4. Crecimiento

Es definido a veces como el aumento
irreversible del volumen e implica cambios
en los componentes, metabolismo, forma y
funciones. Las etapas son germinacion de
la espora, desarrollo somatico y
esporulacion. El micelio se extiende en
todas direcciones. Las hifas solo se
alargan y ramifican por sus extremos,
siendo medido el crecimiento por el
diametro de la colonia, el peso humedo
(aunque éste varia con la cantidad de
agua remanente) o el contenido de
proteinas. En las levaduras se suele medir
por el numero de células, las que tienen
distinto tamano segin la edad (1). Al
crecer, el micelio mantiene una
organizacion  celular interna  muy
polarizada para permitir la extension del
apice de los filamentos. Las hifas exploran
el sustrato buscando recursos y esto
requiere un sistema de transporte interno
bidireccional que provee al extremo hifal
de suficientes nutrientes para continuar
su crecimiento y envia los recursos recién
hallados a la colonia (2).

Los esclerocios son el resultado de la
repetida ramificacion dicotéomica de una
hifa acompanada de la formacion de
numerosos septos, que comienza cuando
el ambiente es desfavorables para el
crecimiento normal de la colonia (3).

Algunos hongos pueden crecer como
levadura o) micelio ramificado,
dependiendo de las condiciones
ambientales. Este dimorfismo se observa
tanto en patogenos animales
(Histoplasma,  Paracoccidioides)  como
vegetales (Ustilago, Rhodosporidium) (4).

Comunmente una fase de dormicion
precede a la germinacion de las esporas
hasta que las condiciones ambientales
son favorables. Algunas requieren factores
tales como refrigeracion o temperaturas
altas. Las esporas de los hongos coprofilos
brotan a la temperatura del intestino
animal y las de ciertos parasitos vegetales
germinan bajo la nieve. También se
observa autoinhibicién en la proximidad
del micelio que le dio origen, como en el
caso de las esporas de algunas royas. Las
esporas de los parasitos soélo requieren
agua y oxigeno para germinar, pero las de
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los saprobios necesitan de otros factores,
tales como wuna fuente organica de
carbono y algunas sales (3).

Figura 4.1. Formacién de una colonia a partir
de una espora (1).

Muchas esporas tienen un area delgada
(rajadura o poro germinativo) por donde se
produce la germinacion. El crecimiento
implica el alargamiento de la hifa joven
(tubo germinativo), la que luego se
ramifica, creciendo en todas direcciones
para explorar el sustrato y formar una
colonia. A medida que la colonia madura,
se generan en el margen unas hifas “guia”
de crecimiento rapido.

La pared de las hipnosporas y la de las
hifas son diferentes, la primera es
impermeable y la segunda permeable y
con poros. Cuando una hipnospora esta
lista para germinar, las enzimas internas
vuelven a la pared permeable, permitiendo
recibir los estimulos externos.

La pared hifal reduce, pero no previene, la
pérdida de agua en condiciones de
sequedad y el ingreso de sustancias
nocivas, e impide el pasaje de enzimas, sin
embargo las exoenzimas son excretadas
por el apice. La turgencia de las hifas se
debe a que la concentracion interna de
solutos es mas alta que en el entorno, por
la alta eficiencia de absorcion que
presentan las mismas. La exposicion del
micelio en crecimiento a un brusco
cambio osmoético, produce anormalidades
solamente en los apices hifales( 5).
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Figura 4.2. Curvas del crecimiento de
Aspergillus fumigatus en medio de Sabouraud
(6)-

Generalmente la distancia entre el
extremo de una hifa y la primera rama es
constante en una colonia, pero se ve
afectada por el agotamiento de los
nutrientes. Al envejecer la hifa, aumenta
la vacuolizacion, se acumulan lipidos y se
reduce el citoplasma (5).

Cuando la fase asimilativa del hongo
recibe senales ambientales especificas, tal
el caso de la reducciéon de los nutrientes,
el hongo pasa a la fase reproductiva.
Algunos hongos producen esporas
directamente sobre la hifa somatica, otros
forman estructuras especializadas simples
o complejas (1).

La figura 4.2 muestra las curvas de
crecimiento en medio liquido con
agitacion, expresado como: a) variacion
de la densidad optica del sustrato, b)
porcentaje de germinaciéon de las
esporas, c) variacion en la longitud de
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las hifas. En los estudios de la cinética

del crecimiento individual de los mohos,

se observa que:

a. la velocidad de extension de las
hifas cortas es proporcional a la
longitud de las mismas y a la
velocidad especifica de crecimiento,
es decir que estas hifas pueden
crecer exponencialmente;

b. cada apice hifal puede extenderse a
una velocidad independiente de la
velocidad de aumento de la biomasa,;

c. cuando la capacidad de la hifa para
extenderse supera las posibilidades
brindadas por los puntos de
crecimiento existentes, se generan
otros nuevos (ramificacion) (7).

La cantidad de ARN y enzimas
miceliales alcanza un maximo durante
la fase lag y decrece al envejecer el
hongo. La proporcion de ADN vy
carbohidratos es menor en la primera
fase de crecimiento y aumenta luego
hasta un valor estacionario antes de la
muerte. El porcentaje de ADN es mayor
en las esporas que en el micelio, a la
inversa que la concentracion de
carbohidratos y lipidos (8).

Algunas vitaminas son imprescindibles
para los hongos que deterioran las
frutas, tal es el caso de Gloeosporium,
Nigrospora, Verticillium y Fusarium, los
cuales requieren biotina, Thielaviopsis
también necesita tiamina. Sin embargo
otros, como Botryodiplodia, son

independientes de las fuentes exégenas
9).

Cuadro 4.1. Comparaciéon de los parametros
de crecimiento de algunos hongos meso y
termoéfilos (10).

Velocidad
Especies °C espef:iﬁ.ca de
crecimiento

1/hs

Neurospora crassa 0,37

Trichoderma reesei 0,20

Aspe.rgzllus 30 0.24
niger

Tnchpdenna 0.16
viride

Myceliophthora 50 0,23

thermophila 30 0,11

Thermomyces 50 0,23

lanuginosus 30 0,06




Factores ambientales
Temperatura

La mayoria de los hongos mesofilos tienen
una temperatura minima de crecimiento
entre 5 y 10°C y una maxima entre 30 y
40°C. Los  psicrofilos muestran una
temperatura 6ptima entre O y 15°C, y los
termofilos entre 40 y 50°C.

La termofilia de los hongos es moderada
respecto a las bacterias pues el valor
maximo tolerado es 60°C. Las especies
termofilas se observan en los desechos
vegetales autocalentados y dado que la
concentracion de didxido de carbono suele
ser de 10 a 15% influye en la nutricién y
morfologia de las mismas. Aunque las
reacciones biocataliticas a temperaturas
elevadas son mas rapidas que en
condiciones mesofilicas, la velocidad de
crecimiento de los mohos termofilos suele
ser mucho mas bajas que en los mesofilos y
por lo tanto el tiempo de generacion mayor.

La reduccion en la velocidad de captacion de
nutrientes restringe el crecimiento de los
mohos termofilos a la temperatura ordinaria
y algunos requieren, por debajo de 30°C, los
factores organicos de crecimiento que no
pueden sintetizar en esas condiciones.
Muchos organismos varian la composicion
de los acidos grasos de los fosfolipidos en
funcion de la temperatura, de tal manera
que la fluidez de la membrana se mantenga
constante para el funcionameinto 6ptimo de
los transportadores y enzimas localizados en
la misma. Por otra parte, la degradaciéon que
sufren las proteinas solubles a una
temperatura elevada es compensada por la
rapida resintesis.

La velocidad de captacion del oxigeno de un
hongo termoéfilo depende de la temperatura,
pero no en uno mesofilo. Tanto Thermoascus
aurantiacus (termofilo) como Aspergilus
niger (mesofilo) utilizan el 55% de los
carbohidratos en la sintesis de la biomasa
fingica y el 45% en el metabolismo
energético (10).

El rango optimo de temperatura para el
desarrollo de las especies mesofilas de
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Fusarium es 8-15°C, para las de Penicillium
25-30°C y para las de Aspergillus 30-40°C.

El rango de temperatura que permite la
esporulacion es mas estrecho que aquél en
el cual crecen las hifas, asi algunas especies
de Penicillium el micelio desarrolla entre 2 y
43°C pero la esporulacion ocurre entre 3 y
40°C (11). Malbranchea cinnamomea crece
bien a 45y 55 °C, pero no a 22°C (20).

La temperatura del rumen esta entre 39 y
40,5°C, rango optimo para la formacion de
las zoosporas de los quitridiomicetos
anaerébicos. Estos no crecen por debajo de
33°C ni sobre 41°C (12).

Entre los hongos termofilos comunes estan
especies de Chaetomium, Malbranchea,
Paecilomyces, Rhizomucor, Thermoascus y
Thermomyces, mientras que Aspergillus
fumigatus 'y Sordaria thermophila son
termotolerantes (10). Las ascosporas de
algunas  especies de  Byssochlamys,
Neosartorya, Talaromyces y Eupenicillium
son resistentes al tratamiento térmico de
frutas procesadas, pero los micelios son
mesofilos (13). También

Algunos hongos de diferentes géneros, tales
como Fusarium, Sclerotinia y Typhula son
conocidos como los mohos de la nieve
porque causan enfermedades en pasturas,
cereales y hortalizas que crecen a bajas
temperaturas. Son favorecidos por las
condiciones de frio y humedad prolongados
cuando una capa de nieve cubre el suelo no
congelado. Monographella nivalis crece entre
2 y 32°C con un o6ptimo a 20°C y causa
enfermedades de las gramineas por debajo
de 5°C. Ademas, en ambas regiones polares
desarrollan hongos y liquenes.

Varios hongos psicréfilos forman esclerocios
que sobreviven a temperaturas
relativamente altas. Si un cultivo del
organismo psicrofilo se lleva a 20-30°C,
cuando retornan al valor inicial muestran
un periodo lag proporcional a la duracion y
grado de elevacion de la temperatura antes
de continuar el crecimiento. En la levadura
Candida gelida el mecanismo de sintesis de
proteinas es sensible al calor, y en un grupo
de Mucorales los lipidos de las especies
psicrofilas y mesofilas tienen un grado de



saturacion  similar, pero son mas
insaturados que los de las especies
termofilas (11).

Entre los mohos que desarrollan a
temperatura  de refrigeracion sobre
productos alimenticios (carnes diversas,
hortalizas, frutas, pan) se encuentran
especies psicrofilas y mesofilas tolerantes al
frio, de los mohos Alternaria, Aspergillus,
Aureobasidium, Eurotium, Cladosporium,
Fusarium, Geotrichum, Mucor, Neurospora,
Penicillium,  Rhizopus, Thamnidium y
Xeromyces, y de las levaduras Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula,
Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Torulopsis, Trichosporony Yarrowia.

Algunos mohos crecen sobre carnes
congeladas como Chrysosporium,
Cladosporium, Penicillium y Thamnidium, y
levaduras de los géneros Candida,
Cryptococcus 'y Trichosporum (13).

Luz

La luz influye en el desarrollo de muchos
hongos. Si se siembra Sordaria u otro moho
caprofilo sobre agar-estiércol de conejo y se
envuelve la caja con papel grueso oscuro,
dejando un agujero de cerca de 1 cm de
diametro sobre la tapa, se observara en el
vidrio la masa de ascosporas disparadas

hacia esa abertura.

luz

Figura 4.3. Fototropismo de Phycomyces (11)

Con el fin de mostrar el fototropismo de
Phycomyces, se lo siembra en un frasco con
medio de cultivo rodeado de papel obscuro
dejando que la luz llegue por arriba, y en
otro con una abertura lateral para acceder a
la luz, como se muestra en la figura 4.3. Los
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esporangi6foros creceran erectos en un caso
e inclinados hacia la luz en el otro. Los
conidiéforos de  Aspergillus  clavatus
responden de igual manera (114).

Figura 4.4. Esporangio de Pilobolus kleinii (11).

Pilobolus tiene un mecanismo expulsor del
esporangio que actiia por accion de la luz y
arroja las esporas a distancias de hasta dos
metros. Sus espordforos terminan en
vesiculas hinchadas encima de las cuales
hay esporangios llenos de esporas obscuras.
La vesicula hinchada, transparente y llena
de liquido, es una lente que enfoca los rayos
de luz y los concentra sobre la pared interior
de la misma. La trayectoria de los rayos se
ve en la figura 4.4. La presion del liquido
dentro de la vesicula aumenta hasta que la
pared exterior se rompe a lo largo de una
linea que esta justo debajo del esporangio y
éste es lanzado con gran fuerza hacia una
hoja (o la tapa de la caja de vidrio). El
pigmento protege a las esporas de los efectos
daninos de los rayos ultravioleta (8).

Podospora, Sordaria y Ascobolus disparan
sus ascosporas hacia la luz. Otros hongos,
tal el caso de Neurospora, muestran un
ritmo diario de crecimiento y esporulacion
en respuesta a la alternancia de luz solar
indirecta y oscuridad nocturna, que se
manifiesta en la colonia como anillos
morfolégicamente distintos (1).

Las manzanas y peras invadidas por
Monilinia fructigena producen pustulas de
color pardo claro con frecuencia en zonas



concéntricas correspondientes a los periodos
de iluminacién diurna (13).

Otras especies cuya esporulacion es
favorecida por la exposicion a la luz son:
Botrytis cinerea (uv), Cylindrocladium citri
(azul a rojo lejano), Cylindrocladium spp.
(azul a uv), Dendrophoma obscurans (azul),
Epicoccum nigrum (uv), Helminthosporium
vagans (uv cercana) y Trichoderma lignorum
(azul). Una larga exposicion a la luz
ultravioleta es letal para el micelio. La
intensidad de la luz blanca requerida para
inducir la esporulacion de Epicoccum nigrum
varia inversamente con la duracion (14).

El ritmo circadiano controla una variedad de
activades fisiologicas y moleculares de la
mayoria de los organismos eucaridticos y
algunos procarioticos. Este ritmo persiste
bajo condiciones constantes con un periodo
de 24 horas e interactiia con las condiciones
de luz y temperatura (15).

Atmosfera

Los organismos aerobios estrictos dependen
de la respiracion aerdbica. Los facultativos
pueden crecer en presencia o ausencia de
oxigeno molecular, asi las levaduras
obtienen su energia tanto de la fermentacion
como de la respiracion. La mayoria de los
hongos son  aerobios, aunque Ilos
requerimientos de oxigeno varian con las
especies, las condiciones de crecimiento y
los diferentes estados fisiologicos del
organismo. En Aspergillus nidulans una
presion parcial de oxigeno reducida (0,02
bar) conduce a la formacion de células
levaduriformes, Saccharomyces cerevisiae
disminuye la produccion de etanol a una
presion mayor que 0,1 bar, mientras que en
Aspergillus niger la velocidad de produccion
de acido citrico aumenta con la presion
parcial de oxigeno hasta 0,8 bar (7).

Numerosas reacciones enzimaticas son de
oxido-reducciébn y la capacidad de un
organismo para llevarlas cabo depende del
potencial de reduccion del medio. Este
potencial indica la tendencia de un
compuesto a ganar electrones y es un valor
relativo con respecto al H, medido a pH 7.
Los microorganismos aerobios estrictos sé6lo
son metabodlicamente activos a un potencial
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de reduccion positivo. Los ambientes en
equilibrio con el oxigeno atmosférico poseen
un potencial alrededor de +800 mV. Los
potenciales de reduccidon negativos suelen
deberse a un crecimiento ex ° rante de
organismos heterétrofos que _gotan el
oxigeno disponible (16).

Una concentracion de O. menor que 10% en
una atmoésfera de N produce grandes
cambios en las especies Aspergillus,
Penicillium y Chaetomium, disminuyendo la
produccion de esporas y esclerocios.
También un aumento en la concentracion de
CO:, afecta al crecimiento (8).

pH

El pH influye en la disociacion y la
solubilidad de muchas moléculas, afectando
a la actividad de las enzimas, la
disponibilidad de los nutrientes como
amonio y fosfato, y la movilidad de los
metales pesados téxicos (cobre, etc) (8). Un
pH bajo reduce la solubilidad del CO; en el
medio, limitando su asimilacion por la
enzima  piruvato-carboxilasa del ciclo
anaplerotico (16).

El cuadro 4.2 muestra el rango de pH que
permite el crecimiento de algunos mohos. El
crecimiento 6ptimo de la mayoria de los
hongos se encuentra entre pH 5 y 7. Como
toleran la acidez se los puede aislar de una
mezcla con bacterias adicionando un acido
organico. El pH interno de la célula de
Neurospora crassa es 7,1-7,4 creciendo
medios con valores de pH entre 4,1 y 8,4 (3).

Cuadro 4.2. Rango del pH para el crecimiento
fangico (13).

. Limite Limite

Organismos . . .
inferior | superior

Aspergillus niger 2,8 8,8
Aspergillus oryzae 1,6 9,3
Botrytis cinerea <2,8 7,4
Fusarium oxysporum 1,8 11,1
Penicillium italicum 1,9 9,3
Rhizoctonia solani 2,5 8,5

Sclerotinia sclerotiorum libera gran cantidad
de acido oxalico en el tejido vegetal infectado
ajustando el pH para favorecer la actividad
de las enzimas que degradan la pectina,




especialmente la endo-poli-galacturonidasa
(17). Los liquenes también excretan acido
oxalico que reacciona con la superficie de
las rocas o la piedra caliza de los
monumentos historicos degradandolos a
una velocidad de 0,5 - 3 mm/siglo y 17
mm/siglo, respectivamente (8)

Presion osmoética y actividad del agua

El agua realmente disponible para uso
microbiano se expresa como actividad del
agua (aw), la que depende del ntiimero de
moles de agua, el ntumero de moles del
soluto y de los coeficientes de actividad para
ambos. La aw puede reducirse no so6lo por
efecto de los solutos (fuerzas osmoticas) sino
también por la absorcion a superficies
sOlidas (fuerzas matrices). Por definicion, la
actividad del agua recién destilada es 1,0.
Las fuerzas osmoticas y matrices reducen
este valor. La ay es numéricamente igual a la
humedad relativa en equilibrio/ 100 (13).

La mayoria de los mohos tienen una aw
optima entre 0,98 0,96, pero algunos
hongos y liquenes xerdéfilos desarrollan
incluso a un valor de 0,61. Los hongos
xerofilos, como Eurotium y Wallemia, no
crecen a una aw = 0,96 (11). El cuadro 4.3
indica los valores minimos de aw que
permiten el crecimiento de algunos hongos,
en ciertos casos la incubacion durd varios
meses (13).

El mantenimiento interno de la presion de
turgor hifal por el movimiento del agua, esta
relacionado con el transporte de iones a
través de la membrana, principalmente K-,
Na+ y CI, también contribuyen solutos
organicos (8).

Pocos hongos pueden resistir la elevada
presion osmotica de soluciones
concentradas, se los llama osmo-tolerantes y
osmofilos segiin toleren o prefieran altas
concentraciones de azticares u otros solutos.
La miel, la savia, el néctar de las flores, las
melazas y otros jarabes azucarados son
ambientes adecuados para los mismos.
Pueden estropear las conservas de frutas,
jarabes y otros alimentos normalmente
estabilizados por su alta concentracion de
azicar. Debaryomyces hansenii y
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Zygosaccharomyces rouxii son levaduras
osmofilas, Aspergillus y Penicillum son
mohos osmotolerantes.

La presion osmotica de  soluciones
concentradas de aztcar tiende a deshidratar
las células. Los micro-organismos
osmotolerantes y osmofilos evitan esta
situacion equilibrando las concentraciones
intracelulares de solutos compatibles. Estos
son compuestos organicos de bajo peso
molecular, tales como glicerol y otros
polialcoholes, que equilibran la presion
osmoética e impiden la pérdida de agua de la
célula. Las enzimas de los organismos
osmofilos estan tan adaptadas que el
crecimiento es optimo a una actividad del
agua por debajo de 0,9 (13).

Aspergillus glaucus, A. restrictus y especies
relacionadas son mohos osmofilos pues
crecen mejor y mas rapido, produciendo
gran cantidad de conidios y ascomas, sobre
sustratos con alto contenido de azlcares,
incluso a una ayw = 0,70 (11). Monascus puede
llegar a crecer en NaCl al 9% (p/v) y pH 2,2.
El efecto inhibitorio del NaCl sobre este
hongo aumenta a medida que baja el pH y
asciende la temperatura (18).

Cuadro 4.3. Actividad del agua minima para el
crecimiento de varias especies de mohos y
levaduras a 25°C (13)

Organismos ay minima
Schizosaccharomyces

0,98
octosporus
Rhizoctonia solani 0,96
Thamnidium elegans 0,94
Rhizopus nigricans 0,93
Debaryomyces hansenii 0,83
Alternaria alternata 0,88
Fusarium verticilloides 0,87
Aspergillus parasiticus 0,84
Penicillium viridicatum 0,80
Zygosaccharomyces bailii 0,80
Pichia anomala 0,75
Chrysosporium xerophilum 0,71
Zygosaccharomyces rouxii 0,65
Xeromyces bisporus 0,61

Los mohos Trichoderma harzianum y
Beauveria bassiana, usados respectivamente
para biocontrol de fitopatogenos del suelo e
insectos, son distribuidos como ‘pellets’



donde el micelio esta inmerso, en alginato
con salvado de trigo y polietilénglicol, lo que
les permite mantener la viabilidad durante el
transporte a los lugares de aplicacion (19).

Los oomicetos y los quitridiomicetos
dependen de las condiciones de humedad
para la dispersion de las zoosporas y
muchas especies se encuentran en agua
dulce o marina (8).

Los liquenes que habitan en las rocas
tienden a mantener la humedad en
equilibrio con el aire o el sustrato al que
estan adheridos. Algunos liquenes son
endoliticos o sea crecen entre los cristales de
roca, como Sse observa en los desiertos
polares (14).
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