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PROPOSICIÓN DE UN CICLO EN EL QUE SE ESTABLECEN
RELACIONES ENTRE LAS DISTINTAS FORMAS

DE PULLULAR1A PULLULANS

por

S. RAMOS e I. GARCÍA ACHA

Pullularia pullulans es un hongo que se incluye dentro de la clase
<le los Fungi imperfecti, en el orden Moniliales y la familia Dematiaceae.
El género Pullularia ha recibido distintos nombres, tales como Aureo-
basidium y Dematium. Dematium fue la denominación primitiva pero
luego en una clasificación posterior se vio que este microorganismo
pertenecía a un género distinto. El nombre de Aureobasidium le fue
dado por Viala y Boyer (1), pero el nombre de este género no parece
•demasiado acertado, ya que ni pertenece a los basidiomicetes, como
podría pensarse por su terminación, ni el crecimiento presenta un color
dorado. El nombre de Pullularia que se le dio posteriormente es el
más aceptado, aunque el legítimo parece ser Aureobasidium (Pullu-
laria) pullulans.

P. pullulans es un hongo microscópico. Presenta una morfología
muy variada. Puede crecer como forma de levadura, multiplicándose por
g'emación, o como micelio. Presenta también clamidosporas coloreadas
o esporas de resistencia y unas formas intermedias entre levadura y
micelio, que nosotros hemos denominado formas tabicadas. Wynne y
Gott (2) describen algunas formas que nosotros estudiamos pero no las
interrelacionan.

Nosotros proponemos un ciclo que establece relaciones entre las
formas de P. pullulans que hemos encontrado.

Para ello hemos cultivado este microorganismo en distintos medios,
en los que variábamos principalmente la fuente de nitrógeno. Cuando
era necesario hemos acudido a la técnica de microcultivos de células
aisladas en gota pendiente. Esta técnica es muy sencilla y útil, ya que
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permite ver el desarrollo de células aisladas. Consiste en hacer una
suspensión diluida de células en el medio de cultivo y poner en un
cubreobjetos gotas muy pequeñas con un capilar de tal forma que
quede un pequeño número de células en cada gota, preferentemente
una. En las esquinas del cubreobjetos se pone parafina y se pone enci-
ma de un porta excavado; la incubación se realiza a la temperatura
adecuada dentro de una cámara húmeda. Esta se consigue fácilmente
con una placa petri, en cuyo interior se pone papel de filtro estéril y
húmedo.

Fig. 1. — Relación entre l»s distintas formas de Putlulariafullulans

El ciclo que proponemos está representado en la figura 1.
Para su explicación lo hemos dividido en pequeños ciclos:

1.° Blastosporas — > Blastosporas gemadas — > Blastosporas

Es el ciclo fundamental o el más normal de Pullularia pullulans
cuando está creciendo en medio líquido. La gemación es generalmente
polar y múltiple, aunque también se ha visto lateral. Las blastosporas
presentan un tamaño variado y pueden presentarse desde ovales a.
redondeadas.

Las ovales son más frecuentes en medio Winge, y las redondeadas-
en medios cuya fuente de nitrógeno es nitrato.
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2.° Blastosporas — > Pseudomicelio — > Blastosporas

En los medios con NO3~ como fuente de nitrógeno, además de las-
blastosporas, es frecuente también encontrar pseudomicelio formado
por blastosporas que geman y no producen tabiques de separación.

Estas formas de pseudomicelio, que pueden llegar a dar células inde-
pendientes (blastosporas), son, por lo general, poco viables. Al enveje-
cer el cultivo se ve cómo estas formas se han lisado quedando en el
medio de cultivo solamente su pared celular vacía.

Blastosporas

/
3.° Blastosporas - — >• Células hinchadas — > Micelio

Células tabicadas

Algunas blastosporas pueden diferenciarse y dar células de mayor
tamaño. Estas son frecuentes en medios ricos con poco inoculo (con-
diciones que después diremos que son las óptimas para la obtención de
micelio aislado).

También son frecuentes en medios con NH4+ como fuente de nitró-
geno. Tomando células de este tipo y resuspendiéndolas en medio-
Winge en gota pendiente, hemos visto que pueden gemar dando blas-
tosporas o germinar dando micelio. Estas células cuando se producen-
en medio con NH4+ como fuente de nitrógeno, por lo general se tabi-
can dando formas tabicadas.

Blastosporas
/

4." Células tabicadas — •*• Micelio

Las formas tabicadas presentan una morfología muy diversa. Unas-
tienen tabiques sólo transversales y otras los presentan en todos Ios-
planos. Estas células pueden seguir varios caminos; si se ponen en me-
dio fresco con abundante inoculo geman dando blastosporas. Si se-
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ponen en medio Winge con poco inoculo germinan y dan micelio cua-
tro horas más tarde. También pueden hacer ambas cosas a la vez.
Cuando se producen en la fase final del crecimiento refuerzan su
pared celular y al cabo de seis u ocho días se oscurecen originándose
así las clamidosporas.

Micelio
/

5.° Clamidosporas <̂
\

Blastosporas

Las clamidosporas son formas de resistencia con una pared celular
muy gruesa. Pueden presentarse pigmentadas o no pigmentadas. El
pigmento que presentan es de color verde oscuro. No se han observado
•clamidosporas coloreadas en medios con NO3Na como fuente de nitró-
geno ni en medio GAE que tiene asparagina.

Sin embargo, son abundantes en los medios complejos Winge y
Malta, y en medios con SO4(NH4)2 y NO3(NH4) como fuente de nitró-
geno donde pueden presentar una pigmentación más o menos fuerte.
Las clamidosporas se ha visto que pueden gemar directamente dando
blastosporas, aunque esto es menos frecuente y por lo general germi-
nan dando micelio.

Blastosporas
/

6.° Micelio <(

Clamidosporas

El micelio que se ha formado a partir de cada una de las formas
anteriores puede originar blastosporas. E?tas se forman en células no
diferenciadas, por gemación.

En la fase final del crecimiento, algunas células de este micelio
«ngrosan la pared celular y producen un pigmento oscuro, dando así
origen a clamidosporas.

Parece existir una relación entre la fuente de nitrógeno y la for-
mación de tabiques.
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Mientras que con NOS~ como fuente de nitrógeno nos encontramos-
principalmente blastosporas y con relativa frecuencia pseudomicelio,
cuando la fuente de nitrógeno era NH4

+ se presentaba una gran pro-
porción de células tabicadas. La producción de micelio, sobre todo la.
producción de micelio aislado, sin la formación de las otras formas re-
quiere una fuente de carbono abundante. Esto estaba descrito anterior-
mente por Cochrane (3). Pero lo que nosotros hemos encontrado es la
influencia que tiene el número de células creciendo en el medio de cul-
tivo. Si hay un abundante número de células creciendo en el medio de
cultivo, crecerá preferentemente en forma de levadura. Estamos estu-
diando actualmente este problema y es probable que exista algún nu-
triente que limite la formación de micelio.
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