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RESUMEN

Se sometié a la accion de los dcido cltrico y
clorhidrico a pH = 1,5 una cepa de Fonsecaea pe-
drosoi (CMUR 263/74) y una de Wangiella derma-
titidis (CMUR 104/81) productoras de cromoblasto-
micosis y faeohifomicosis respectivamente, logrdn-
dose producir sus mutantes albinas. Estas cepas fie-
ron sometidas a pruebas bioquimicas, de susceptibi-
lidad a agentes antifiingicos, al estudio de su ultra-
estructura, a la accién de la luz ultravioleta y a en-
sayos de recuperacion en tierras estériles y no esté-
riles.

Se encontraron diferencias en la utilizacién y en
la fermentacién de hidratos de carbono, y en la utili-
zacidn de diversos aminodcidos y vitaminas entre las
cepas originales y sus albinas correspondientes.

Las pruebas de Susceptibifidad utilizando 5-FC,
Ketoconazol y Anfotericina B mostraron diferencias
entre éstas. También se observaron variaciones en la
estructura de la pared en las cepas incluidas en este
estudio, mientras que la luz ultravioleta no demostré
producir alteraciones en el crecimiento.

Ambas cepas con sus correspondientes albinas
se recuperaron de tierras estériles; en cambio esto no
fue posible en las no estériles.

SUMMARY

[Morphogenesis in Dematiaceous fungi V: Biochemical
and ultrastructural studies in Fonsecaea pedrosoi and
Wangiella dermatitidis and its albine strains.}]

Fonsecaea pedrosol (strain CMUR 263/74 and
Wangiella dermatitidis (strain CMUR 104/81)
which produce chromoblastomycosis and phaeohy-
phomycosis respectively, were subjected to either
chlorhidric or citric acid treatments (pH = 15) in
order to obtain mutants. On the wild-type strains and
their albino mutants thus obtained biochemical and
antifungical susceptibility tests, ultraestructure assays,
U.V. response and assays in orden (o lest their reco-
very from sterilized or nonsterilized soils were carmed
out.

The results obtained indicate that:
1) The wild-type strains and their albino mutants
showed differences in their use of carbohydrates,
amino acids and vitamins and the fermentation of
carbohydrates.
2) The original strains and their albino mutants
showed differences in suceptibility test using 5-FC,
Ketoconazol and Amphotericin B.
3) Several variations on the cell wall structure, were
obtained between the wild-type strains and their
albino mutants. _ :
4) No differences were detected in their growth after
ultraviolet treatment.
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Se concluye que la accion de estos deidos a pH
muy bajo, produce cambios en las caracteristicas
bioguimicas, y ultraestructurales en los dos hongos
observados.

INTRODUCCION

A pesar de la relativa frecuencia de la
cromoblastomicosis, poco se conoce acerca de la
composicién quimica de la pared celular de los
agentes productores de esta enfermedad y de los
factores que influyen en la relacién hospedador-
parésito,

En los hongos patégenos, la presencia de
melanina (considerada como un factor de resis-
tencia a la lisis por fagocitosis), fue sefialada para
P. verrucosa (14), este pigmento oscuro forma
parte de un complejo protéico de alto peso mole-
cular, ubicado en la pared celular y puede ser
secretado al medio durante su desarrollo.

Segiin Emmons y col. {6), la razdn esencial
para la patogenicidad de un hongo puede estar
expresada en términos generales, en la tolerancia a
temperaturas de 35-372 C, presencia de sistemas
enziméticos, los cuales permiten la parasitacién de
los tejido del huésped, la exposicién continua de
este a los propigulos de dispersion (conidios) del
hongo. El factor determinante de que algunos
hongos patégenos humanos sean dimorficos, puede
estar relacionado con la estructura de la pared
ceiular. Manipulando la construccion de la pared
celular, los hongos pueden asumir diferentes for-
mas encuadradas en una amplia variedad de fun-
ciones incluyendo la penetracién al hospedador.

San Blas G. (12), expresa que la pared celular
es importante en la regulacién de los eventos de
contacto entre el pardsito y el hospedador y la
presencia de otros factores en estos, pueden ser
importantes para la invasion del hongo en los
tejidos. Fsos factores pueden ser internos
{capacidad del microorganismo a desarrollar bajo
condiciones nutricionales provistas por el tejido
hospedador, la produccién de toxinas, etc.), o
externos (influencid del ambiente a inducir al
pardsito a sintetizar materiales que de otro modo
no pueden ser producidos, mecanismos de defensa
del hospedador, etc.). Los factores reguladores en
las especies, suelen jugar un rol en la relacion
hospedador-parasito y la pared fiingica puede ser
una primera subestacién que regula las sefiales. La
comprension de estos mecanismos se traduce en un
incremento del conocimiento de los eventos
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5} F. pedrosei and W. dermatitidis an their albi-
ness mutants were recovered from sterilized soils.
However, only the wild-type strains were recovered
from non-stenilized soils.

According to the obtained results, we conclude
that the action of these acids at a very low pH
produce changes at the biochemical and ultra-
structural levels in the two described fungi.

bioquimicos involucrados en la invasién y el dafio
producido de los tejidos.

Los resultados obtenidos por el tratamiento a
pH é4cido de los F. pedrosoi y W. dermatitidis
comunicados en un trabajo anterior (10) nos llevé a
estudiar comparativamentc algunas de las
modificaciones bioquimicas y ultraestructurales
producidas.

MATERIALES Y METODOS.

1) Pruebas bioquimicas.

a  Test nutricional Trichophyton Agar (Difco}
(7)

Se utiliz6 este test para determinar los
requerimientos nutricionales entre F. pedrosoi, W.
dermatitidis y sus correspondientes albinas
midiendo el didmetro de sus colonias.

b. Efecto de las distintas fuentes de carbono y
nitrégeno en el crecimiento fiingico

Se realizaron las técnicas de auxanograma para
hidratos de carbono y sustancias nitrogenadas
segin Rippon (11), y la de fermantacién de
sustancias hidrocarbonadas segfin Wickerham (15)
modificado por Bracalenti y Col. (3).

2} Pruebas de
antilGngicos,

susceptibilidad con agentes

La determinacién de 5-Fluorocitosina {5-FC) se
realizd segin la técnica dada por Smith y col. (13) y
la Anfotericina B y Ketoconazol segiin Negroni R.

©).
3) Estudio de [a ultraestructura.
Las dos cepas de estudio con sus corres-

pondientes albinas se fijaron en glutaraldehido al
3% en buffer de fosfato 0,1 M pH =74, luego, en
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tetréxido de osmio al 1.5% en buffer de fosfato,
seguido de impregnacién en blogque con acetato de
uranilo al 2%. Deshidratacion en alcohol decre-
ciente en 6xido de propileno. Inclusién en Epon
812, corte con uitramicrotomo Porter blue MT2B y
coloracién de contraste con citrato de plomo segtin
Reynolds.

Observacién en microscopio electrdnico Jeol-
Jem 100 C.

4. Estudio de la velocidad de crecimiento

- Para los hongos de desarrollo filamentoso se
realizd la curva de crecimiento sembrando en los
medios de Agar-Sabouraud Glucosa (ASG) y
Agar-Papa-Dextrosa (APD) a 272 C. y 372 C. du-
rante 19 difas y los resultados se expresaron
midiendo el didmetro de la colonia.

- En tubos de hemdlisis que contenian 2 cm
de caldo Sabouraud-Glucosa se agreg6 0,1 cm’ de
una suspensién de W. dermatitidis en agua destl-
lada estéril que contenian 4 x 107 levaduras/cm’,
incubdndose a 272 C. y 372 C. La determinacién del
peso seco se realizd a 1052 C. haciéndose pesadas
cada 48 horas llegando a peso constante a los 15
dias, considerando hora cero, los tubos recién
inoculados,

§) Accidn de la luz ultravioleta.

Las colonias desarrolladas ¢n los medios ASG
y APD de F. pedrosoi, W. dermatitidis y sus
correspondientes albinas se¢ colocaron a 15cm. de
distancia de la luz ultravioleta (Sterisol F 1140
Original Hanan NN 15/44 UK entre 200-300 nm)
durante 1, 5, 10, 30, 90 minutos y 4 horas de
exposicion. Luego se sembraron en el medio de
ASG para observar la accidn de la luz ultravioleta
en cuanto al crecimiento de estos hongos.

6) Recuperacién de las cepas de F. pedrosoi, W
dermatitidis y sus correspondientes albinas en
tierras estériles y no estériles.

.Se sembraron’ en placas de Petri 10 g. de
tierra estéril y no estéril, agregandole 100 mg. de
una suspensién de micelio dc F. pedresoi y su
albina y, por otro lado 10° células levadurifor-
mes/cm® de W, dermatitidis y su albina incubén-
dolas a 272 C y a los 10 dias se tomaron muestras
de las placas de tierra estéril y no estéril por cada
hongo, repitiéndose lo mismo a los 20 dias.

La técnica de procesamiento fue la siguiente: se
colocaron los 10 g de tierra nombrados ante-
riormente en 19 cm dc agua destilada estéril en un
erlenmeyer de 250 cm’® al que se le agregaron una
gota de Tween 80. Se agitdé 15 minutos y se dejf)
reposar 10 minutos. Se realizaron dﬂumonc.%
esta solucion madre hasta 1/128. Se tomé 1 em” de
cada dilucién y se coloc6 en una placa Petri con 0,1
cm’ de Rosa de Bengala, 0,1 cm’ de una solucién
(50 g/cm®) de cloranfenicol y 10 cm® de APD, incu-
béndose a 272 C durante 10 dias.

Se observé el grado de recuperaciéon que se
obtuvo en las placas.

RESULTADOS.

1) Pruebas bioquimicas.
a) Test nutricional de Trichophyton Agar.

Los resultados de estc test mostraron que la
cepa albina de F. pedrosoi crecié mejor que su
original en medios con caseina, caseina-tiamina y
caseina-4cido nicotinico y muy poco en medios con
NH, NO, como fuente nitrogenada.

Conr respecto a W. dermatitidis se observo
mejor crecimiento de su cepa albina en los medios
conteniendo casefna-inostol, caseina-inostol-tiami-
na, caseina-tiamina, caseina-4cido nicotinico y
NH_ NO_-histidina.

b) Efecto de las distintas fuentes de carbono y
nitrégeno en el crecimiento fiingico.

- Auxanograma de hidrates de carbono.

Las tnicas diferencias observadas fueron la
utilizacion de rafinosa por parte de W. dermatitidis
albina, mientras que su correspondiente pigmenta-
da utilizé celobiosa; en cuanto a la utilizacién de
sustancias carbonadas por F. pedrosot y su corres-
pondiente albina no mostraron diferencia alguna.

- Auxonograma de sustancias nitrogenadas.

W. dermatitidis y F. pedrosoi con sus
correspondientes albinas no mostraron diferencias
en la utilizacién de sustancias nitrogenadas.

- Fermentacién de sustancias hidrocarbonadas.
La ccpa de W. dermatitidis albina ferment6
glucosa, maltosa y sacarosa mientras que W.

dermatitidis no fermenté ninguno de los azicares
empleados.
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2) Pruebas de susceptibilidad con apentes anti-
fingicos: 5-FC, Anfotericina B y Ketocenazol.

Los resultados obtenidos con esta experiencia
mosiraron que el poder fungistatico para F. pedro-
soi con 5-FC es de 50 ug/cm” y con Ketoconazol de
100 ug/cm’, mientras que el poder fungicida con 5-
FC fue nulo para esas concentraciones y para
Ketoconazol fue total a la concentracion de 100
ug/cm’.

Para F. pedrosoi y su albina con Anfotericina
B el poder fungistitico fue nulo para la maxima
concentracién igual que su poder fungicida.

Las observaciones realizadas sobre W.
dermatitidis y su albina mostraron que el poder

fungistético y fungicida fueron nulos para los tres
antifangicos probado a esas concentraciones,

3) Estudio de la vitraestructura.

El estudio de la ultraestructura de F. pedrosoi y
W. dermatitidis mostré una pared rugosa con dos
capas: una externa muy rugosa y densa y una
interna gruesa, poco densa. Sus mutantes albinas
mostraron la pérdida de la capa B2, lugar en que se
produce la melanizacion. Fotos 1, 2, 3, 4.

4) Estudio de la velocidad de crecimiento.

Tabla N21
Didmetro de las colonias (cm) a 272 C y 37¢ C después de 19 dias de incubacién en los medios de ASG y
APD.
Medios de Cultivo
CEPAS ASG APD
270 C 3C nc 3nc

F. pedrosoi 2.1 14 2.3 1.5
F. pedrosoi

(var. albina) 33 2.5 0.9 0.6
W. dermatitidis

(var. albina) 3.0 0,6 3.0 0.6

Se observa en Tabla N2 1 que no hubo
diferencias con respecto a la temperatura y los
medios utilizados en F. pedrosei, mientras que su
variedad albina tuvo mejor desarrollo en ASG que
en APD a ambas temperaturas, siendo la Gptima
de 272 C.

Con respecto a W. dermatitidis (var. albina)
no hkubo diferencihs en cuante a los medios
empleados y la temperatura 6ptima fue de 27¢ C.

5)  Accion de ta luz ultravioleta.
Las cepas estudiadas, y sus albinas que fueron
cxpucstas a la radiacidon ultravioleta no tuvieron

diferencias significativas con respecto al creci-
miento en el medio de ASG.

144

6) Recuperacion de las cepas de F. pedrosoi, W.
dermatitidis y sus albinas en tierras estériles y no
estériles.

Bajo las condiciones de trabajo expuestas
anteriormente, las cepas albinas solamente fueron
recuperadas de tierra estéril mientras que las cepas
pigmentadas lo fueron de tierra estéril y no estéril
hasta la dilucion 1/128 ensayada.

DISCUSION Y CONCLUSIONES,

En un trabajo anterior (10) se sometid a la
accion del acido clorhidrico y citrico a pH = L5
una cepa de F. pedrosoi (CMUR 263/74) y una de
W. dermatitidis (CMUR 104/81) productoras de




Morfogénesis de Hongos Dematiaceos V: - L. L. Ramos y A. L. Borghi

cromoblastomicosis y faechifomicosis obteniéndose
sus correspondientes mutantes albinas y que a
través de sucesivos subcultivos nunca revirtieron a
sus formas originales. En dicho trabajo también se
analiz6 la macro y micromorfologia de estas cepas
albinas comparadas con sus respectivas cepas
patrones y la patogenicidad en ratones.

Las prucbas bioquimicas mostraron diferen-
cias entre la cepa albina y su correspondiente
pigmentada ya sea en la utilizaci6n de sustancias
carbonadas, nitrogenadas y en la fermentacion de
hidratos de carbono para W. dermatitidis. Con res-
pecto a F. pedrosoi no s¢ encontraron diferencias
con su cepa albina en cuanto a la capacidad de uti-
lizacién de sustancias carbonadas y nitrogenadas

El test de Trichophyton Agar (Difco) se utili-
z6 para caracterizar la capacidad metabolica de las
cepas estudiadas encontrandose que las cepas albi-
nas utilizaron con més eficacia vitaminas y ami-
noédcidos esenciales para su desarrollo que las
cepas testigo. En cambio, la cepa albina de F.
pedrosoi tuvo menor capacidad para utilizar
NH NO,.

Las pruebas de susceptibilidad a los tres
antifiingicos empleados demostraron que para W.
dermatitidis testigo ninguno de ellos produjo
efecto en cambio su albina fue inhibida por
Anfotericina B.

Con respecto a F. pedrosoi: Anforericina B,
inhibi6 la cepa testigo y su albina, 5-FC no produjo
inhibicién y Ketoconazol inhibié solamente a la
cepa testigo.

La presumible distribucién de la melanina en
las paredes de los conidios fue revelada por estu-
dios con microscopfa electrénica (5). De acuerdo
con nuestras obscrvaciones podemos inferir que la
accién de los 4cidos citrico y clorhidrico a pH muy
4cidos actGian a nivel de la capa B, fundamental-
mente en la regién B2 donde se produce la melani-
zacién y por consiguiente una de las causas de la
aparicion de las mutantes albinas podria deberse a
dicha accién.

La acci6n de la luz ultravioleta sobre la parte
visible del espectro (380 - 720 nm) tiene relati-
vamente poco efecto sobre el crecimiento vegeta-
tivo de los hongos, sin embargo puede tener accio-
nes significativas sobre la esporulacién. Estas
pueden ser mucho més pronunciadas sobre el cre-
cimiento vegetativo, cuando son producidas por la
radiaci6n ultravioleta en la regi6én de 200-300 um,
causando mutaciones y daiio letal al DNA. Se for-
man uniones covalentes entre nucle6tidos de piri-
midina adyacentes dando dimeros de timina y cito-
sina, los cuales inhiben la sintesis de DNA normal,
Si las células son subsecuentemente cxpuestas a las
radiaciones entre 360 y 420 nm, muchos de los da-
fios inducidos por la luz ultravioleta son revertidos
debido a que la actividad de enzimas especificas
pueden descomponer los dimeros formados in situ.
La melanizacién confiere un alto grado de protec-
cién contra el dafio producido por la luz ultra-
violeta sobre el protoplasma (4). Esta situacion se
comprobd con las cepas testigo de ambos hongos,
los cuales no sufrieron dafio después de la
exposici6n a la radiacién ultravioleta.

Sus correspondientes albinas tampoco lo
sufrieron, probablemente debido a los mismos
mecanismos reparadores seiialados anteriormente.

Los microorganismos inoculados en suelos
estériles se desarrollaron ripidamente obte-
niéndose poblaciones de gran tamaiio, inoculacio-
nes similares en suelos no estériles derivan en un
pobre desarrollo y frecuentemente las especies
introducidas son eliminados en un periodo de dias
o semanas. La diferencia es enteramente el
resultado de interacciones bioldgicas de naturaleza
injuriosa (1) (2) (8). Las cepas testigo fueron
recuperadas tanto de tierra estéril como de no
estéril, mientras que las mutantes albinas solo de
las tierras estériles, lo que indic6 que estas cepas
no resisten las condiciones de competencia del
ambiente.
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Foto N¢ 1: F. pedrosei por 150.000: se observa la pared celular rugosa con dos capas, una externa muy rugosa, densa; y una
interna gruesa, poco densa. Fote N2 2: F. pedrosoi albina por 100.000: se observa una tnica capa externa, densa en un filamento.

Foto N° 3: W. dermatitidis por 37.500: s¢ observa en la pared celular una capa externa regularmente densa, sugosa, y una capa
interna muy poco densa. Foto N°4: W. dermatitidis albina por 100.000: se observa la formacién de tres capas.
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