gibberella fujikuroi, 1a medicion de los pardmetros uy, Lev,
Le y Du , permitié estimar la tasa especifica de crecimiento de los cultivos sumergidos, con morfologia
dispersa. Esto quiere decir que la colonia de G. fujikuroi también contiene la informacién morfométrica
necesaria para describir el crecimiento disperso del micelio. Esta conclusion es muy importante, ya que
justifica al sistema dé caja Petri, como una forma confiable de realizar estudios bdsicos de fisiologia, y a
la expresion propuesta como una herramienta adecuada para la descripcion del crecimiento, de las hifas
de dos mohos, de diferentes longitudes y tiempos caracteristicos de crecimiento, especialmente. cuando
los cultivos por analizar son relativamente lentos y dispersos, como es el caso de Gibbereila fugikuroi.
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En el capitulo V se presentaron los antecedentes tedricos, utilizados para proponer una expresion que
tomara en cuenta, tanto a los fenémenos macroscépicos, del aumento del didmetro de la colonia y la
produccién exponencial de biomasa, como al fenémeno microscépico de elongacién del tubulo
germinal, asi como la consideracién de que existe un tiempo especifico de duplicacién.

Si bien todos éstos factores ya han sido estudiados de manera independiente para diferentes
microorganismos, la novedad de éste trabajo es que logra integrar, y utilizar, éstos pardmetros, para
describir la tasa especifica de crecimiento de Ia biomasa (u) de dos casos particulares: Aspergillus niger,
creciendo superficialmente en una placa de agar, sujeto a diferentes concentraciones iniciales de
glucosa; y Gibberella fujikuroi, creciendo en forma filamentosa dispersa, en cultivo liquido, a diferentes
relaciones de mezclas glucosa-almidén.

Al proponer la expresién para la p, se observo que se expresaba en funcion de dos longitudes
diferentes: la longitud critica (Lo), obtenida de hifas individuales, en la etapa de germinacion, y de la
longitud distal promedio (L) obtenida en el borde las colonias, durante el crecimiento vegetativo. Es
conocido (Trinci, 1974) que existen dos niveles de maduracion del micelio, por lo que las longitudes
caracteristicas para cada uno de éstos niveles son distintas. En micelios jovenes aplica la unidad de
crecimiento hifal (HGU), que es la longitud promedio de la hifa que contribuyen con protoplasma a la
extensién de la punta; mientras que en colonias maduras debe referirse a el ancho de la zona de
expansion (w), que es la longimd de las hifas que contribuyen, con protoplasma, a la extension de las
puntas distales. '

La expresion derivada contempla una relacidn (a) entre las velocidades especificas de
elongacion de las etapas de germinacion y crecimiento colonial. Para cada uno de los mohos utilizados,
se encontrd que esta relacion era diferente, siendo de 1 para A.niger y de 0.5 para G. fyjikuoi. Seria
necesario medir este pardametro en diferentes especies, para dilucidar los factores que determinan el

valor de a. A priori, se propone que la diferencia encontrada en este trabajo es debida a las cinéticas
relativas de crecimiento de cada moho.

En este trabajo se observé que la expresion propuesta describio satisfactoriamente la tasa
especifica de crecimiento de la biomasa, para ambos microorganismos; sin embargo, en el caso de A.
niger, 1a longitud promedio de las hifas distales (Lav) resulté dar un mejor ajuste al utilizarla en lugar de
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L.. Esto indica que esta longitud puede ser considerada caracteristica, y descriptiva del crecimiento
vegetativo de este moho en caja Petri. '

En el caso de G. fujikuroi, el utilizar ambas longitudes resulto en el mejor ajuste, para describir
el crecimiento sumergido filamentoso. Al parecer, este tipo de crecimiento es.andlogo al que presenta el
borde de l1a colonia (creciendo sobre agar), ya que los pardmetros. medidos en este sistema predijeron
adecuadamente el crecimiento sumergido. Una explicacion que se tiene para esto es la siguiente: las
hifas distales,'a dxfetencm de las partes centrales de 1a colonia, siempre estdn en condiciones de maxima
concentracion de sustratos, por lo que su velocidad de crecimiento es limitada internamente, por la
velocidad de transformacion del sustrato en precursores, y la utilizacién de éstos. Este hecho es, de
alguna manera, andlogo a lo que sucede en medio liquido, en donde, por su naturaleza de continuo
mezclado y homogenizacion del medio, las hifas estan siempre a las condiciones de concentracién de
sustrato maxima posible, de ahi que las limitaciones del crecimiento sean, igualmente, internas.

El poder contar con una expresién que relacione la morfometria del micelio con la tasa
especifica de crecimiento de la biomasa, permite tener una herramienta mds para el estudio de los
mohos, y constituye un nuevo acercamiento para plantear modelos de crecimiento estructurados.

La importancia de este trabajo es que propone una nueva manera de evaluar la tasa especifica
de crecimiento de los organismos filamentosos, y que tiene que ver tnicamente con la geometria de sus
hifas y la velocidad de extension de sus colonias. La expresion propuesta demostrd ser de validez para
dos- tipos de crecimiento: superficial y filamentoso disperso, evaluados en dos mohos de diferente
especie y género.

El uso del analisis de imdgenes resulta promisorio, dados los avances y mejoras que se dan dia a
dia en el campo, y resulta realista suponer que, en un futuro, ésta técnica sea la base de instrumentos de
monitoreo (con fines de control), de sistemas de fermentacion con mohos crecidos en superficie o como
micelio disperso.




RECOMENDACIONES

A continuacion, quisiera proponer algunas lineas que pudieran ser interesantes de seguir, para
redondear y sacarle mds provecho a éste trabajo.

Seria muy interesante verificar si la Lav €3, efectivamente, un pardmetro vilido en la descripcion
del crecimiento, en medios sélido y liquido, para un mayor niimero de mohos.

Se tendrian que buscar condiciones que hicieran variar esta longitud, para corroborar la
predictibilidad de la expresidn propuesta. Una de las condiciones que podrian probarse es la
temperatura, la cual se sabe causa alteracion de la morfologia en muchos mohos; ésto, ademas,
permitiria corroborar si la expresién es util en cualquier circunstancia, independientemente de la
variable manipulada para alterar la morfologia.

En este trabajo se propone un patrén de ramificacion binario (simétrico). Seria conveniente, en
base a estudios con otros mohos, establecer las expresiones que describan otros esquemas de
ramificacion.

El establecimiento de morfologias mixtas, en cultivo liquido, pudiera ser un tema interesante de
abordar, aunque tal vez debieran definirse una expresion para cada morfologia. Esta necesidad se
encuentra documentada para el caso de morfologia tipo pellet.

Es conveniente el automatizar, al menos parcialmente, el anlisis de imdgenes, pues el tiempo
consumido en ésta técnica impide, en su estado actual, considerario como una herramienta que pueda
operar en linea. B
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SUMMARY

Two methods were compared for estiméting u of Gibberella
fujikuroi grown with different proportions of glucose and
starch. They were, u1=Ln2(Vy/Le) on Petri dish (V.= rate of
tip extension and Lg= mean hyphal length) and, po=d(LnX)/dt
in stirred fermenter. Values of u; and u, were in close
agreement with each other.
INTRODUCTION. » _

Evaluation of -the specific growth rate, u, for slow growing
mycelia is a painstaking task because of the time involved
in each fermentation and also because of the risks of
contamination and experimental errors during long periods of
mycelial cultivation. Nevertheless, it is sometimes
necessary to measure u in order to know more about the
physiology of some slow organisms used for industrial
fermentations, such as Gibberella fujikuroi. An alternative
way to evaluate u is to use morphometric data from
vegetative mycelia (Steele and Trinci, 1975), for example,
to measure the average rate of tip extension, estimated as
the radial extension velocity, Vy, of circular colonies
plated on Petri dishes divided by an appropriate estimate of
the so called "hyphal growth unit" (G) previously defined by
Trinci (1969, 1971). Unfortunately, the value of G has been
found to change during the time course of mycelial




fermentation (Ainsely et al., 1991). Viniegra-Gonzalez, et
al., (1992) have proposed, a new way to evaluate pu as
proportional to the branching frequency @ = V,/Lg, in terms

of the following equation
K1 = Ln2(Vye/Le) (1)

eHlt = S0t

This is derived from the relation, , which amounts

to say that g, défined above, corresponds to the inverse of
the doubling time tgq, i.e., & = l/td,lbecause‘grbwing«tips
double in number due to branching out of mycelia. Here, ‘a
simple techniqué is proposed to estimate up by using image
processing techniques of colonies of Gibberella fujikuroi
grown on Petri disheg. The estimate -of u, called u; (Egq. 1)
was compared to.p2=d(LnX)/dt, obtained from the slope value
of conventional semilog plots of biomass concentration, X,

vs. time, t, measured in stirred aerated fermenters.
MATERIALS METHODS.

Microorganism: Gibberella fujikuroi IMI 58289 from the
Commonwealth Mycological Institute, U.K., supplied as a gift
by Dr. E. Cerdd Olmedo, Universidad de Sevilla, Spain.
Cultures were stored on agar Czapek slants at 4° C.

Culture techniques: O0ld cultures were reactivated on_ new
agar-Czapek slants and grown for seven days at 28° C.
Microconidia were washed out from these slants using sterile
water as inocula for liquid Czapek medium in proportion 1/10
év) and cultured in shake flasks with 250 rpm for 48 h at
C. In turn, this later suspension of mycelia was used as
lnoculum for fermenters or Petri dishes.

Liquid media composition: Seven culture media were used with
the following basal salt composition in.g/L: NHy4NO3, 0.96;
KH,PO4, 5.0; MgSO4.7H30, 1.0; solution with traces of Fe,
Cu, 2n, Mn and Mo, 2 mL/L. Initial pH value was adjusted to
5.0. Percentages of (glucose)/(starch + glucose) varied:
B =25, 37.5, 50, 62.5, 75, 87.5 and 100 %, w1th fixed value
of total carbohydrates (80 g/L).

Agar plates: Circular agar plates having 10 cm diameter and
0.5 em depth were prepared with previous liquid media mixed
with 1.5% agar. A small (0.5 cm diameter) round filter was
placed in the center in order to absorb 10 uL of inocula
from the shake flasks. Solld cultures were grown by
triplicates for 7 days at 28° C.




Specific growth rate measurement in solid cultures (uj):
Each colony - diameter was measured in five different
directions every 24 hours. Daily average diameter was
plotted vs. time and linear slopes were estimated by
statistical regression (R = 0.99). This parameter was called
Vr and expressed in microns/h. After seven days the colonies
were observed with a Zeiss microscope (40x) provided with a
video camera linked to an image processing system. This
consisted in a digitizing Matrox card and a Biocom (France)
software called Imagenia 2000, running in an HP Vectra
QS/20, AT, computer. Peripheral mycelial images were stored
in the hard disk memory to be retrieved and processed later
on. Retrieved images were cleaned up and improved by
segmentation techniques. Distal hyphal lengths were measured
on a VGH monitor using a "mouse" (electronic pantograph)
previously calibrated with the grid of a red blood cell
counting (Neubauer) chamber. Histograms for n = 30
measurements were recorded in order to evaluate the means
and standard deviations. The mean hyphal length was called
Le (microns). Specific growth rate was estimated as uj in
Egq. 1.

Submerged cultures: Liquid inocula (250 mL) of G. fujikuroi
were added to stirred and aerated 3 L fermenters. Working
volume was 2.5 L. Rushton turbines worked at 500 rpm and air
flow was 1.5 L/min. Temperature was maintained at 28° C for
10 days. 30 mL samples were made every 5 h during the first
2 days. After the second day, sampling period was 24 h.

Specific growth measurement in submerged cultures (u2):
Triplicate measurements of suspended biomass in fermenters
were made as follows, 30 mL broth samples were filtered
through previously tared Whatman No.40 paper. Mycelial
residues were oven dried at 60° C for 24 h. Biomass
concentration X was expressed as g/L. A semilog plot was
made of average X values and the slope was estimated in the
linear part by a conventional regression program taking into
account only the line segments with R>0.9. This slope was
called puj.

RESULTS AND DISCUSSION.

Effect of 8 on V, and Lg.
As shown in Fig. 1, the values of V,y changed very 1little
with '8 (R = - 0.0417, slope m = 0.00082 and mean
Vy = 10.01%0.49 ymh/). Apparently, G. fujikuroi has an
adaptation mechanism to conserve Vy when growing in media
with wvarious proportions of glucose and starch, B. The
distribution of Lg in each sample had a large statistical
error (ca. 50%). But given the sample size (n = 30) the




confidence range of average values was less than 15%. Again,
in Fig. 1, it is shown that Lg was a concave parabolic
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Figure 1. Effect of glucose proportion B (%) on Lg
(circles) and Vp (squares) in cultures of G. fujikuroi
grown on agar plates. Smooth curve for Le is a
quadratic function of 8. '
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Figure 2. Linear regression between u;. and o for
G. fujikuroi grown in liquid (p2) and solid media (o)
with different proportions of glucose and starch (8).

function of B where, Lepin = 103.2 um for B = 65.9%.
This corresponds to a maximum epax = 0.0831/h for B = 65.5%.
Hence, this organism grows in mixtures of glucose and starch

changing o with fixed Vy, that is, adjusting Leg.




Correlation between uy; and o.

Figure 2 shows a linear correlation between py and o
(R=0.986) calculated under the assumption that pu3 = 0 when
g = 0, that is, growth ceases when the hyphal tips stop
growing (Bartnicki-Garcia, 1973). The slope of such
correlation was found to be, m = 0.673 and very close to
Ln2 = 0.693. Therefore, the present data support the use of
Eq. 1 as a good estimate of pu.

Effect of B on the estimated values uj and us.

In Fig. 3 it is shown that p; was found to have a
maximum value, Mimax = 0.058/h for B = 65.45%, which
corresponds to Lepip described above. Also, in Fig. 3, the
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Figure 3. Comparison between uj (circles) and uj
(squares) of G. fujikuroi grown on different glucose
proportions 8. Smooth curves for u were quadratic
regressions on 8.

values of u5, measured in submerged culture, show a very
similar behavior with respect to B as compared to uj, with
H2max = 0.056 n/, for B = 64.10%. Thus, evaluation of p for
Gibberella fujikuroi by image analysis in Petri dishes
vielded very similar results to the growth rates observed in
submerged culture.

CONCLUSIONS
Present data supports the use of image processing of
mycelia grown on agar plates, together with Eg. 1, in order




to estimate the specific growth rate, u, of Gibberella
fujikuroi, because, the values of p obtained by sumberged
and solid culture techniques were very close to each other.
It is suggested to extend this technique for measuring u
with different cultures in order to validate it as a useful
way to study growth physiology mycelial cultures.
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GLOSSARY

Latin symbols:

G = hyphal growth unit length, (um/growing tip).
Le = mean length of distal hypae, (um).
Ln2 = 0.6932 .
t4 = mycelial doubling time, (h).
Vy = rate of hyphal extension, (um/h).
= biomass concentration in fermenter, (1/h).
' Greek symbols:
B = 100(glucose)/(glucose + starch), (w/w).
u = specific growth rate of micelia, (1/h)
u1 = estimated value pyj = Ln2(@), on Petri dish, (1/h).
Hp2 = estimated value g2 = d(LnX)/dt, in fermenter, (1/h)
pm = micrometer, (107° m)
@ = mycelial branching frequency = V,./Le, (1l/h)
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RESUMEN
Se midid la velocidad de extension radial (u,) de colnnias de Aspergiffus niger # 10, variando ia
concentracién inicial de glucosa [C/N = 12, fijo) y la relacion C/N, tijando la concentracién de glucose en
un caso v ia de nitrégeno en otro. Se concluye que es la concentracién de glucosa lo que va-a determinar la
u,, independientemente de ia relacion C/N, en el rango de 0.1 8 10 g/l,, C/N de0.12 e 12,

ABSTRACT
Radial colony extensian rate of Aspergillus niger # 10 was measured at different initial glucose
cancentrations (C/N = 12} and at distinct C/N ratios, fixing gluccse or nitrogen concentratinns, We conclude

that glucose concentration is the determinant factor in the extension rate value, for 0.1 te 10 g/L, C/N ratio

fromO0.12 10 12.

Palabras clave: Crecimiento radial, relacién C'N, Aspergillus niger.

- . Key words: Radial growth, C/N ratio, Aspergilivs niger.

INTRODUCCION

El moho Aspergillus niger es muy utilizado para producir enzimas y dcidos
orgdnicos para la industria alimentaria, pero todavia se tiene un conocimiento
incompleto de las refaciones fisiolégicas entre Ia composicién del medio y los
mecanismos bésicos del crecimiento de las hifas y de la colonia, por lo que los
estudios tendientes a esclarecer éstas relaciones son de gran utilidad para la
comprensién del crecimiento de este microorganismo en un sistema de fermentacion
sélida. Como objetivo principal de este trabajo se propuso el de cuantificar el efecto
de la concentracién inicial de glucosa vy 'a relacién C/N sobre la velccidad de extension
radial de Aspergillus niger # 10 medida a escala macroscdépica en colonias cultivadas
en placas de agar.







MATERIALES Y METCDOS

El tnicroorganisma utilizado e Aspergillus niper # 10 {coleccién de
ORSTOM), canservacio en viales de agar papa-dextrosa. Para obtener esporas se
inosuld un matraz Erieruneyar de 125 mibl. que contiene 50 mL de agar papa-dextrosa
r.on las esporas del vial, incebandose por 72 horas a 35° C, obteniéndose una
" abundante esporulazién de 1a colonia en este tiempo. Las esporas fueron cosechadas
- vaciando agua estéril con 0.1% de Tween 80 en el matraz, desprendiéndose las
esporas con un agitador magnético. Una muestra de la suspensién de esporas
obtenida fue dilufda canvenientemente para ser utilizada en la cdmara de Neubauor, y
conocer de esta manera la concentracidn de esnoras de la suspensién.

Los experimentas se llavaron a cabo en cajas Fetri, con un medio de la
siguiente composicidn {g/L): Glucosa (10}, sulfato de amonio (1), urea (0.25),
tosfato monobdasico de potasio {0.5). extracto de levadura (0.1}, solucién de
oligoelementos {1ml.) y agar bacteriolépico {15). La compasicién de la solucidn {g/l)
fue la siguiente (Clutterbuck, 1974): ZnSO, 7H,20 (22), H3BO5 (11), MnSO,4 (4.3),
FeSQ4 7H,0 (5), CoCly r~H2') {1.6), CuSOy4 SHZO (1.6), (NHalgMo705,4 4H50 {1.1)

NazEDTA {50). El groscr del medio en la caja fue de Bmm.

Se utilizaron, en 13 prirnera parte, medios con relacion C/M =12 (fija),
moviendo fa concentracién inicial de glucosa a valores de So = 0.1, 1, 10y 100 g/it.
Para la segunda parte del estudio se decidid variar la relacion C°'N a valores de 0.12,
1.2, 12 y 120, lo cual se hizo de manera que So = 0.1, 1, 10 y 100 g/L, dejando fijo
el nivel de N.

Se realizg la inoculacion en ef centro de la caja, depositdndose 10 mlL de la
suspensién de esporas con un pipeteador electrénico adaptado con una punta para
manejar ese volumen. El incremento en el didmetro de la colonia fue medido cada 12
horas. marcdndose el borde. El didmetro eqguivalente de las colonias fue medido con
un procesador de imagenes (IMAGENIA 2000 de Biocom).

RESULTADOS Y DISCUSION

La variacién del radio de la colonia contra el tiempo, resultd ser, en todos los
casos, una funcidén con un alio coeficiente de correlacién {mayor o igual a 0.99 en
todos los casos) y muy baja desviacién estandard {(menor al 5%); el comportamiento
lineal se tomé como un indicio de que el micelio no estaba limitado por difusién, como
es mencionado por Gervais {1988) vy Trinci {1969), por fo que la pendiente de ésta
funcion se consideré como la velocidad de extensién radial media de la colonia (u,). La
relacién entre u, y S, se muestra en la Tabla 1.







Tabla 1. Variacién de u, con respecto a S
Sola/t) ) 0.10 ; 1.0 10 100

u, { m/h) 324 328 . 355 570

Como se puede apreciar, la velocidad de extensién radial es similar para las
concentraciones de 0.1, 1 y 10 g/L, es decir, aunque el rango de concentracién inicial
de glucosa es muy amplio (2 ordenes de magnitud), la velocidad no se ve afectada de
manera impartante. Sin embargo si se observé un efecto muy claro de S, sobre la
morfologlia del micelio, presentdndose una pobre densidad de micelio entre méas baja
era la concentracién de glucosa, es decir, aparentemente habfa disminuido la
frecuencia de ramificacién. También, un bajo nivel de S, se asocié con una
esporulacién disminufda, la cual se vio casi totalmente inhibida cuando S,=0.1 g/L.
En contraste, cuando S, =100 g/L, la velocidad de extensién radial se incrementd en
mas de un 50% con respecto al promedio de los valores antericres, ademas de
presentar un micelio mas denso y con abundante esporulacién.

Para la segunda parte se movié la relacién C/N, dejdndose fija la concentracion
de las fuentes de nitrégeno en 1 g/L. Como se puede notar en la Tabla 2, a mayor
1elacion C/N la velocidad de extensién radial se incrementd, ligeramente para las 3
primeras relaciones C/N {0.12, 1.2 y 12} en incrementos de aproximadamernt» un
12%, pero, para la relacién C/N de 120 (S;=100 g/L) el valor de u, fue mayor (673),
siendo en este caso un poco mas del doble que el valor promedio de las otras
relaciones probadas (320 29 m/h}.

Tabla 2. Variacién de u, con la relacién C/N (N=1 g/L)-
C/N (g/g) 0.12 1.2 12 120

u, { m/h) 285 322 355 673

Es de notarse que desde la concentracién mas baja estudiada (0.1 g/L) hasta
la concentracidén 2 ordenes de magnitud mas alta (10 g/l.) se tiene la misma velocidad
de extensién. Esto sugiere que, aparentemente, existen dos procesos regulatorios de
u, en funcién de S,. El prirnero , que apera para S, < 10 g/L, y para el cual Ia
constante de saturacion es de alrededor de 0.005 g/L, segun experimentos realizados
por Larralde (1992). £l segundo proceso, para S, > > 10 g/L, aparentemente se
asocia con un fuerta incremento de ta velocidad de extensién {u, > 600 m/h).

Otros autores, sin embargo, han insistido en la importancia de! cociente C/N
en la esporulacién de los mohos (Gervais et al, 1988), lo cual sugiere la importancia







de distinquir el efecto de la C/N sobre el crecimiento vegetativo {sobre u,).0 sobre ia
etapa de esporulacién, la cual no fue medida en este trabajo.

Para corroborar si el efecto observado se debfa a la concentracién de glucosa
0 3 la de las fuentes de nitrépeno, o su balance, se volvieron a probar las mismas
relaciones C/N {0.12, 1.2, 12 y 120), pero esta vez fijando la concentracién de
glucosa en 1 g/L en todos los casos, y moviendo la concentracién de el sulfato de
amonio y la urea. Los resultados se muestran a continuacién en la tabla 3.

Tabla 3. Variacion de u, con C/N (S = 1 g/l)
C/N (g/g) 0.12 1.2 12 120

u, { m/h) 332 313 298 314

En este caso se tiene que las velocidades obtenidas son muy semejantes para
los cuatro niveles de C/N, es decir, aunque la concentracion del nitrégeno varié en 3
ordenes de magnitud, se vio que S, fue el pardmetro que determiné el valor de la
velocidad de extensién radial de la colonia, pues se ohserva que los valores de u, de la
tabla 3 son comparables al valor obtenido en el caso de C/N=1.2 de la tabla 2, que
es la que corresponde a la concentracién de glucosa de 1 g/L. En este caso
nuevamente se presentd una menor densidad de micelio en las cajas con la relacién
C/N mas baja.
_ La medicién del didmetro de las hifas distales de las colonias mostré una
correlacién lineal de D vs. S, que fue estadisticamente significativa segin la prueba
de Duncan (alfa=0.05%) en el intervalo de 3.0<D<3.7 m para 0.01 g/L<S5,<10
g/L. Esto sugiere que este moho puede mantener constante !a velocidad u, pere
aumentar la sintesis de biomasa por incremento en el didmetro, que se refieja ¢. el
volumen. Otros experimentos no mostrados aqufl han indicado que para
0.01g/L<S,< 10 g/L la longitud méxima (L,..) de las hifas también se aumenta con
S, por lo tanto deben tomarse con cautela los resultados visuales que comparan el
crecimiento de colonias en funcién exclusiva de su didmetro.

-

CONCLUSIONES

De los resultados anteriores se concluye que el micelio de Aspergillus niger
#10 tiene mecanismos compensatorios para mantener relativamente fija ia velocidad
de extensiéon de las puntas ante cambios en los niveles de glucosa en el intervalo de

0.1 a 10 g/L. vy que en ese intervalo, el nivel de N> 1 g/L no es limitante sobre dicha
velocidad.







Las observaciones preliminares sugieren que en el rango de §,=0.1 a 10 g/L
(C/N = 12) si bien, la velocidad de extensi6n radial es practicarmente I3 misma, se
podrfa modificar marcadamente la densidad del micelio. Es decir que en esas
condiciones, el micelio podria ajustar la cantidad de biomasa mediante cambios en la
frecuencia de ramificacién cambiando la longitud media de las hifas. Esto ha sido
observado por Trinci (1971). El aumento lineal del didmetro D con S resulta en un
aumento cuadratico en el drea de seccién de las hifas. Como el producto u,D es
proporcional a la velocidad de sintesis de pared (Barnicki-Garcfa et al., 1989) es
posible que este moho aumente este proceso, manteniendn constante la u,.

Resultarfa muy interesante medir en el futuro la frecuencia de ramificarién (#),
ya que podrf(a ser el proceso mas sensible a cambios en S {Avnsley et al,1980).
Como 1a velocidad de crecimiento de la biomasa mu (] es proporcional a ¢ (Nielsen, -
1991) se puede pensar que la constancia de u, puede estar acompaiiada de cambios
importantes en mu. Por lo tanto se sugiere que no se tome a u, camo el principal
indicador del crecimiento de este tipo de organismos, porque zparentemente estos
tienen mecanismoas compensatorios que pudieran mantener u,, variando mu.

Este enfoque analitico permite relacionar entre sf a distintos modelos cinéticos
del crecimiento miceliar (Aynsiey et al.,, 1390) y puede ser Util para mejorar la
comprensidn de ia fisiologfa de los organismos miceliales.

En estudios futuros se tratard de relacionar la velocidad de extensidn de las

hifas con la velocidad de crecimiento para entender mejor 1a fisiologia de Aspergilius
niger.
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SUMMARY

A new equation is proposed in order to obtain a consistent and accurate correlation
between morphometric data of growing mycelia of Gibberella fujikuroi in solid media
and its observed specific growth rates (u.y,) in stirred fermenters. A critical analysis is
made of previous data and models.. ~

INTRODUCTION

There is growing interest to use the analysis of microscopic images of mycelial
cultures for estimating the kinetic parameters of industrial fermentations' (Packer and
Thomas, 1990). The specific growth rate (1) has been found to be proportional to the
specific rate of increase of the number of tips (¢) resulting from the binary branching
process (Trinci, 1974; Fiddy and Trinci, 1976). In other words, if X is the amount of
biomass at time, t, and X=X, when t=0, then the growth process can be followed up
by the exponential equation (1)

X/Xy = ept = 26t (D)
The practical problem is then how to estimate ¢, using morphometric data obtained

from mycelial cultures on agar plates or sparse liquid suspensions. Trinci (1974) and
Steele and Trinci (1975) suggested the following phenomenological equation,

#1 = ;! Lipgy 2)

where, u, is the maximal rate of extension of leading hyphae and, according to Steele
and Trinci (1975), Lyg, = Li/N,, is thie length of the growth unit, being L,, the total
length and N, the number of tips. This model assumes that most of the hyphae grow
at steady state velocity u,. Hence, the steady state branching frequency ¢, is given by

65 = U /Ligy ee(3)
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Viniegra-Gonzilez et al., (1993) have suggested that Lpgy = (@N; -1)L/Ny, being L,
a critical length after which all leading hyphae branch out, thus, for 2N, > > 1,
Lhgu = 2L¢. The value of L. is not always available for measurement in fully grown
(dense) colonies, instead, L,, can be obtained as the average length of leading hyphae
in the periphery of such colonies (Fig.1). Here it is assumed that Lpgu is proportional
to L,y (Eq.4) aﬁd this hypothesis is tested by the comparison of observed values of the
specific growth rate of G. fijikuroi (puq,s) measured in fermenters to the calculated

- | values using Eq.2 or other alternative models as the model proposed by Gonzdlez-
Blanco er al., (1993) (Eq. 5) and the model proposed in this paper (Eq. 6).

thu = alLav (4
f u, In(2)
B2 = e (5)
ap Ly

Previous models proposed that a; and a;=1, but, recent work (Alvarez and

Rodriguez, 1993) showed. that in fact a;=10. In order to account for this discrepancy,

we propose a third model (Eq.6) to be compared with previous ones.

(u/Ly) In(2)
3 T — (6)
in(L/Ly)

Where, L, is the initial length of a new branch with length L <L which is growing

exponentially with kinetic constant «=(u/L_), according to Trinci (1974) and Prosser
(1991). This model gives more weight to the branching of small segments in a

mycelium having the branching rate ¢, (Eq. 7) and neglects the contribution of ¢, (Eq.

3) to the overall branching mycelial process.

(L

pp = ——————r
In(L./L,)
In order to use Eq. 6, together with morphometric data of mycelia, it is. necessary to
i make two assumptions (Egs. 8 and 9)

(7

L, = asL,,. 8

Where, aj is a positive empirical constant. Also, according to Prosser (1991), L,,, is of
the size of a germinating spore which is close to twice the hyphal diameter Dy,.

Lo = 2Dh .(9)
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In this work, we use the data published by Gonzdlez-Blanco er al., (1993) but
corrected as shown in Table 1 in order to evaluate the validity of Egs. 2, 5 and 6.
Such validation was made by the estimation of L, using each one of those models to fit
experimental data (pgps) in Table 1, thereafter comparing the estimated with the
experimental values of L. (Table 3). The later ones observed directly from dispersed
small mycelia grown on agar plates (Fig. 2).

MATERIALS AND METHODS.

Microorganism: Gibberella fujikuroi IMI 58289 from the Commonwealth
Mycological Institute, U.K., supplied as a gift by Dr. E. Cerd4d Olmedo, Universidad
de Sevilla, Spain. Cultures were stored on agar Czapek slants at 4° C.

Culture techniques: Old cultures were reactivated on new agar Czapek slants and
grown for seven days at 289 C. Microconidia were washed out from these slants using
sterile water as inocula for liquid Czapek medium in proportion 1/10 (v/v) and
cultured in shake flasks with 250 rpm for 48 h at 28° C. In turn, this later suspension
of mycelia was used as inoculum for fermenters or Petri dishes.

Media composition: Seven culture media were used with the following basal salt
composition in g/L: NH4NG;, 0.96; KH5POy4, 5.0; MgSO4.7H,0, 1.0; solution with
traces of Fe, Cu, Zn, Mn and Mo, 2 mL/L. Initial pH value was adjusted to 5.0.
Mixtures of glucose and starch having 80 g/L of total carbohidrates were used, having
the following percentages of C from glucose: 25, 37.5, 50, 62.5, 75, 87.5 and 100 %.

Agar cultures: Agar plates (10 cm diameter and 0.5 cm depth) were prepared with
previous liquid media and 1.5% agar. Small inocula (10 »L) were placed at the centre
of the plates from the shake flasks. Solid cultures were grown by triplicates for. 7 days
at 28° C. Some agar plates were inoculated only for measuring L. and Dy, in solid.
These experiments were incubated at 30° C.

Submerged cultures: Liquid inocula (250 mL) of G. figikuroi were added to a stirred
and aerated 3 L fermenter. Working volume was 2.5 L. Rushton turbines worked at
500 rpm and air flow was 1.5 L/min. Temperature was maintained at 289 C for 10
days. 30 mL samples were made every 5 h during the first 2 days. After the second
day, sampling period was 24 h. Additional 250 mL shake flasks were incubated with
100 mL of medium and stirred at 250 rpm for measuring L; and Dy, in liquid.

Growth measurements in submerged cultures (u,,g): Triplicate measurements of
suspended biomass in fermenters were made as follows, 30 mL broth samples were
filtered through previously tared Whatman No.4Q paper. Mycelial residues were oven
dried at 60° C for 24 h. Biomass concentration X was expressed as g/L. A semilog
plot was made of average X values and the slope was estimated in the linear part. This
slope was called pgps.

Growth measurements in solid cultures : Daily colony diameter was plotted vs. time
and linear slopes were estimated by statistical regression (R = 0.99). This parameter
was called u, and expressed in um/h. After seven days the colonies were observed
with a Zeiss microscope (40x) provided with a video camera linked to an image
processing system with a digitizing Matrox card and a Biocom (France) software
called Imagenia 2000, running in an HP Vectra QS/20, AT, computer. Distal hyphal
lengths were measured on a VGH monitor using a previously calibrated "mouse”
(electronic pantograph). Histograms for n = 30 measurements were recorded in order
to evaluaté the means and standard deviations. The mean hyphal length was called L,,.
The values of L, were measured from recently grown mycelia having less than 20 tips.
Longest branches were measured using 3.2x magnification. Their average value (n =
20) was called L.. Hyphal diameters were measured on same preparations but using
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higher magnification (10x). Specific growth rates were estimated as »; (i = 1,2,3)
according to Eqs. 2, 5 and 6, respectively.

RESULTS AND DISCUSSION
Table | shows that the values of the extension rate u, of colonies of Gibberella
Sfujikuroi grown on agar plates with media having the same carbohydrate level (80 g/L)
but with different percentages of carbon as glucose did not affect the u, which was -
close to the average (corrected) value u, = 101 + 4.86 pm/h. This value is very
similar to that obtained independently by Alvarez and Rodriguez (1993) u,=100.3 +
7.1 pm/h .

In Table 2 the results of estimating u using equations 2, 5, and 6 are labeled as uj, u;
and us, rcspeétively. The values of the corresponding parameters aj, a; and a3 were

" estimated by minimizing the sum of squared residuals between the uqps and each y; (i
= 1,2, 3). '

TABLE 1.
EXPERIMENTAL VALUES OF GROWTH PARAMETERS OF Gibberella fujikuroi
CULTURED WITH DIFFERENT % OF CARBON FROM GLUCOSE IN MIXTURES
WITH STARCH

%C from ur Loy Pobs
Glucose (um/h) (um) (1/h)
25.0 103.8 o 2153 0.039
37.5 93.3 136.3 N.D.
50.0 102.4 105.5 0.059
62.5 101.7 103.1 0.079
75.0 109.0 172.3 0.048
87.5 101.6 145.4 - 0.046
100.0 95.1 150.9 0.048
0.053+ 0.013

. MEAN VALUES 101 £ 5 147 + 36

For Eq. 6, the value L, = 5.20 um was used from data shown in Table 3 (average Dy,
= 2.60 um). Table 2 shows that a; = 12.41 and a, = 9.64. The fit to experimental
data was better for models 2 and 3 as compared to model 1. Direct microscopic
observations shown in Table 3 indicated that the length of L. was much better
estimated by model 3 as compared to models 1 and 2.

The best fit of y; (i=1,2,3) showed that their maximal values were observed when the
% C as glucose was 62.5%, which was similar for pug., indicating that the
morphoméuic technique could help to obtain estimates of growth conditions for this
kind of organism. Also, it can be shown that accordmg to equations 5 and 6 the value
of a, can be estimated by Eq. 10.
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TABLE 2
FITTING OBSERVED GROWTH RATES (i) OF Gibberella fujikuroi WITH VARIOUS
MODELS (i, s, #3) OF MYCELIAL KINETICS

%C from Hobs M k2 3
Glucose (p; values in 1/h)
75.0 0.039 0.034 0.034 0.039
37.5 N.D. 0.049 0.049 0.048
50.0 0.059 0.069 0.069 0.072
62.5 0.079 0.070 0.070 0.074
75.0 0.048 0.045 0.045 0.042
87.5 0.046 0.050 0.050 0.048
100.0 0.048 0.045 0.045 0.044
PARAMETERS: a;=12.41 3,=9.64 a3=2.45
SUMS OF SQ. RESIDUALS: 0.000798 0.000233 0.000341
as L
a, =azin [-——av—-] ....(10)
L

(v}
Using the values of Table 1 for those parameters the following result is obtained

a; = 2.45 * In(2.45*147/5.2) = 10.38

This value is very close to a; = 9.64, which in turn, explains why previous estimates.
of u, reported by Gonzdlez-Blanco er al., (1993) fit the experimental values of pgps
eventhough they underestimated u, by a factor of 10. A

TABLE 3
CALCULATED AND OBSERVED VALUES OF L, (CRITICAL BRANCHING LENGTH)
OF G. fujikuroi GROWN IN LIQUID AND AGAR PLATES TOGETHER WITH
CHANGES IN HYPHAL DIAMETER (D;). All measurements in this table are given in
micrometers.

%C from L. (observed) L, Ly L,
Glucose agar liquid (calculated)

0.0 383487 308465 7,143 1,665 a3
60.0 265+67 240+53 1,570 1,219 310
100.0 280+49 226+51 1,570 1,219 310
%C from _ Dy, (observed)

Glucose agar liquid

0.0 2.38+0.20 2.4410.17

60.0 2.63+0.23 2.65+0.40
100.0 2.87+0.20 2.62+0.23

Therefore, Eq. 6 is a useful model for estimating pqpe using
morphometric data from agar plate cultures to predict growth in stirred fermenters
(laboratory scale) and apparently, is consistent with the present knowledge of mycelial
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physiology. This approach could also be tried using sparse liquid suspensions of
mycelia to estimate L; and Dy, as shown in Table 3, if the value of u, is known.
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Fig. 1 Leading hyphae of G. fujikuroi grown on agar plate having 80 g/L of
glucose and mineral salts. Numbers indicate lengths of segments measured in xm.

321

GLUCJSE 100x 227

Fig. 2 Longest segments of a mycelium G. fujikuroi grown con agar plates with
basal mediim and 80 g/L of glucose. Numbers indicate lengths of segments
medsured in um. o
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A New Approach for Modelling the Kinetics of Mycelial
Cultures

G. Viniegra-Gonzilez, C.P. Larralde-Corona, and F. Lépez-Isunza

Universidad Auténoma Metropolitana - Iztapalapa, Apartado Postal 55-535, C.P. 09340,
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A new approach for modelling the kinetics of mycelial cultures is presented. It involves the estimation of the microscopic
branching frequency in terms of the rate of mycelial tip elongation and the critical length of mycelial leading segments.
Branching frequency was then related to the macroscopic specific growth rate. Two models for estimating the braching
frequency (zero and first order) as a function of segment length, were considered. Simultaneous predictions of the
observed vaiues of specific growth rates and critical branching lengths were made in order to compare those models. Also,
a macroscopic kineric expression for the evolution of a mycelial culture was developed, based in terms of a self inhibiting
power function of biomass density. Such an expression was used 10 test the zero and first order models for predicting
mycelial growth. Results indicated that the first order model was the more adequate one.

Mycelial cultures have beccme of
great importance for industrial
production of antibiotics, enzymes,
organic acids and food protein. But
unlike single cell cultures, their
kKinetics are nmnuch 1less understood
because of the complex nature of the
growth of hyphae having a set of
rules for tip extension and branching
that have been the subject of basic
restarch for more than 25 vears [l to
8].

recently,

Until very the
approach often wused to model the
kinetics of mycelial cultures was
based in the estimation of the
specific growth rate, 18 a

phenomenological coefficient with no
specific reference to the fundamental
mechanisms of mycelial growth. Due to

the advent of computerized image
analysis of nycelial cultures (Z,8]
there is the possibility of
developing mechanistic models of

mycelial growth which may correlate
structural features such as hyphal
lengths and diameters to the
fundamental aspects of the branching
mycelial mechanisms (2 to 13].
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In this work, a
based on previous work [13, 15, 17}
is presented for modelling the
kinetics of mycelial growth in ternms
of the fundamental mechanisms already
aestablished for vegetative mycelia.

new approach

THE SPECIFIC GROWTH RATE u IS RELATED
TO THE BRAMNCHING FREQUENCY &.

Mycelial tips are-the only parts
of the mycelia that grow [1,14).
Their number, N,., increases in time
with a binary branching frequency, ¢

Ny = 2°° (1)

Mycelial internodal segments can
be taken as cylinders with diameter
Dy [3.,4], critical length, L., after
which all branch [4,5,14), and
average solid content, p, which is
approximately constant along the
hyphae [10]. Hence, in a population
of N, mycelia, the amount of dry
biomass, X,, for each distal segment
of length, L., is given by

Xe = No(4MD,%) L o (2)

L. Gulindo and O T. Ramirez teds.). Advamees in Bioprocess fngineering. 18:7-180.
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Assuming that the average number

,of tips of a single mycelium growing

in a broth is N,, with segment

length, L., and, recalling that the

number of segments N, according with
f13] is:

Ng = 2Ny - 1 (3)

Then it follows that:

Me = 2(2%%) -1

So st

Ns = 2 1 (3a)

The total amount. of mycelial
biomass wili be

X = Ng (51Dp%) (2°*1-1) Lo p  (4)

Considering that in a large
population of mycelia, the average
biemass increase is given by an
increase in ., and using Equations 1
and 4, it is pcssible to calculate
the biomass growth rate as a function
of time if it is assumed that the
overall average branching frequency ¥
is constant and also by noticing that

geel ae

d(2 - 1)/dt = 2Ln2($2'")

then

ax/dt = Ng(4MD,%)2Ln2 (92" )L. p  (5)

Therefore, the specific growth
rate of the biomass, Loy, 1S

Hops =(1/X)dX/dt

de+l

= 2Ln2($2%%) /(2" - 1) (6)

From equation 3a (or from 3) it
is clear that, for mycelia having
more than eight tips (N.>8), the
ratio between the number of tips and
segments (N,/Ng;) becomes close to %
as shown by

Ne/Ng = 2%%/(2%" - 1) = % (7)

THus, using, Equations 6 and 7,
the value of Mops: €an be given
approximately by

Hops = ¢ Ln2 (8)

This result is equivalent to say
that the biomass 1is growing at a

‘fixed exponential rate ., between

the range of time t = 0 (X = ¥,) and
T =t (X = X) .

= {Heps €}
X, = Xp '’k
Then
L0t
X: = Xo < (9)

which indicates that the kinetic
constant g,g can be estimated if the
average branching frequency ¢ of the

nycelial pecpulation is known or
viceversa.
STIMATING THE CHIN UENCY ¢

I RMS OF TWO MICROSCOPIC MODELS CF
MYCELIA NGATION.
£, 5, it

Several workers {1,' 4 it,
13, 14) have reported that,. in a

large population of mycelia, the
parameter ¢ .is proportional to the
rate of tip elongation (u,) .

Viniegra-Genzalez et al (13] tried to
generalize this approach using a
simpie mechanism of syvmmetrically
branching mycelia, by assuming that
all tips elongate at exactly the sane
rate u, until they reach a critical
length, L., after which a new branch
is formed. Hence, the estimated value
for the branching frequency, ¢, can
be calculated as follows

b = u,./Lg (10)

The wvalue of u, can be measured as
the rate of radial extension of
circular colonies of mycelia grown on’
solid media (K, according to Trinci
[3]) corresponding to the fastest
rate of hyphal elongation and, L. can
be estimated by direct microscopic
measurement of mycelia grown either




in liquid suspensions (21, in
microcultures (3,4) or by image
analysis of the periphery of mycelial
cultures grown on agar plates
(3.4,15]).

In order to justify Equation 10
at a mechanistic level, it is worth
noting that Trinci {5] reported that,
mycelia grown on cellophane extended
over Petri dishes, had leading
segments of length L, growing
according to the following empirical
law

dL/dt = Upay L/ (Ky + L) (11;

where, u.,,., is the maxinum wvalue of
the hyphal rate of elongation and,
Ky, is a saturation factcr. That is,
for L>>K,, dL/dt = uu,,,. Thus after
integration of Equatioen 11, an
expression 1s obtained (Equaticn 12)
for the branching freguency taken as
the inverse of the «critical time,
e (¢=t_"1) necessary for reaching a
length L = L,

9 = Upax /IKLIR(Lo/Lo)* (Le=Lo)]  (12)

where L, is the initial branch length
which has been found to be close to
twice the hyphal diamezer, Dy 716,17}

LO = ZDh - (13)

Now, noting that L.>>ZDy,
Equation 10 is justified if u,. = u...-
For example, according to Trincl [Z]
Geotrichum candidum has L. =330 um,
O =2.5 pum and Ky = 12 un, therefores

b, = ug/1.14Lc = u /L (14)

The nodel based on Eguaticns 8
and 10, is called here the zerc order
rate law of elongation, or the zero
order model,

For L.<<K; a first order rate
law of elongation or first order
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model is derived as follows, where «
is a first order constant

dL/dt = aL (15)

This in turn yields an exponential
rate law for L ([5,14)]

L =1L, e (16)
Fer L = L., at time, ¢t,, the
branching frequency, ¢5, will be
given by

¢z = a/[Ln(Le/Lg)) (17)

But at t., the value of dL/dt
reaches its highest expected value
which could be measured as the colony
extension rate u, and can be found
from Equations 15 and 16 as follows

U, = al, (18)

Therefare, the branching
frequency §, can be estimated by

by = up/[(Le)La(Le/Ly) ] (19)

This later model (Equation 19)
has been tested using experimental
data from cultures (on agar plates)
of Gibberella fujikuroi (171 and
Aspergillus nidulans (4] as shown in
Takle 1. For example, in the case of
G. fujikurol it was observed that the
critical length was in the range of
226um<Lo<308um, with initial length
Lo = 6.2 pum and u,=100 um/h, and the
calculated values for the critical
length, called, L,, were found in the
range of 310 um< L, <420 um (Table
1). For the zero order model the
necessary values of L, to fit the
experimental values of the specific
growth rates measured in a stirred
fermenter (o) were Lp; = 1,000 um
{results not shown in Table 1) and

clearly above the experimental values
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Table 1. Comparison of calculated (p ;. and Ly} and
measured ({u,,, and L.} specific growth rates and apical
lengths in cultures of Gibberella fujikuroi! and
Aspergillus nidulans?.

Organism U, Dy2 Hobs Meaych L Ly#
and culture (solid) (liquid) (solid)
conditions. (um/h)  (um) - (1/h) (1/h) {#m) (sam)

G. fujikuroil

% of ¢ from 25.0% 104 3.6 0.039 0.039 308 420
glucose in 37.5% 93 3.6 ————— 0.048
mixtures with 50.0% 103 3.6 0.058 0.072
starch having 62.5% 102 3.6 0.079 0.074 240 310
total‘CH20=80g/L 75.0% 109 3.6 0.048 G.042
. 37.5% 102 3.6 0.046 - 0.045
100.0% 9% 3.6 0.048 0.044 226 310
A. nidulans?’
Incubation 20 °c 86 2.5 0.090 0.089 -—-= 184
temperatures 25 °C 146 2.5 0.148 0.148 299 188
(10 g/L glucose) 30 °C 215 2.5 0.215 0.215 300 190
37 °C 297 2.5 0.360 0.359 327 . 164

1. Daca from lLarralde-Corona (17); 2. Data from Trinci {4];
a = estimated average value; # = values calculated according to
Equations 8 and 19.

Table 2. Macroscopic model for soliad substrate
fermentacion curve of Aspergillus niger No.10 grown con
cassava meal granulesa,

Experimental data?

1, (um/h) 276
N, (spores x 10%) 1.9

P (10-12g/um3) ' 1.1
Dy (um) 3.3

Non-linear estimated parametersP (calculated)

ogistic Zero order t er
L¢ 850 *23 2,308 %159 274 *2.9
n 2.65 x0.12 2.99 %0.22 2.69 *0.038
o] 1.00 25.3 138 3,17 £0.49

Statistical varameters

SSR 0.4583 0.5947 0.0192

a) Experimental data from lLarralde - Corona [16), Oriol ([21) and
Raimbault [22]. b) Parameters calculated from the models presented
above, except for the logistic where, by definition xcso, pal.
Numerical <calculations were done using the Marquardt technique
with a fourth order Runge-Kutta methed.




of L. although the calculated values,
Heale for the specific growth rates
were very close toO [l g

The results with A. nidulans (4]
shown in Table 1 indicate that the
calculated values of the critical
length L. , were smaller (164 um <Lp<
190 im) than the experimental values
(299 um <L.< 327 um) required by the

_first order model (Equations 8 and
12) in order to fit the experimental
values of specific growth rates,
measured in shake flasks (M_g5)-
However the calculated values for L;
using the zerc order model, were
around 700 um (not shown in Takle 1)
in order to make Equations 8 and 10
to fit pgpge-

The first order model did not fit
exactly the experimental values of L.
which were taken as the apical cell
length for A. nidulans (4], but, its
predictions were good enough and can
be considered as a better model for
the estimation of |y ©f mycelial
cultures.

EITTING MACROSCOPIC FERMENTATION
CURVES OF MYCELIAL CULTURES.

A population of living organisms
growing in a confined space until
they reach a maximum level of biomass
density X, can be modelled by
Equation 20, proposed by Bertalanffy
{18] and Richards (19] for vegetal
populations and lately, applied to
microbial populations [13,20]

AxX/dt = pga, (1-(X/Xg) P1X (20)

According to Viniegra-Gonzélez
et al. (13] the term (X/Xy)P? can be
considered as an empirical power law
which measures the probability
density function for organisms that
stop growing at the fractional
density level (X/X,). If 0 < p 5 1,
it is assumed that such a probability
increases very fast for relatively
small biomass density levels,
therefore, it corresponds to a
process of early self inhibition. But
for p>1l, it is assumed that the
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growing population is relatively
resistant to self - inhibition. 1In
particular when p=1 this model
becomes the so called logistic
equation. Also, Viniegra-Gonzélez et
al. [13] showed that it was possible
to generalize Egquation 20 in order tco
agree with = Equation 6 by using
Equations 1, 3 and 4, yielding the
following expression

dX/dt = poa 0 (X+X) M- (X/%) P ] (21)

. Where Hpax = $(2 Ln2) and X,
= N, (%[ID“)L, p (see Equations 2 and
6) are parameters that can be
estimated from morphometric analysis
of mycelia as indicated above and X,
and p are phenomenological parameters
to be estimated from this model.
Again, as in the preceding section,
two model choices, ¢; (zero order)
and ¢, (first order), can be made to
estimate the actual branching
frequency ¢ (Equations 10 and 19).
Equation 21 has the interesting
property that two fundamental
parameters ¢ and X. share a common
parameter, L., reducing the degrees
of freedom of this model.

According to the data presented
in Table 2, the model with the least
SSR (sum of squared residuals) was
the first order model (SSR = 0.0192)
as compared to the logistic equation
(SSR = .0.4583) and the worst case was
the zeroc order model (SSR = 0.5947).
The first order model ' had the
smallest value for L. = 274 % 2.9 um
(1% error) as compared to a very
large L. = 2,308 * 159 um (7% error)
for the zero order model and an
intermediate L. = 850 % 23 (3% error)
for the 1logistic model. Thus, the
first order model was more consistent
with available data (150 um< L. < 350
um) measured by Larralde-Corona ([16]
and with a more accurate description
of the fermentation curve.

ISCUSSION

The apparent good agreement
between microscopic and macroscopic
medels of dense mycelial cultures
seem to support the idea that the
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basic mechanisms for mycelial growth
are very similar to those observed in
the mycelial sparse cultures. That
is, the dominant mechanism for
mycelial branching seems to be
related to a first order rate law in
terms of the segment length increase.

The fact that the zero order
model implied by Equation 10, does
not seem to fit experimental data
suggests that very few branches go to
lengths well above the saturation
constant K;. Therefore, the average
Lr-anching  fregquency is better
rpresented by first order rate law

an by zero order rate law.

Recent work (8] suggests that in
a short while there will be fully
automated image analyzers which will
allow one to obtain quick estimates
of average dimensions of mycelial
structures. They will make possible
the correlation of these measurenents
with others of mycelial ©biomass
{gravimetric or photometric). Thus,
he use of the models presented in
-his paper could help to analyze and
santrol the evolution and metakolism
cf mycelial cultures. For example, it

will be possible to predict the
fermentation curves using e~rly
morphohetric analysis of sparse

mycelial cultures and this, in turn,
will help <to develop on-line and
ahead of time control procedures for
nycelial industrial fermentations.
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NOTATION
o First order kinetic constant(h-!).
¢ Average branching frequency (h-l!).

¢, Average branching fregquency of
the zero order model (h*!).

¢, Average branching frequenc¥ of
the first order model (h™%).

Heale Caﬁsulated specific growth rate
(h=4) .

Hops Specific growth rate measured in
shake flask or fermenter (h~:¢).

Hnax Maximum specific growth rate
(h~1).

p Average biomass solid content
(g/pm3) .

Dy, Hyphal diameter (um).
K, Saturation factor (um).

L Length (pm).

. Lg Initial branch length (um).

L. Critical length of hyphae (jm).
N, Initial number of mycelia.

Ng Average number of segments in a
mycelium.

N, Average number of tips in a
mycelium.

p Biomass self-inhibition exponent.
t. Time to reach critical lenght (h).

U..; Maximum hyphal elongation rate
(pm/h) .

u,. Colony extension rate (um/h).
X, Dry biomass at time t; {g/mL) .
X. Dry biomass at time t (g/mL).

X, Maximum dry biomass (g/mL).
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SUMMARY

The evolution of superficial cultures of Aspergillus niger No. 10 was studied at two experimental
levels: a) Following the evolution of the biomass density (X [=] mg cm?) and fitting the data by
the logistic expression, which yielded a macroscopic specific growth rate expressed as
Mobe=(dX/Xdt) [1-(X/Xmax 5]" ; and b) Measuring: morphometric parameters like the speciﬁc
elongation rate (k) of the. germinal tubes and theif diameters (Dy ), the colony rate of radial
extension (u,) and the mean length of distal hyphz (L..), in order to use them to estimate the
specific growth rate with the following proposed expression: peae = Ur 22 [(Lav In(La/Ds )]
Increases in the initial glucose concentration (10, 40, 70, 120 and 300 gL™") caused reductions in

the specific growth rates, the elongation kinetics of the germinal tubes and the hyphal diameter,

nevertheless, u, and X, presented a parabolic behaviour, showing a maximum around 120 gL"..

The overall macroscopic effect of the tested concentrations of glucose on superficial cultures of 4.

niger was to produce densely packed and slowly extending colonies, where changes in hyphal

lengths and diameters were signiﬁcant. There was good agreement between po and peq. values,
hence microscopic parameters could be used to predict an important macroscopic feature of the

colony (the specific growth rate), as affected by high glucose concentration.

Key words: Specific growth .rate; hyphal morphometry; Aspergillus niger; growth kinetics;

glucose effect.




INTRODUCTION

Moulds such as Aspergillus niger are fungal organisms that can thrive on aerated surfaces that
have high concentration of sugars and low water activity (Gutiérrez-Rojas et.al., 1995; Inch and
Trinci, 1987; Oriol et al., 1988; Pitt aﬁd Hocking, 1977; Raimbault, 1980). The metabolic stress
caused by high strengths of glucose syrups has been used mainly to increase the yield of cifric acid
obtained from solid substrate cultures of 4. niger strains (Gutiérrez-Rojas et al., 1995). It has been
hoted that high levels of sugéir affect the ﬁl;;nentous structure of fungal cultures, where changes in-
hyphal length and diameter can be microscopically observed, hence morphometry could be related
to changes in the rate of increase of biomass (Nielsen, 1993; Packer and Thomas, 1990; Trinci,
1974; Viniegra-Gonzélez et al. 1993). One way to study these effects is to look at superficial
cultures grown on agar plates, which are readily accessible to microscopic image analysis
(Larralde-Corona et al., 1994), and can be studied using various kinds of analytical techniques
applied to in situ digitilized images (Olsson, 1994). The use of these observations offers an
interesting possibility to develop a new modelling approach for understanding fungal physiology
“using semi-structured models of hyphal growth and metabolism (Aynsley et al. 1990; Bartnicki-
Garcia et al. 1989;‘Durand et al., 1994; Georgiou and Shuler, 1986; Mitchell et al., 1991; Monod,
1949; Prosser and Trinci, 1979). This approach is important when it is necessary, for submerged
cultures, to predict the effect of the hyphal morphology on the rheological properties of the broth
(Olsvik et al., 1991) ,on the formation of a pellet (Meyerhoff et al.,, 1995), on the product
formation (Cox and Thomas, 1992; Lee and Rho, 1994) patterns and, for solid state fermentation,
to predict the invasive behaviour of the mycelia (Viniegra-Gonzalez et al., 1993).

The aim of this work is to study the effect of high concentrations of glucose on the




morphology of Aspergillus niger , and to investigate if there exists a correlation between changes
in the microscopic parameters of hyphal growth, such as length, diameter and the elongation rates
of the individual hyphz, using the expression proposed in a previous work by Larralde-Corona et
al. (199>4) and those of the whole colony, as the corresponding changes in the macroscopic

specific growth rate, estimated in terms of changes in the surface density of biomass.
MATERIALS AND METHODS

Strain

The organism used is an amylolytic mould Aspergillus niger var. hennebergi N° 10, isolated by M.
Raimbault (1980), and belonging to ORSTOM fungal collection (Centre ORSTOM, Montpellier,
France).

The spores were conserved on assay screw tubes with sterile water, and stored at 4° C.
New spores. were produced in 125 mL Erlenmeyer flasks, inoculating few drops of the
conservation water in a PDA medium, and incubating them at 35°C for 5 days. The resulting
spores were harvested using 50 mL of a sterile Tween 80 solution (0.1% v/v), gently stirring the

solid surface with a magnetic bar. The spore concentration was determined using a Neubauer

chamber.

Medium

Liquid basal medium had the following composition (g L™): Glucose, 10; (NHL),SO4, 0.98; urea,

0.24; KH,PO,, 0.50; MgS0,-7TH,0, 0.6; yeast extract, 0.1; bacteriological agar, 12; trace minerals




solution, 2 mL. The solution of trace minerals had the following composition (gL™): FeSO4-H20.,
2.5, MnSO4+H,0, 2.15; ZnS0.7H,0, 11, HiBOs, 5.5; CoCl»5H20, 0.8; CuSO.5H,0, 0.8;
(NH.)sMo07024-4H,0, 0.55; Na,;EDTA, 25. Fifteen millilitres of medium were poured in each 9-cm

diameter petri dish.

Cultivation conditions
Media were prepared with different glucose concentrations, keeping a constant C/N ratio of 12 -

(g/g) by changing (NH,),SOs and urea levels. The glucose concentrations tested were (g L) 10,

40, 70, 120 and 300. Initial pH was adjusted to 5.5, and incubation temperature was 35 °C.

Inoculation Techniques

Inoculation was perfoﬁned in two ways: a) Spreading the spores over the agar surface (lawn type
inoculation), and b) Pointwise deposition of the inoculum in the centre of the plate (puncture
inoculation). In both cases the inoculum deposited in each plate was 1x10° spores.

The lawn cultures were used to measure the amount of biomass produced (and therefore to.
estimate W.s), the germinal tube elongation kinetics (i.e. k), the hyphal diameter (Dy), and the
mean critical length of the germinal hypha before the first ramification appeared (Lo).

The puncture cultures were used to measure the radial extension rate of the coloﬁy (uy), the
average distal length (L.,) and the maximal length achievable without ramification (Lm.) of the
hyphz growing at the edge of the colony. It is worth mentioning that, for this strain of Aspergillus

niger, it has experimentally determined that: 2L,, = Lny and L, 2Dy,




Analytical Techniques

Biomass measurements

Dry weighing of the mycelium grown over the plate (lawn cultures) was done by lifting the
mycelial aggregate from the agar surface and introducing‘ it into a beaker with 200 mL of acidified
water (pH 2), allowing it to boil for 2 minutes in a microwave oven, to dissolve any agar residue.
The mycelia was then filtered through a Millipore 0.45 pum tared filter membrane, washed with hot

distilled water, dried overnight in a stove at 65° C, stored on a dissicator for 24 hours and then

weighed.

| Morphometry

The hyphé.l diameter, léng'ths and the colony diameter were measured using image analysis
sofiware (IMAGENIA 2000, Biocom, France). Video images were digitalized using a Matrox
card in a 386 PC with a mathematical 387 co-processor. For tubule measurements at least 30
samples were used, and colony diameter was measured in quintuplicate. Average values and

standard errors were calculated using a conventional electronic spreadsheet.

THE GROWTH MODEL

A microbial population growing in a batch system normally presents defined kinétics, which
comprises four well known main stages: lag, exponential, stationary and death. Due to its

simplicity and adequate adjustement, one of the most useful expressions used to describe the




growth curve is the logistic model (Pearl and Reed, 1991), which can be expressed as follows:

x (X
E——‘L&Y(l X ) 5 O (1)

max

Where p is the specific growth rate obtained at the exponential stage. It will be considered
in this work as the observed or experimental pi value (los). The parameter p is known to vary with
the limiting substrate concentration, and such dependency could be described by the Monod

equation (Monod, 1949) as follows:

_/.lmaxS '
=% +s | (2

When substrate inhibition exists, a common expression for p is given as:

max S ' '
p=— H s : ...(3)
K+ S(l + ———)
K

For S>>K, Equation 3 can be re-written as:

M max
=TGR (4

It
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The preceding models (Eqs. 1-4) have been successfully applied to the description of the
change of biomass and to calculate the specific growth rate of microbial populations reproducing
by binary division (Pirt, 1967), and are useful in the description of fungal cultures growing at high
carbon substrate concentrations (Gutiérrez-Rojas et al., 1995, Oriol, 1987).

At the macroscopic level, a filamentous fungal culture growing over agar plates usually
f"orms a circular colony, where changes in diameter may easily bg followed. Hence, the radial
extension rate, u, ,may be used as a parameter for the description of fungal growth. It is also
known .that u, is related to the branching ﬁequency (Trinci, 1974), @, defined as the inverse of the
characteristic time (1) elapsed from the initiation of a small branch with an initial length L,, up to a
critical hyphal length L., which depends on the strain and the medium composition. Furthermore,
it is known that the microscopic specific growth rate is also proportional to @ (Trinci, 1971).
Assuming that biomass is growing only at the tips and that new tips are produced by binary ‘
branching (Viniegra-Gonzalez et al., 1993), the empirical exponential growth law of biomass

production can be related to the microscopic growth function of the number of tips, as follows:

e,ur - 201‘

(5

From Equation 5 an expression for the specific growth rate, p, as a function of the

characteristic time is obtained as:;

=)
)

Sk

.(6)




In order to characterize the fungal growth, t could be estimated by following the hyphal
growth from germination to the first branch formation (Trinci, 1974). It has been discussed
elsewhere (Carlsen et al., 1996, Larralde-Corona et al, 1994; Nielsen, 1993; Trinci, 1974,
| Viniegra-Gonzalez et al. 1993) that during the germination of a single spore, the tubule length

follows approximately first order kinetics given by:
—=kL ...(7)

Integrating this expression, and considering that at time t = 1, L = L., the mean critical

hyphal length (L.) can be obtained as:
L.=L e~ : ...(8)

These relations have been successfully compared to experimental values from cultures of
Gibberella fujikuroi (Larralde-Corona et al., 1994). By using Eq. 8 it is possible to calculate a
microscopic growth parameter: the specific elongation rate (k), expressing the velocity at which

the elongation process takes place. Re-arranging Eq. 8, an expression for 7 is obtained as:

= | o (9)

On the other hand, the maximum value of the elongation rate, dLdt (Eq. 7), may also be




estimated following the radius of a circular colony, where the observed rate of hyphal extension
corresponds to the “faster runners” since the slower ones will remain within the bulk mycelia. This

rate could be defined as u,, the radial extension rate of the colony, which may be estimated as:
w=kL,_, ....(10)

Where L,. is the mean length of the hyphe growing at the edge of the colony (distal
hyphz), from their tip to the first observable branch. Equating Equations 6 and 9, a simpler
expression can be obtained to calculate p as an inverse function of 1. Substituting the expression

fork (Eq.' 10), an expression for u as a function of the morphometric parameters u,, L., and Dy, 1s

" obtained:
u, In2
lucaI: = : (11)
» D,J,

It is worth noting that Equation 11, presented previously by Larralde-Corona et al. (1994),
has been modified in the logarithmic ratio parameters by substituting the value of Dy, for that of L?,
due to the fact that, when L, was calculated from Eq. 8, it corresponded to the experimental
values of Dy ; also the parameter L. (individual) was substituted by L., (colony). Since the
~ intention is to predict a colonial property, it seemed reasonable to use a colony parameter. Later,
the numerical analysis of the calculated values of pu confirmed that this reasoning was adequate.

This expression has been tested to assess its utility in predicting specific growth rates of some

10




moulds, grown in submerged cultures (Larralde-Corona et al., 1994) and solid state fermentors
' (Viniegra—Gonzﬁlez et al.,, 1993), and in this work Eq.11 is used to describe the growth kinetics of
Aspergillz)s niger on agar plates. |

It has also been observed (Nielsen; 1993; Trinci, 1971) that, for the rate of elongation of
individual hyphz, there is a saturation behaviour analogous to that observed for the specific

growth rate, which is given by: |

a __ul ..(12)
d K, +L _

Solving this equation for t = T when L = L., the following expression for 7 is obtained:
1, L . '
r:;—r-[KL(ln[ AD +(L, -Lo)} ..(13)

The parameter Ky in Eq. 13 was estimated from experimental data, using u; and L. from

micrometric measurements.

RESULTS AND DISCUSSION

The experimental study was divided in two main parts: germination and colony growth. It is
known (Trinci, 1974) that each stage has its own growth features; nevertheless, it was assumed

that both are connected by a common characteristic that could be quantified, such the specific

growth rate of biomass.
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Germination stage
Values of k, Dy and L. were measured from hyphz growing on petrni dishes inoculated by the
lawn-type technique, during the stage of germination.

The evolution of hyphal length for each glucose level is shown in Fig.1. These curves
present a sigmoidal shape, and ai their inflexion point, the maximum specific elongation rate (k)
could be calculated. This parameter was maximum at the lowest glucose level (10 gL™), indicating
that the branching process started first at this concentration. Therefore, the rate constant, k, seems
to be inhibited by an excess of glucose concentration (S, > 10 gL™) which may be related to lower
values of water activitiy (aw) commonly associated with high levels of glucose concentration
(Auria et al., 1995; Oriol, 1987).

Maximum tubule lengths were measured just before the sprouting of the first branch aﬁd
were labelled as the critical length (L.) for each substrate concentration. Such values are marked
with arrows in Fig.1 and plotted in Fig. 4, where it may be observed that the global maximum of
L. was found When'So =10g Ll In Fig. 4 it is shown that there are two distinct regions for L.
vs.S,: Region 1 defined by the range 10 g L' < S, < 120 g L™ in which L. has a negative slope;

and Region 2 in the range S, > 120 g L™ where L. has a positive slope (Fig.4).

12
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Figure 1. Elongation kinetics of the germinal hyphz

at various initial glucose concentrations: (W) 10,

(®) 40, (V) 70, (+) 120, (#) 300 gL

The values of the branching initiation time (1) and the K; were estimated from Equation
13, and are shown in Table I. To calculate the real time of germination, six hours were added to
the values of T reported, becaus;e this is thé time at which the first germinal tubules appeared. The
values of T (Table I) showed that they increased proportionally to the initial glucose concentration, -
signifying that there was a delay in the germination process as the glucose concentration increased.
This observation is in agreement with the .fermentation curves of 4. niger 10 grown on bagasse
impregnated with glucose syrups and mineral salts (Oriol et al., 1988), and also in packed columns
using Amberlite as support (Auria et al., 1995), indicating that it is possible to predict fermentation
delays, related to an excess of glucose concentrations, by measuring the parameter T in

microcultures.
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The predicted parameters K; were similar for all glucose concentrations except at the
lowest value (10 gL') .This parameter has been used by other authors (Carlsen et al., 1996; Tripci,
1971) to fit experimental data of hyphal elongation. Here it is stressed that this parameter differs
from the— saturation constant of Monod expression (Monod, 1949) because it is itself a function of
glucose concentration.

Hyphal diameter (Dy) values decreased exponentially with increasing glucose levels, as is
shown in Table I. The decrease of the hyphal diameter with increasing substrate concentration has
been observed previously (Mitchell et al., 1991; Wiebe and Trinci, 1991, Wiebe et al.,, 1992). To
the knowledge of the authors, no mechanistic model desqribing this phenomena has yet been
published, although apparently it is an important adaptation mechanism of mycelial cells to culture

media with high osmotic pressure.

Colony stage
- The values of the radial extension rate (u,), the average (L.y) and maximum (L.:) lengths of the
distal hypha (Taﬁle I) were measu;ed in puncture-type inoculated dishes, and the evolution of the
quantities of biomass density (X) and maximum biomass (Xn.) were measured in plates inoculated
using the lawn-type technique. |

Thé elongation velocity of the colony, u,, (Table I) showed. a quadratic trend when plotted
vs. S, , having a maximal value at 90 gL™'. Hence the elongation kinetics at ﬁlacroscopic level
measured as u, is different from the microscopic elongation of individual germinating hyphez,

measured as k, presented above.
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Table L-Effect of glucose on morphometric parameters of the colony of Aspergillus niger, and

predicted parameters (t and Kr) of Eq. 13.

Glucose u, Dy* L.* Lomax Ko T
(eL)  (umi) (nm) (um) (nm) (nm) (h)
10 346 632069 218+94 542 526 ._ 5.99
40 556 544+090 542+ .272' 1219 924 8.61
70 614 4.95+0.64 461254 1200 1047 8.47
120 580 485+084 452+228 874 1085 9.25
300 381 3.37+036 642+291 1166 965 15.0
*+ SD ‘

The glucose concentration where maximum value of u, was observed, is similar to that
obtained for Aspergillus nidulans (Trinci, 1969). The decrease of u, at higher glucose
concentrations was attﬁbuted to the accumulation of toxic products or changes in the pH of the
media. A similar result was observed in cultures of Penicillium roqueforti (Gervais et al., 1988),
‘and has been related decreasing values of a., lower than 0.97, which correspond, according to
Oriol (1987), to a glucose solution of approximately 130 gL . Also, Inch and Trinci (1987) have
studied the a, depressing effect of polyethylene glycol on the u; values of Paecilomyces farinosus,
indicating an inhibitory effect with a. < 0.98. These authors propose that “colony growth rate is a

valid way of assessing the effect of water activity on mould growth”.
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The parameters L,y and Lmax , 352 function of S, , have their minimal values at S, = 10 gL"

(Table I); this behaviour is opposite to that of Lc, indicating again that the bulk mycelia adapts to
high levels of S, in quite a different way compared to isolated and recently germinated hyphe.

Using data from Table I, it was possibler to estimate the critical volume for the distal hyphz

in the colonies (Ve = (1t /4) Liax Dy ). Comparing this with the critical volume measured in the

| germinal tubulés (Vg = (ﬁ/4) L. D;?), the diameter, Dy, was found to be the same in both

experimental systems. The trend of V.. shows a distinct maximum around 40 gL', whereas V,,

was found to monotonically decrease with S, (Fig. 2).
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Figure 2. Critical volumes of the germinal hyphae (®)
and the largest distal hyphae (M) at different initial

glucose concentrations.

These observations corroborate the idea that the effects of the media over the mycelial

structure depend on the maturity of the hypha and its aggregation level. Nevertheless, the hyphal

14




diameter was the same in both stages, suggesting that length and diameter are not regulated at the
same physiological level, and that the hyphal diameter is fixed from the beginning of the growth
process. The colony biomass could then be determined by changes in the apical extension rate or
in the branching frequency, quantities that seem to be regulated independently (Wiebe et ﬂ.,
1992).

The time evolution of biomass density, X, is shown in Fig. 3 to have a definite sigmoidal
shape which could be adjusted by Eq. 1. Parameter Xp.x, showed a parabolic response to S, values
-(Fig. 4). The negative effect of high levels of S, on X (Fig. 4) may be related to lower biomass
yields and has been attributed to a hiéher maintenance energy (Oriol et al. 1988), due to
production of osmorregulating substances (Gervais et al., 1988) such as erythritol and glycerol

(Gutiérrez-Rojas et al., 1995).

X!
<

-
[o]
1

—_—

o0
—

H
1

Biomass dry weight, X (mglcmz)
b
)

o d* 1 I N B ™ LN A T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Time (h)

Figure 3. Time evolution of biomass at the

different glucose concentrations.
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There was a definite glucose inhibition effect (S, > 10 gL™") on pew Which could be inferred
from the monotonically descending sequence of this rate constant with respect to increasing values
of S, (Fig. 5).The pa values, obtained by the fit of Eq. 1 to growth curves shown in Fig. 3, were
introduced into Eq. 4, obtaining the following parameters: pmx = 0.30 £ 0.035 h', and K;= 132 %
52 gL!. This value of pma is very close to the one estimated previously by Oriol (1987) using the
same strain of 4. niger, but calculated on the basis of respiration rates. Tt-xe decreased value of Loy
at high S, was similar to the behaviour observed for Dy, indicating that changés in p and Dy, are

part of the adaptation of the mould growth to decreasing values of water activity.
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Figure 4. Critical length, L. ,of the germinal
hyphz (©) and maximum biomass, Xmx (H)
measured as dry weight prodﬁced at different

glucose initial concentrations.
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It is interesting to note that the effect of glucose level on Xma: and v, were similar, showing
a maximum at around 120 gL', and both were like a mirror image of the L. (Fig.4). This structural
inverse correlation seems to indicate that dense mycelial mats grow with short branches. On flat
surfaces, the major effect of high sugar levels is to increase mycelial density and the radial

extension rate to a maximum value.

Comparison of growth parameters

Thel calculated vaiﬁes of K for the germinating tubules were similar to the observed values
of L at the edge of the colony (Table I). Although these values were not the same, the average
ratio between them was 0.93 Considering that length measurements have an average error of 10%,
. it may be concluded that the values of K; , measured at germination stage, correspond physically
to tﬁe maximum distal length achievable for the hyphae at the edge of the colony, for each glucosé"
concentration. Also, the maximum elongation rate during germination (not shown) was half the
value of u; of the colony, as is predicted from Equation 12.

The mechanistic nature of K;. has not yet been assigned (Nielsen, 1993; Trinci, 1971), but a
semi-structured model for hypilal growth was proposed by Aynsley et al. (1990) which considers
two Michaelis-Menten type reaction steps: A) the conversioﬁ of substrate to wall precursors
(S—P), and B) the conversion of P to wall structural building blocks (P—W). This mechanism is
similar to the one proposed in this work (Eq. 13). However, it does not explain why a saturation
effect on the length L exists. The actual data suggest that Ky is dependent on S,, and that hyphal
tip enlargement is mainly controlled by the coupling of mass transport to growth kinetics inside the

hypha (unpublished work), situation that should be taken into account in future models of hyphal

growth.
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The values of L., were similar to those reported (1,137 £ 313 pm) for the peripheric
growth zone (w) of another strain of Aspergillus niger (Trinci, 1971). The parameter w, together
with u,, was used by Trinf:i in order to estimate the specific growth rate (o) of the periphery of
fungal colonies as: o=u/w, comparing the values calculated with the specific growth rate obtained
in sumerged cultures. In this way, he apparently found a method to predict the growth in
'submerged cultures measurihg growth parameters at the edge of a superficial culture, which then
could be compared to the prediction of p measured in solid cultures. Nonetheless; this expression

was unable to predict the value of p using the measurements presented in this work.

Prediction of the colony specific growth rate

The speciﬁc’elongation rate (k) of the germinal hyphz (Fig.1) presented the same tendency
as the specific growth rate (o) indicated in Fig. 5. The k values are of the order of 3.5 times the
values of pons. However, it has been reported by Carlsen et al.* that, in sﬁbmerged batch cultures,
the specific growth rate, estimated by dry weight, corresponds to the specific elongation rate,
measured by foliowing the totai hyphalv length during the vegetative growih stage. It seems
reasonable that this could be the same case in superficial cultures, however, it was not measured in
the present work. Instead, the values of the morphometric parameters L,, and Dy, and the radial
extension rate, u,, were substituted into Equation 11 to calculate the specific growth rate (peac) for

each glucose level. Predicted values showed good agreement with observed ones (Figure 5),

having a sum of the squared residuals of 0.00104 and R* = 0.98.
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Figure 5. Comparison of the observed and
calculated values of p at: (1) 10, (2) 40,

(3) 70, (4) 120 and (5) 300 gL' of glucose.

The fact that Equation 11 was able to predict the experimental values of p could supports
it as a phenomenological equation of fungal growfh based on mophometric (iicroscopic) data. It
also indicates that L,, is a good estimate of a weighted average of various types of critical lengths
since Meyerhoff et al. (1995) have suggested the need to consider at least two different critical
lengths (assigned by them as L, and L) in order to estimate the average branching frequency in a-
mycelial mat. L, would be related to the primary branch and L, to secondary branches.

‘ The differences in morphometric data for dispersed and densely packed mycelia, such as,
the critical branching lengths and the rates of tip elongation, suggest that cautioﬁ should be taken
when trying to predict the physiology of dense cultures by using measurements on early dispersed

mycelia.
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CONCLUSIONS

By means of the image analysis technique it was possible to corroborate the idea that, the
branching frequency, considered as the inverse of the time, ‘t,- required for the first branch to
sprout, can be related to the specific growth rate of the culture. This relationship may be regarded
as a microscopic method for measuring the rate of superficial growth and is equivalent to the
familiar doubling time used in single cell cultures. The microscopic data necessary to predict the
macroscopic specific growth rate of a dense surface culture, appears to be the hyphal diameter, Dy,;
the distal aVerage length, L,, , and the colony extension rate, u,. The comparison of the observed
and predicted specific growth rates yielded a small value of the sum of squared residuals.
Therefore, the use of the proposed model in equation il, may be considered as an adequate

method to estimate specific growth rates of Aspergillus niger cultured on agar plates, at different

glucose concentrations.

The morphometric analysis of superficial cultures of Aspergillus niger showed that high
levels of glucose monotonically decrease the specific growth rates, the apical elongation rate of the
germinal tubes and the hyphal diameter, but produced a parabolic behaviour of tlie colony

extension rate and the biomass density.

. This approach gives an experimental and mathematical basis to use image analysis of
surface cultures as a potential (fast and non destructive) way to measure the physiology of such

kind of cultures, specially, if image analysis is performed using high speed computing techniques.
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NOMENCLATURE

Dy Hyphal diameter, pm
k Specific elongation rate, h'™
K; Inhibition constant, g L™
Ky Saturation length, pm
Hyphal length, pmn
L.,  Mean length of distal hypha, pm
Mean critical length just before branching process begins, pm
Lmax  Maximum length of distal hypha, pm
L, | Initial hyphal length, um
S, .~ Initial glucose concentration, g L'
U, Colony rate of radial extension, pm h™.
V.. Critical volume of the largest distal hyphae in the colony, um’.
Vi  Critical volume of the germinal tubules, pm’.
X Biomass density, Mgary weight €M .

Xmax  Maximum biomass density, Mgy weighe Cm™.

Greek letters

P | Branching frequency, h™.

n Specific growth rate, h.

Hete  Calculated specific growth rate, h™'.
Hms  Maximum specific grbwth rate, h''.
s  Experimental specific growth rate, h™'.

T Characteristic time of branching initiation, h.
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