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Resumen

Este trabajo se centra en el anélisis de la fase asexual (plasmodial) de Physarum polycephalum Schwein,
asi como en describir las condiciones ptimas para su cultivo en el laboratorio. En el desarrollo del
estudio se atendid a los siguientes factores: cepa cultivada, estado del in6culo inicial, tipo de medio
(definidos frente a semi-definidos), temperatura 6ptima del cultivo o uso de agentes antifingicos
(nistatina). Asimismo, se probaron diversas formas de analisis del crecimiento del plasmodio de P.
polycephalum, tanto medidas directas (tamafio y velocidad del crecimiento) como indirectas mediante
el andlisis de parametros fisiologicos (observacién de las corrientes citoplasmaticas y ensayo de

colorantes vitales).

Entre las posibilidades ensayadas, tanto los medios semidefinidos como el medio suplementado con
avena en copos permitieron el desarrollo del plasmodio, si bien el crecimiento observado fue
diferente. No se observaron diferencias en el desarrollo de los plasmodios segun las cepas empleadas
o dependiendo de las caracteristicas del in6culo. Asimismo, se observd que temperaturas de cultivo
inferiores a las recomendadas en la bibliografia permiten el desarrollo del plasmodio, y se establecid
la concentracidn de nistatina que permite el crecimiento de P. polycephalum evitando la aparicion de
contaminantes fungicos. El desarrollo del plasmodio solo se pudo evaluar mediante la observacion

directa de su crecimiento, los parametros fisioldgicos considerados no resultaron Utiles.

Palabras clave: condiciones éptimas de cultivo, Physarum polycephalum, plasmodio.
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Abstract

This work focuses on the analysis of the asexual (plasmodial) phase of Physarum polycephalum
Schwein, as well as on describing the optimal conditions for its culture. We considered the following
factors: cultured strain, initial inoculum, culture medium (defined versus semi-defined), optimal
culture temperature and use of antifungal agents (nystatin). Likewise, various forms of analysis of
plasmodium growth were tested, both direct measurements (size and growth rate) and indirect
measurements through the analysis of physiological parameters (observation of cytoplasmic currents
and application of vital stains).

Among the possibilities tested, both the semi-defined media and the medium supplemented with oat
flakes allowed the growth of plasmodia, although their morphologies were different. No differences
were observed in the development of plasmodia according to the strains used or depending on the
characteristics of the inoculum. Also, it was observed that culture temperatures lower than those
recommended in the bibliography allow the development of plasmodia, and we established the
nystatin concentration that allows the growth of P. polycephalum while avoiding the appearance of
fungal contaminants. The development of plasmodia could only be assessed by direct observation of

its growth, whereas the physiological parameters considered were not useful.

Key words: Optimal culture conditions, Physarum polycephalum, plasmodium
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Lista de abreviaturas

DMSO (Dimetilsulféoxido/dimethyl sulfoxide)

MAC (Medio de Avena en Copos)

MMA (Medio de Madera de Abedul)

MPC (Medio Physarum de Carne)

MPCC (Medio Physarum de Cerebro y Corazon)

MPH (Medio Physarum de Hemina)

PBS (Tampdn fosfato salino/phosphate buffered saline)

TTC (Cloruro de trifenil tetrazolio/2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride)
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1. Introduccién

Physarum polycephalum Schwein (Physaraceae, Physarales, Myxomycota) es uno de los hongos
myxomycetos (hongos mucilaginosos, Myxogastria) mas comdnmente cultivados en laboratorio para
su utilizacion tanto en docencia como en investigacion, si bien es raro en el medio natural (e.g.
Schnittler et al., 2012). El plasmodio de P. polycephalum (Fig. 1) es de tipo faneroplasmodio y de
color amarillo, blanco o rojizo. Consiste en una red robusta y extensa de venas gruesas que en las
zonas apicales se extienden formando una hoja continua de protoplasma que termina en una 0 mas
extensiones en forma de abanicos carnosos. Esta especie se caracteriza ademas por sus esporocarpos
pedunculados, de redondeados a ovoides, y por sus esporas ornamentadas de violetas a marrones
(Schnittler et al., 2012). La coloracion brillante del plasmodio se debe a la acumulacion de granulos
del pigmento physarocromo A (all-trans-N- [11-(2-acetilamino-3-hidroxifenil)-2,4,6,8,10-
undecapentaenol]-S-glutamina; Aldrich & Daniel, 1982; Li et al., 2020), cuya funcién no ha sido
descrita hasta la fecha, si bien se considera que esta relacionada con el fototropismo y la recepcion

de sefiales para el ciclo reproductivo sexual (Li et al., 2020).

La distribucion geogréfica original de la especie es poco conocida, aunque crece principalmente en
climas de templados a tropicales, siendo su habitat principal las acumulaciones de material vegetal
en descomposicion. Se alimenta de bacterias, levaduras y materia organica (e.g., Alim et al., 2013),
creciendo sobre o justo debajo de la superficie del sustrato (Clark & Haskins, 2010). Ecoldgicamente,
P. polycephalum es considerado un organismo sapréfito secundario, en linea con los restantes
myxomyecetes, a los que colectivamente se ha atribuido un importante papel en el ciclo de nutrientes
del suelo (e.g., Adl & Gupta, 2006).

El ciclo vital de la especie (Fig. 2), que consta de varias fases, es bien conocido por ser P.
polycephalum un organismo modelo dentro de los Myxomycota-Myxogastria y de los organismos
ameboides en general (Boussard et al., 2021). Durante la fase de plasmodio (diploide), en la que se
centra este trabajo, el hongo se presenta como una masa sincitial multinucleada de vida libre, en la
gue los nucleos se dividen de forma coordinada y cuyo crecimiento estd mediado por fuertes
corrientes citoplasmaticas (Alim et al., 2013). Esta fase plasmodial movil y asexual es la que
representa la mayor parte del ciclo de vida del organismo, quedando la reproduccion sexual
restringida a condiciones ambientales particulares, ligadas fundamentalmente a la escasez de recursos
(Clark & Haskins, 2010).
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Fig. 1. Plasmodio de P. polycephalum. Imagen extraida de Blob Shop (https://blobshop.fr/; fecha de
consulta: 5/7/2021)

Desde el punto de vista de la estructura del ciclo, el plasmodio constituye el esporofito diploide de la
especie y se va a formar a través de la fusion de los gametos, que en este caso se identifican con los
gametofitos. Se trata de amebas haploides que emergen de las esporas de resistencia de origen sexual.
Estas amebas podran ser flageladas o no dependiendo del nivel de humedad del ambiente de
germinacion. La esporulacidn se produce a partir de los llamados sorocarpos o cuerpos fructiferos,
meiosporocistes originados en el plasmodio endurecido o esclerocio (Schnittler et al., 2012) y cuya
formacion se relaciona con la combinacién de luz solar (principalmente la radiacion situada en el azul
y ultravioleta; Nowak & Steffan, 1998) y la falta de recursos en el medio. Las esporas y el esclerocio
son las fases principales de resistencia del organismo, si bien las primeras se relacionan con la
dispersion, mientras que el esclerocio tiene mas que ver con la supervivencia in situ (Clark & Haskins,
2010).

El ciclo vital de P. polycephalum fue descrito por primera vez por Howard (1931), quien ya sefial6 la
importancia de establecer un sistema apropiado de cultivo para este organismo. El interés por esta
especie se incrementd en los afios 70 y 80, cuando se llevaron a cabo numerosos estudios acerca de
su desarrollo y diferenciacion, ciclo de viday motilidad (e.g., Adler et al., 1975, Gorman et al., 1979).
Fue precisamente durante estos afios cuando P. polycephalum se adoptd como especie modelo, debido
especialmente a su divisidn sincrénica nuclear (llegando a miles de nicleos divididos cada 8-10 horas;
Alim et al., 2013), al gran tamafio de sus células, a la facilidad de su cultivo in vitro, a su flujo
citoplasmatico interno (corrientes citoplasmaticas) y a sus metabolitos secundarios con actividad

antimicrobiana (revisado en Dembitsky et al., 2005). Més recientemente, numerosos investigadores
5
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han mostrado interés por la capacidad de esta especie para la coordinacion del movimiento del
plasmodio, lo que podria conferirle un gran valor para el estudio del origen de la coordinacién en
organismos aneurales (Oettmeier et al., 2017). Por ejemplo, Nakagaki et al. (2004) observaron que la
red de transporte de nutrientes y otras sustancias que genera el plasmodio siempre sigue patrones
matematicos de la forma mas corta y eficiente, deduciendo que el sistema es complejo y coordinado.
Ademaés, un estudio mas reciente (Mayne et al., 2015) concluye que el comportamiento complejo de
esta especie se debe al citoesqueleto del plasmodio, comparandolo con la red neural de otros animales
y proponiendo que existe inteligencia computacional en P. polycephalum. Finalmente, estudios recién
publicados sefialan que P. polycephalum es capaz de aprender habilidades como la periodicidad, la
habituacién y la memoria de la habituacién, que puede prolongarse hasta un mes en estado de latencia
(Boussard et al., 2021).
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Fig. 2. Diagrama del ciclo de vida de Physarum polycephalum. Imagen extraida de Carolina
Biological (https://www.carolina.com/teacher-resources/Interactive/think-single-celled-organisms-
are-simple-think-again-the-slime-mold-physarum-polycephalum-a-single-celled-organism-for-
student-investigations/tr41405.tr; fecha de consulta: 5/7/2021)

Como se comento anteriormente, la posibilidad de cultivo de P. polycephalum en laboratorio es una
de las razones por las que esta especie se utiliza como organismo modelo (Howard, 1931). La
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suplementacion de un medio de agar al 1,5% con copos de avena y/o con cuerpos fructiferos de
distintos hongos (Howard, 1931) permite obtener buenos resultados de cara al desarrollo del
plasmodio. Sin embargo, medios como éstos tienen dos problemas fundamentales (Daniel & Baldwin,
1964): (i) se trata de medios en los que la composicion es complejay, por lo tanto, no definida, ademas
de ser susceptibles de contaminacion por otros microorganismos y (ii) estos medios aseguran la
supervivencia del plasmodio, pero no permiten el cierre del ciclo biol6gico del organismo. A este
respecto, existe una gran variedad de métodos propuestos en la bibliografia, y se han probado
numerosas condiciones de cultivo, pero no existe un consenso con respecto a cual es el procedimiento
mas adecuado para activar bajo condiciones de laboratorio la induccion de las diferentes fases del

ciclo de P. polycephalum.

2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la fase asexual de plasmodio del ciclo de P.
polycephalum bajo diferentes condiciones de cultivo. Los aspectos considerados en este estudio
fueron principalmente: (i) la cepa de partida; (ii) diferentes medios de cultivo; (iii) la forma de
inoculacidon del organismo; (iv) el analisis del crecimiento y/o la vitalidad del plasmodio; (v) el uso
de antiflngicos (la nistatina) para asegurar la pureza del cultivo y (vi) las temperaturas a emplear en

el cultivo. Por Gltimo, también se intentd inducir la fase sexual de P. polycephalum.
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3- Materiales y métodos

Para el cumplimiento de los objetivos mencionados anteriormente, se describen, a continuacién, las
cepas, los medios y las técnicas utilizadas. En todos los ensayos, se realizaron siempre un minimo de

3 réplicas para cada condicion estudiada.

3.1 Cepas empleadas de P. polycephalum

En el presente trabajo se han utilizado dos cepas de P. polycephalum denominadas comercialmente
Charly (originaria de América del Norte) y Ava (originaria de Australia) y obtenidas de Carolina
Biological (https://www.carolina.com/) y Blob Shop (https://blobshop.fr/), respectivamente. Ambas
cepas se presentan en forma de esclerocio sobre papel. Al inicio de cada ensayo, las dos cepas se
hidrataron mediante inmersion en tampon fostato salino (phosphate buffered saline, PBS; pH 7,4)
estéril, con el fin de estimular la reactivacion del plasmodio. La conservacion de las cepas en las

placas se llevd a cabo siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

3.2 Estudio del crecimiento de la fase asexual de P. polycephalum
3.2.1. Medios de cultivo utilizados

Para el crecimiento de P. polycephalum se ensayaron diferentes medios de cultivo y fuentes de

alimento:

-Medio basado en avena en copos situados sobre una lamina de agar al 1% (p/v) en agua destilada

(MAC). Los copos se obtuvieron comercialmente y fueron empleados directamente (sin procesado).

-Medio basado en madera de abedul (Betula alba L.) en fibras en descomposicion, sobre una lamina
de agar al 1% (p/v) en agua destilada (MMA\) ya que en la naturaleza este organismo se desarrolla en

troncos en descomposicion. La madera fue recogida en el Monte da Fraga (A Zapateira, A Corufia).

-Medio Physarum con extracto de carne (Cultimed; Panreac) (MPC) con agar al 1% (p/v) basado en
el conocido como Medio Semidefinido Physarum descrito por Daniel & Baldwin (1964) y modificado
en el presente trabajo. Se sustituyo el extracto de embrion de pollo del medio original por extracto de

carne. La composicion final se recoge en la Tabla 1.

-Medio Physarum con extracto de cerebro y corazén (MPCC) con agar al 1% (p/v) basado en el
conocido como Medio Semidefinido Physarum descrito por Daniel & Baldwin (1964) y modificado
en el presente trabajo, sustituyendo el extracto de embrién de pollo del original por extracto de cerebro

8
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y corazén. La composicion final es la referida en la Tabla 1, sustituyendo el extracto de carne por

extracto de cerebro y corazon (Cultimed; Panreac).

Tabla 1. Composicion del Medio Semidefinido Physarum, modificado de Daniel & Baldwin (1964)

Compuesto Cantidad para una disolucion de 100 ml
Triptona (Difco) 1049
Extracto de levadura (Difco) 0,15¢
Glucosa anhidra 1049
KH2PO4 0,20 g
CaCl2-2H20 0,069
MgSO0s- 7H20 0,006g
FeCl2-4H20 0,006g
MnClz-4H20 0,0084g
ZnS04-7H20 0,0034g
acido citrico- H20 0,048g
HCI 0,006 ml
Agua destilada Hasta 100 ml
CaCOs 0,30g
Extracto de carne 1,5ml

3.2.2 Inoculacién del organismo

En los diferentes medios de cultivo ensayados, se llev6 a cabo la inoculacion de dos formas diferentes:

(i) a partir del esclerocio que esta en el papel comercial y (ii) a partir de plasmodio activo (trasplante).

En el primer caso, se hidrato el esclerocio en PBS antes de inocularlo para activarlo y fomentar su

paso a la fase de plasmodio. Una vez hidratado, se situ6 el fragmento de esclerocio en el centro del

medio empleando unas pinzas esterilizadas.
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En el segundo caso, se empled un bisturi esterilizado para cortar una seccién apical de plasmodio
activo crecido en medio sélido. Se cortaron las zonas apicales por su mayor vitalidad, seleccionandose
ademas aquellas de coloracion més fuerte. A continuacion, el segmento de plasmodio y medio se
coloco en el centro de una nueva placa con la ayuda de pinzas estériles. Se realizaron los trasplantes
a partir de un mismo cultivo a lo largo de varios dias para comprobar el efecto de la edad del cultivo
de origen en el crecimiento en las nuevas placas. Concretamente, los trasplantes fueron tras 3 y 6 dias

y se observaron durante 16 dias.

Para ambos tipos de inoculacion se siguié el mismo procedimiento, consistente en el uso de una
plantilla (Fig. 3) para la colocacion del organismo en el centro de la placa y a una distancia
equidistante de los copos de avena y/o las fibras de madera (en los casos en los que se emplearon los
medios MAC y MMA).

Fig. 3. Plantilla empleada en la inoculacion del hongo. Los 8 puntos de los ejes se corresponden con
los lugares en la placa donde se colocan los copos de avena o las fibras de madera segun el caso. Los
puntos cercanos al centro estan a 1,5 cm de éste y los otros 4 puntos restantes se separan de 0,5 cm

de los anteriores. En el centro, donde se cruzan los ejes, se coloca el inculo de microorganismo.

3.2.3 Anélisis del crecimiento del plasmodio
Con el fin de analizar el crecimiento del plasmodio, se estudiaron los siguientes parametros:

-Analisis visual del crecimiento del plasmodio. Mediante observacién de las placas, el crecimiento se
registra como una variable binaria (crecimiento/no crecimiento) dependiendo de que el plasmodio se

extienda mas alla del punto de inoculacion inicial o no.

-Analisis de la velocidad de crecimiento del plasmodio. Para ello se realizan observaciones del

crecimiento del plasmodio sobre la superficie del medio de cultivo a lo largo de un periodo de tiempo

10
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determinado, registrando el punto més distal desde el centro de la placa alcanzado por el plasmodio
relativizado en funcion de los dias transcurridos. Para poder comparar la velocidad del crecimiento
entre los diversos ensayos, se establecieron marcas a alcanzar por el plasmodio de forma
estandarizada. Las marcas que se tomaron como referencia fueron los lugares ocupados por los copos
de avena o las fibras de madera depositados de manera radial alrededor del punto central de
inoculacion como se indica en el apartado 4.2.2.

-Analisis de las corrientes citoplasméticas en las venas del plasmodio. Se llevaron a cabo
observaciones directas bajo una lupa binocular sin necesidad de tinciones previas del plasmodio con
el fin de estudiar la existencia de corrientes citoplasmaticas. Dichas corrientes citoplasmaticas son
constantes en estos organismos y se relacionan directamente con el crecimiento y la actividad

fisiologica del plasmodio (Westendorf et al., 2018).

-Utilizacion de colorantes vitales. Varios medios de cultivo ensayados (medios MAC) se
suplementaron con cloruro de trifenil tetrazolio (2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride, TTC); Panreac)
al 0,005% (p/v) a partir de una solucién stock al 1% preparada en agua destilada estéril. Por la
actividad de enzimas deshidrogenasas implicadas en el metabolismo celular, el TTC se reduce a
formazén, un compuesto de color rojo que se acumula en el citoplasma de los organismos actuando
como indicador de viabilidad (Rich, et al., 2001).

-Analisis de la contaminacion del cultivo. Dado que la presencia de otros microorganismos dificulta
el desarrollo de P. polycephalum, se empled como medida de la calidad del crecimiento y del cultivo.
Se llevd a cabo un andlisis visual de la aparicion de microorganismos contaminantes y se realizaron
preparaciones en fresco para su posterior observacion en un microscopio de contraste de fases (Nikon

Eclipse E400), con el fin de determinar si se trataba de una contaminacion bacteriana o por hongos.

3.2.4 Efecto de nistatina sobre la prevencién de contaminacion microbiana

Para evitar el crecimiento de otros hongos en el medio de cultivo de P. polycephalum, se ensaya la
utilizacion del antiflngico nistatina (85% de pureza; Acros Organics). Su mecanismo de accion
consiste en unirse a los ergosteroles que, ademas de tener un papel fundamental en la estructura de la
membrana de los hongos, regula diversas actividades fisiol6gicas como la fusion homotipica de
vacuolas, la endocitosis y la sefializacion mediada por receptores de membrana (Rivera-Toledo et al.,
2020). Diversos estudios usan la nistatina como antifungico en diferentes cultivos [e.g. Villota (2019)
contra Candida albicans (C.P.Robins) Berkhout; Cifuentes et al., (1993) contra Xanthophyllomyces

dendrorhous Golubev]; sin embargo, en los que se han revisado con respecto a cultivos de P.

11
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polycephalum no se han encontrado referencias al uso de este compuesto. Cabe destacar que la
nistatina, en principio, no debe ser perjudicial para el crecimiento del plasmodio ya que este

organismo no es un hongo verdadero.

Este compuesto se ensayé a diferentes concentraciones finales en el medio MAC: 2 u/ml, 10 u/ml, 20
u/ml, 100 u/ml, 1000 u/ml, 2000 u/ml, 10000 u/ml. En todos los casos, dichas concentraciones se
obtuvieron afiadiendo el volumen necesario a partir de una solucién stock de nistatina de 7,1 mg/mi
en dimetilsulfoxido (dimethyl sulfoxide, DMSO). Una vez inoculadas, se realizd un seguimiento de
las placas durante 3-5 dias con el fin de determinar la concentracion que inhibe el crecimiento de
otros hongos sin afectar al crecimiento de Physarum. Una vez determinada la concentracion adecuada
se afiadio a todos los demés medios utilizados para poder comparar aquellos que tuviesen nistatina

con los que no y observar la eficacia de esta sustancia.

3.2.5 Efecto de la temperatura de cultivo

A partir de inoculaciones en medio MAC, se ensayaron dos temperaturas de incubacion: 25°C y 18°C.
La primera es la que se recomienda para el desarrollo 6ptimo del organismo segun las instrucciones
de los proveedores. La segunda se ensayé con el fin de inhibir la potencial contaminacion microbiana
que se pueda formar, observando si el cambio de temperatura también afectaba al crecimiento del

organismo comparando ambas temperaturas.

3.3 Estudio de la induccién del ciclo sexual de P. polycephalum
3.3.1 Induccion de la esporulacion
En este trabajo también se realizaron una serie de primeros pasos previos para obtener la esporulacion.

Para ello se ensay0 el medio MSP liquido sustituyendo el extracto de embridn de pollo por hemina al
80% (Sigma-Aldrich) (MPH), tal y como sugieren Daniel & Baldwin (1964). Para afiadir la hemina,
primero se disuelve en NaOH al 1% (p/v), consiguiendo una concentracion final de 0,05% (p/v), y se

afiade al medio en lugar del extracto de embrion de pollo (Daniel & Baldwin, 1964).

Este medio liquido se prepara con la siguiente técnica: primero, se cubren las placas Petri con una
base de esferas de cristal estériles de 6mm de diametro. Después, encima de esta capa se coloca un
papel de filtro que las cubra; a continuacion, se afiade el medio con una pipeta hasta que tenga la
suficiente cantidad para ir cubriendo las esferas y que el papel quede embebido, pero sin que esté
sumergido; por altimo, se inocula el hongo boca abajo y como el papel estd himedo no es necesario

12


https://sede.udc.gal/services/validation/r+TOB4uRvvsg6l9UNpuZfg==

hidratar el hongo con anterioridad. Esto nos permite conseguir muestras de plasmodio de una forma

que resulta mas facil su trasplante a medios liquidos.

3.3.2 Induccién de la formacién de microplasmodios

A partir de una muestra del plasmodio gque se consigue en el medio anterior, se preparan 20 ml de
medio MPH, tal y como se describe arriba, en un matraz Erlenmeyer inclinado. A continuacion, se
coloca una muestra del plasmodio en la pared del matraz, cerca de la superficie del medio liquido,
pero sin entrar en contacto con él. El matraz se mantiene en esta posicion durante 72 h y protegido de

la luz.
Transcurrido ese tiempo, se procede a la agitacion del matraz para conseguir microplasmodios.

Para la comprobacion de crecimiento del plasmodio en medio liquido y de la formacion de

microplasmodios, se han realizado observaciones al microscopio de muestras del cultivo.

Por Gltimo, tanto todos los medios como todos los materiales utilizados en el presente trabajo se han

esterilizado previamente en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

4- Resultados y discusion

4.1 Crecimiento diferencial de cepas de P. polycephalum

Existen numerosas cepas de P. polycephalum, y por lo general, las principales diferencias entre las
cepas se refieren a aspectos como la cantidad de ADN nuclear, el nimero de cromosomas o la
capacidad de fusion con plasmodios o amebas de genotipo diferente (Kubbis et al., 1986). Se trata,
por lo tanto, en algunos casos, de factores que impactan en el crecimiento y reproduccion del
organismo. Nuestro ensayo se ha centrado en las cepas llamadas “Charly” y “Ava”, para las cuales

hay poca informacion disponible, pero que muestran diferencias de coloracion.

Los resultados de crecimiento obtenidos para ambas cepas en medio MAC muestran, tal y como se
observa en la Fig. 4, que no hay diferencias importantes. Ambas podran utilizarse durante los ensayos
planteados en este trabajo. Por ello, la mayoria de los experimentos de este trabajo se han realizado

con la cepa Ava.

Ademaés del color, ambas cepas se van a diferenciar por su origen geogréafico, habiendo sido aisladas
en Norteamérica (Charly) y Australia (Ava). Resulta interesante que no se observen diferencias de

crecimiento entre ellas bajo condiciones comunes de desarrollo. Es de prever que ambas cepas hayan
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estado aisladas durante mucho tiempo dada la distancia entre sus origenes, por lo que se habran
acumulado numerosas diferencias genéticas entre ellas. Sin embargo, existen muchas incégnitas con
respecto a la capacidad de dispersion de los Myxomycota-Myxogastria (Stephenson, 2001). En una

futura fase del estudio, se podria analizar la capacidad de fusién de plasmodios de las dos variedades.

Fig. 4. Crecimiento de las cepas Charly (izquierda) y Ava (derecha), tras 2 dias de la inoculacion.
Iméagenes representativas del resultado obtenido de las 3 réplicas inoculadas. Ambas cepas cultivadas
en medio MAC.

4.2 Estudio del ciclo asexual de P. polycephalum
4.2.1 Medio de cultivo

Por un lado, tal y como se muestra en la Fig. 5, el anlisis del crecimiento en medio MMA muestra
que el uso de las fibras de madera no permite obtener buenos resultados ya que el organismo no las
utiliza como fuente de alimento y, después de varios dias, acaba muriendo. Sin embargo, el medio
MAC si aporta buenos resultados de crecimiento del plasmodio y se observa como el organismo es
capaz de colonizar todos o la mayoria de los copos de avena, sobreviviendo durante mas tiempo. En
concreto, han sido hasta 42 dias desde su inoculacion el mayor tiempo de supervivencia del plasmodio

observado (con adicién periédica de mas copos de avena en la placa).

Considerando el habitat caracteristico de la especie (madera en descomposicién; Alim et al., 2013),
destaca la baja utilizacion de los fragmentos de madera como fuente de nutrientes por el organismo.
Sin embargo, antes de descartar por completo la madera como fuente de nutrientes, seria preciso
probar con muestras en distintos estados de degradacion. Asimismo, la esterilizacion mediante calor
himedo de la madera puede ser también un problema, ya que su degradacion va también a depender
de la actividad de terceros organismos gque son eliminados en el proceso, si bien P. polycephalum

presenta actividad celulasa (e.g. Koevenig & Liu, 1981).
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Por otro lado, en lo que se refiere a los medios semidefinidos, también se observan diferencias
notables en el crecimiento registrado (Fig. 6). Se observé que Physarum se extendié mas en medio
MPCC (medio que contiene extracto de cerebro y corazon) en comparacion al crecimiento registrado

en medio MPC (medio que contiene extracto de carne).

A nivel general se observa que el crecimiento en los distintos medios utilizados presenta diferencias.
En el caso de medios MAC y MMA el crecimiento se extiende y se ramifica mas por la superficie del
medio Y, sin embargo, en medios MPCC y MPC el crecimiento ha sido mas continuo, pero menos
extendido. Esta diferencia en el crecimiento del plasmodio se justifica probablemente por la distinta
distribucion de los nutrientes en los medios semidefinidos frente al medio MAC. Nuestros resultados
parecen indicar que el medio MAC es el idoneo para poder obtener un crecimiento éptimo del

plasmodio.

Fig. 5. Cepa Ava, tras 3 dias de la inoculacién. Imagenes representativas del resultado de las 3 réplicas
inoculadas. Medio MMA (izquierda) y medio MAC (derecha).

4.2.2 Inoculacién del organismo

Los resultados obtenidos en referencia al estado del in6culo empleado realizadas en medio MAC,
desde el esclerocio o mediante trasplante de plasmodio crecido en placa, muestran que no hay
diferencia de crecimiento entre ambas. Ademas, en la observacion que se llevé a cabo a los trasplantes
realizados a partir de una misma placa, pero en dias diferentes, no se observé ninguna diferencia con
respecto a la utilizacion como in6culo de plasmodios de diferentes edades. Por tanto, los resultados
obtenidos muestran que la edad del plasmidio no afecta a su crecimiento al producirse una renovacién
de los nutrientes. Ademas, estos resultados indican que el crecimiento del plasmodio continla
mientras las fuentes de nutrientes no se agoten. Esto coincide con lo descrito sobre la curva del ciclo
de vida de P. polycephalum, cuya fase exponencial (y asexual) se prolonga en presencia de alimento
y en ausencia de sefiales ambientales relacionadas con la longitud de onda de la luz recibida por el
organismo, ya que en ambientes favorables tiene fototropismo negativo, huyendo de la luz (Alim et
al., 2013).
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Fig. 6. Cepa Ava, tras 3 dias de la inoculacién. Imagenes representativas del resultado de las 3 réplicas

inoculadas. A la izquierda usando el MPCC vy a la derecha el MPC.

4.2.3 Anélisis del crecimiento de P. polycephalum

A continuacidn, se recogen los resultados obtenidos para los diferentes parametros ensayados en el
estudio del crecimiento de P. polycephalum. Estos métodos se plantean como alternativa o

complemento a la comprobacién visual del crecimiento del plasmodio:

-Analisis de las corrientes citoplasmaticas del plasmodio. Este método es interesante como medida
de la actividad fisiologica del plasmodio; sin embargo, no ha sido posible su observacion porque la
coloracion natural del plasmodio la dificulta. Podria aplicarse a la observacidn de cepas mutantes que
son incoloras. Por otro lado, el medio tampoco fue aplicable en los casos en los que el plasmodio

adquiria una morfologia en abanico sin desarrollar venas (medios semi-definidos).

-Utilizacion de colorantes vitales. Se utilizo el TTC para observar actividad metabolica del plasmodio
ya que, al reducir ese compuesto, el resultado de la reaccidn se acumula y produce una coloracién
roja. Se llev6 a cabo en medio MAC al que se le afiadi6 el TTC. El plasmodio no fue capaz de reducir
el compuesto TTC, por lo que no se pudo observar su actividad metabolica mediante esta tincién. Sin
embargo, se ha observado la potencial aplicacion del TTC como indicador de contaminacion ya que

si se observo la tincion de otros microorganismos que contaminaban el cultivo.

-Analisis de la contaminacion. Los resultados de la observacion al microscopio de las muestras de la

contaminacion revelan que la mayoria estaba representada por bacterias y levaduras.

-El analisis de la velocidad de crecimiento del plasmodio. Se ha llevado a cabo en los medios MAC

y MMA ya que son los Gnicos medios que tenian puntos de referencia a comparar, tal y como se
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describe en materiales y métodos. Este analisis confirmé la eficacia de los copos de avena frente a las

fibras de madera y la concentracion idonea de nistatina.

4.2.4 Efecto de la nistatina sobre la prevencion de contaminacién microbiana

Por un lado, se estudié la concentracién idonea de nistatina. Para ello, se inocularon tal y como se
explica en materiales y métodos, en medios MAC y MMA (aungue en este medio solo la
concentracion mas elevada ya que luego se descartd su uso por los malos resultados obtenidos). Las
concentraciones méas altas ensayadas, 10.000, 2.000 y 1.000 u/ml no permitieron ningun tipo de
crecimiento del plasmodio. Un ejemplo de estos resultados se muestra en la Fig. 7. Sin embargo, en
las concentraciones mas bajas (100, 20, 10 y 2 u/ml), tal y como se muestra en la Fig. 8, si se ha
observado crecimiento del plasmodio no solo en el papel utilizado de iné6culo, si no también
colonizando la placa. Sin embargo, la concentracion de 10 u/ml es la mas idonea ya que es la que ha
obtenido mejores resultados en relacién con el crecimiento del plasmodio y a su eficacia contra la
contaminacion. Por ello, esta es la concentracion que se ha usado en los demas medios, en los que se
observé una eficacia semejante de la concentracion seleccionada. Como puede observarse en la Fig.
7, en los medios con nistatina al cabo de varios dias no detecta contaminacién flngica mientras que

en los medios que no llevaban la nistatina se produce crecimiento de otros hongos.

En general, los resultados muestran que, a pesar de que el mecanismo de accién de la nistatina no
afecta a Physarum por no ser un hongo verdadero, una alta concentracion de este compuesto inhibe
su crecimiento. Ademas, tal y como se menciona en el apartado de materiales y métodos, es la primera
vez que se usa este compuesto para el cultivo de este organismo y los resultados muestran que, a la
concentracion iddnea, evita la contaminacion microbiana sin perjudicar el crecimiento del plasmodio

lo que ayuda a mantener cultivos de mejor calidad.

17


https://sede.udc.gal/services/validation/r+TOB4uRvvsg6l9UNpuZfg==

Fig. 7. Cepa Avatras un dia de su inoculacién. Imagenes representativas del resultado de las 3 réplicas

inoculadas. Medio MAC (izquierda) y medio MMA (derecha) ambos a una concentracion de nistatina
a 100000 u/ml

Fig. 8. Cepa Ava tras 5 dias de inoculacion en MAC con nistatina. Imagenes representativas del
resultado de las 3 réplicas inoculadas. De izquierda a derecha las concentraciones de nistatina son:
100, 20, 10y 2 u/ml

4.2.5 Efecto de la temperatura

Los resultados muestran que, a pesar de usar una temperatura mas baja de la descrita como 6ptima
para el crecimiento del plasmodio (Daniel & Baldwin. 1964), no hay ninguna diferencia entre el
crecimiento a esta temperatura, 18°C y la 6ptima, 25°C. Sin embargo, la diferencia observada es que

la temperatura de 18°C ralentiz6 la aparicion de contaminacién microbiana.

4.3 Estudio de la induccion del ciclo sexual de P. polycephalum

4.3.1 Induccion de la esporulacion
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Los resultados muestran, tal y como se observa en Fig. 9, que el plasmodio crece adecuadamente en
este medio y, como en el caso de los medios MPCC y MPC, el crecimiento es continuo y no muy
ramificado como ocurrian en medios MAC y MMA.. Esto demuestra la capacidad del plasmodio de

crecer en medios liquidos sin necesidad de usar agar.

Fig. 9. Cepa Charly trasl dia de inoculacion en el medio MPH sin nistatina. Imagenes representativas

del resultado de las 3 réplicas inoculadas
4.3.2 Induccion de la formacién de microplasmodios

Los resultados de este procedimiento mostraron, tras las primeras 72 h de la inoculacion, el
crecimiento del plasmodio en el medio liquido, objetivo fundamental para poder conseguir los

microplasmodios. Esto se puede observar en la Fig. 10.

Fig. 10. Cepa Charly tras 72 h de inoculacion en el medio MPH. EI matraz de la izquierda se

corresponde con el medio MPH sin nistatina y le de la derecha al MPH con nistatina.

4.3.3 Estudio de la formacion de microplasmodios

Los resultados de las observaciones al microscopio de los microplasmodios mostraron la ausencia de
estos bajo las condiciones aplicadas para inducir su formacion. Sin embargo, se observo una alta
contaminacion por bacterias y levaduras. A este respecto, los resultados indican que esta

contaminacion puede provenir del propio papel en donde se encontraba el esclerocio inicial.
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5. Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo, tal y como se pueden ver en la Tabla 2, son las siguientes:

Los medios propuestos en este trabajo dan buenos resultados a excepcion del medio MMA
De los medios propuestos, el medio MAC es el que mejor resultados proporciona ya que es
en este donde el organismo sobrevive por méas tiempo, ademas que el crecimiento lo realiza
extendiéndose mas por la placa

Gracias a la capacidad del plasmodio de sobrevivir tanto tiempo si tiene fuente de alimento
disponible, se pueden sembrar nuevas placas a través de cualquier edad del plasmodio sin que
afecte al crecimiento de éste

Las técnicas utilizadas para la observacion de la actividad metab6lica no dieron resultados
salvo la medicion de la velocidad del crecimiento, pero esta medida solo era apta para dos
medios utilizados (MAC y MMA) no pudiéndose comparar con los demas medios. Seria
necesario conseguir otras técnicas que den resultados para poder recopilar datos de una forma
mas estandarizada y asi conseguir una mejor comparacion entre las distintas condiciones
ensayadas

El uso de un antifdngico, la nistatina, da muy buenos resultados en relacién con proteger al
organismo de la contaminacién flngica y que, a la concentracion descrita en el apartado
anterior, no afecta al crecimiento del organismo

La temperatura no modifica el crecimiento del plasmodio
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Conclusions
This work has the following conclusions, summarized in Tabla 2:
1- The media proposed in this work give good results except for the MMA medium

2- Of the proposed media, the MAC medium is the one that provides the best results since it is in this

medium where the organism survives for the longest time.

3- Thanks to the ability of the plasmodia to survive for as long if it has a food source available, new

plates can be inoculed using plasmodia fragments of different ages without affecting its growth

4- The techniques used for the observation of metabolic activity did not give results except for the
measurement of growth speed, although this measurement was only suitable for two of the media
used (MAC and MMA\). New technigues need to be developed in order to assess growth and vitality

in plasmodia.

5- The use of an antifungal agent, nystatin, gives very good results in protecting the plasmodium from

fungal contamination.

6- The two temperatures assayed do not alter the growth of plasmodia
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Tabla 2. Resumen de las condiciones, medios y técnicas ensayadas en este trabajo y sus resultados.

Condicion Resultado
Cepas Ava y Charly Sin diferencias entre ambas
Medios
MAC Positivo. Crecimiento extendido y ramificado
MMA Negativo
MPCC Positivo. Crecimiento continuo, no ramificado
MPC Positivo. Crecimiento continuo, no ramificado

Inoculacion del esclerocio o trasplante

Sin diferencias entre ambas

Corrientes citoplasmaticas

Negativo

Colorantes vitales

Negativo

Analisis de contaminacion

Bacterias y levaduras

Velocidad del crecimiento

Apto para medios MAC y MMA. Mejor
resultado MAC

Uso de antifungico (nistatina)

Positivo a 10 u/ml de concentracion

Temperatura

Sin diferencias entre ambas temperaturas

Medio MPH

Positivo. Crecimiento continuo, no ramificado

Matraz inclinado

Positivo. Crecimiento en medio liquido

Microplasmodios

Negativo
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