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Introduccion. El manitol es el poliol mas abundante en
las esporas de Aspergillus niger’. EIl manitol desaparece
durante las etapas tempranas de la germinacion,
presumiblemente debido a la accibn de la manitol
deshidrogenasa (MTD). La presencia del ciclo del manitol
(Fig. 1) ha sido sugerida en varios hongos en los que le
manitol es producido a partir de fructosa-6-fosfato por la
manitol-1-fosfato deshidrogenasa (MPD)2 y la manitol-1-
fosfato fosfatasa y convertido nuevamente a fructosa-6-
fosfato por MTD y una hexoquinasa. Se especula en
torno al papel del ciclo del manitol como generador de
NADPH. Esto se ha basado en la presencia de todas las
enzimas de esta ruta en el micelio de algunos hongos3.
Sin embargo, datos preliminares en A. niger no estan de
acuerdo con ese planteamiento. Por lo anterior, el
objetivo de este trabajo es demostrar si en Aspergillus
niger se presenta el ciclo del manitol como ha sido
propuesto para otros hongos.
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Figura 1. Representacion esquematica del ciclo del manitol.
HXK, hexocinasa; MPD, Manitol fosfato deshidrogenasa; MPP,
Manitol-1-fosfato  fosfatasa; MTD, Manitol-1-fosfato des-
hidrogenasa.

Metodologia. Aspergillus niger fue crecido en medio
liquido, el micelio fue transferido a placas con medio
minimo con glucosa al 1% las cuales tenian una
membrana porosa de policarbonato (MPC). La mitad de
las placas fue cubierta por una segunda MPC para evitar
la esporulacion (V) mientras que la otra mitad de las
placas no se cubrié (S). Se tomaron muestras cada 4 h
durante 24h. Se aisl6 el ARN y se hibridizé con sondas
para mtdA, mpdA y 18S. Para determinar con precisién la
localizacion de la expresion de mtdA y mpdA en la
colonia fungica, se construyeron fusiones:

1) mtdApromtor'HZB'GFp'trpcterminador
2) mpdApromotor'HZB'dTomate' trI:)Cterminador

Estas construcciones fueron introducidas en A. niger y
analizadas por microscopia confocal.

Resultados y discusién. El gen mpdA se expresa
constitutivamente, pero su expresibn es mayor en el
micelio esporulante (S) mientras que mtdA se expreso
solo durante la esporulacion. Por otro lado, de acuerdo a
los datos las construcciones con proteinas fluorescentes,
mpdA se expresa en las hifas vegetativas y en hifas
aéreas que no han iniciado la esporulacion (Fig. 2). En
contraste, la expresién de mtdA se encontré en hifas
aéreas en estado de desarrollo condial tardio y en
esporas, pero no en hifas vegetativas. Para determinar si
los productos de los genes se localizan en diferentes
partes de la colonia se determinaron las actividades
enziméticas de MTD y MPD en esporas y micelio de
diferentes estados fisiolégicos. MTD se encontré en las
esporas con actividad residual en micelio esporulante.
MPD fue solo encontrada en el micelio pero no en las
esporas. La actividad fue mayor en el micelio esporulante
que en el no-esporulante lo que confirma los resultados
del analisis de expresion.

Figura 2. Micrografias de A. niger al mlcrocopio confocal.

Conclusiones. La manitol deshidrogenasa esta
localizada en las conidias y conidioforos, mientras que la
MPD estéa en la hifas vegetativas y se induce durante el
desarrollo conidial. La localizacién espacio temporal de
MTD y MPD demuestra porqué el ciclo del manitol en
Aspergillus niger es inactivo.
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