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RESUMEN

El desarrollo de dos cepas de Pycnoporus
cinnabarinus (Jacq. ex Fr) Karst, fue inhibido
durante 72 horas al agregar al medio de cultivo
clorpromacina, ketoconazol o cicloheximida
respectivamente. La cepa Pc58 fue inhibida por 33
ug/mi de clorpromacina y la cepa Pc470.6 por 40
ug/ml. Cicloheximida inhibié el crecimiento de la
cepa Pc58 a una concentracion de 3 ug/miy a la
cepa Pc470.6 a 5 ug/ml. El agente mds eficaz para
inhibir el crecimiento de estas cepas de P,
cinnabarinus fue el ketoconazol que actué a
concentraciones menores de 0.5 ug/ml en la cepa
Pc58y a 0.9 ug/mi en la cepa Pc470.6.

INTRODUCCION

Los basidiomicetes constituyen una clase
importante de hongos, algunos de los cuales
participan en procesos biodegradativos en la
naturaleza. Dentro de estos Gitimos hay un grupo
denominado hongos 'de ia “pudricién blanca”,
caracterizado por su capacidad de biodegradar
todos los principales componentes de la madera.
Hasta ahora, son considerados los degradadores
més cficientes de la lignina en la naturaleza.

En la actualidad no se tiene un conocimiento
basico de la genética de estos hongos, debido
principalmente a que son organismos con ciclos de

SUMMARY

{Antifungic action chlorpromacine, ketoconazole and
cycloheximide on fwo Pycnoporus cinnabarinus
(Jacq. ex Fr.) Karst. strains. |

The growth of P, cinnabarinus strains Pc58 and
Pc470.6, was inhibited during 72 hours by the
addition to the culture medium of chlorpromacine,
ketoconazole or cycloheximide respectively. For
clorpromacine the strain Pc58 is inhibited by 33
ug/ml and the strain Pc470.6 is inhibited by 40
ug/ml. Cycloheximide inhibits the growth at a
concentration of 3 ug/mi for Pc58 and 5 ug/mi for
the strain Pc470.6. The most powerful inhibitor of the
growth of these P, cinnabarinus strains is ketoco-
nazole which inhibits the growth of Pc58 at a
concentration at less than 0.5 ug/ml and 0.9 ug/ml
for Pc470.6 strain.

vida complejos y de dificil manipulacién. Sin
embargo, recientemente se  estin realizando
esfuerzos dirigidos a los aspectos genéticos del
proceso de biodegradacién de la lignina (Alic y col,
1989; Tien y col, 1984), en un claro reconocimiento
a la necesidad de determinar el nGmero, disposi-
cién e interaccién de los genes que controlan la
sintesis y funcionamiento de las enzimas que
participan en dichos procesos. Ademis, dada la
evidente necesidad de alcanzar un conocimiento
bisico de la genética .de estos hongos, se estd
comenzando a estudiar la organizacién genética de
algunos de elos (Alic y col, 1989, Boda y col. 1986).

En Chile cxigtcn zlgull;os hongos c?:: pudncxgn
blanca que son degradadores eficientes de residuos
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orgénicos en nuestro ecosistema. Uno de ellos es P.
cinnabarinus, el cual es comiin en bosques nativos
del sur de Chile. Se han aislado ejemplares de esta
especie en bosques de Nothofagus dombeyi Blume.
En el laboratorio, P. cinnabarinus muestra un
crecimiento rdpido y ademds posee capacidad de
fructificar y producir basidiosporas. Estas pro-
piedades lo convierten en un organismo adecuado
para estudiar su genética y extenderlo como mode-
lo para otros basidiomicetes nativos de nuestro
pais, principalmente.

Dentro de estos estudios esta la determinacién
de los niveles de sensibilidad de cepas nativas de P.
cinnabarinus a diferentes agentes antifngicos, lo
cual permitird en el futuro, realizar experimentos
tendientes a obtener mutantes resistentes a dichos
antibi6ticos que puedan ser utilizados como
marcadores genéticos.

MATERIALES Y METODOS
Cepas:

En este estudio se usd las cepas Pc58 y Pcd’70.6
de P. cinnabarinus, que fueron aisladas a partir de
carpéforos colectados en bosques de N. dombeyi de
Chile austral. Ambas cepas estdn ingresadas a la
colecciéon de hongos del laboratorio de Genética de
la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.
Condiciones de cultivo: Las cepas de P. cinnabari-
nus fueron cultivadas a 302 C. en medio PC que ba-
sicamente consiste de medio Vogel (Vogel, 1956),
que ha sido modificado bajando la concentracién
de nitr6geno a 1/3 de la composicién estandard y
suplementado con 0.2% extracto de malia, 0. 1%
extracto de levadura, 10mg/ml de tiamina, 0. 4%
de glucosa (Cifuentes y col, 1990). Cuando fue
necesario, €l medio se solidificd agregéndole agar
al 2%.

Para obtener esporas, las cepas PcS8 y Pc470.6
fueron sembradas en placas Petri con medio PC
solido e incubadas durante 8 dias a 30¢ C. Para
recolectar las esporas se afiadié 5ml de agua desti-
lada estéril a la superficie del cultivo y luego se las
resuspendié utilizando un rastrillo de vidrio. Los
restos de micelio fueron removidos pasando la sus-
pensién de esporas por un filtro de tres capas de
gasa- estéril. Postefiormente las esporas fueron
observadas al microscopio 6ptico y contadas utili-
zando una cdmara de Neusbauer.

Experimentos de inhibicién del crecimiento:
Los estudios de inhibicién del crecimiento con
antibi6ticos fueron realizados en matraces
Erlenmayer de 250 ml con 100 ml de medio PC. A
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los matraces con medio, se les agreg6 los formacos -
respectivos (cicloheximida o ketoconazol o clorpro-
macina) y fuerpn inoculados con 1 ml de una sus-
pensién de 10° unidades formadoras de colonias
(UFC) /ml de agua, para dejar a una concentra-
ci6n final de 10 UFC/ml de medio de cultivo.

Los matraces inoculados fueron incubados a 302
C. durante 48 a 72 horas (Lazo 1988),

La determinacién de crecimiento se realizod
mediante inspeccién ocular y en algunos casos
mediante determinacioén de peso seco. Para ello, el
micelio fue colectado por filtracién a través de
papel Whatman N¢ 1 y luego secado a 65 C.
durante 18 a 24 horas en horno Pasteur.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los resultados de los estu-
dios de inhibicién de crecimiento de las cepas PcS8
y Pcd470.6 de P. cinnabarinus cuando crecen en
presencia de clorpromacina. Como se puede obser-
var, en amnas cepas hay UIT CTaro erecto MMMDIoITo
del crecimiento a concentraciones que estdn en el
rango de 30 a 40 ug de clorpromacina por ml de
cultivo. Las determinaciones del crecimiento  se
realizaron a las 48 y 72 horas de incubacién del
hongo en ¢l medio de cultivo. La cuantificacién del
peso seco se realizé con cultivos de 72 horas de
incubacién a 30 C en medio con el antibi6tico.

La Tabla 2, muestra los resultados de los estu-
dios de la inhibicién del crecimiento de las cepas
Pc58 y Pc470.6 cuando se cultivan en un medio con
ketoconazol. La cepa Pc58 es incapaz de desarro-
llarse a una concentracién mayor o igual a 0.5
ug/ml de ketoconazol. La cepa Pcd470.6 mostrd ser
algo mas resistente a este antibi6tico, siendo su
concentracién inhibiforia de 0.9 ug/ml. En esta
filtima cepa una concentracién de ketoconazol de
0.5 ug/ml provoca una disminucién del crecimien-
to, llegando este a solo el 71% del control
(crecimiento de la misma cepa en ausencia del
farmaco) y a 0.8 ug/ml solo se logra un 17% de
crecimiento, esto es, hay una inhibicién de
aproximadamente 5.7 veces en relacion al control.

La Tabla 3 muestra el efecto de cicloheximida
en el crecimiento de las cepas en estudio. Se puede
observar que el desarrollo de la cepa Pc58 es
inhibida por una concentracién de 3 ug/ml y el de
la cepa Pc470.6 por una concentracién de Sug/ml
de cicloheximida. En ambos casos las determina-
ciones definitivas fueron realizadas en cultivos de
72 horas de incubacioén a 302 C. en medio liquido.
Finalmente, la Tabla 4 muestra un cuadro resumen
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del efecto de cada uno de los férmacos en las cepas
en estudio. La comparacién de los resultados en
términos globales nos indica que en todos los casos,
la cepa Pcd470.6 es ligeramente mas resistente a los

antibiticos utilizados. Sin embargo, en todos ellos,
las concentraciones inhibitorias caen en el mismo
orden de magnitud.

Tabla 1.

Inhibicién del crecimiento de P. cinnabarinus por clorpromacina.

A. Cepa Pc58
Concentraci6n Horas de Peso seco Porcentaje Inhibicién
ug/ml crecimiento miligramos veces
48

0 +++ +4 4 30.6 100 1.0
5 ++ 4+ +++ 298 97.4 1.0
10 ++ ++ 203 66.3 1.5
15 + + 13.7 4.8 22
20 + + 129 422 24
26 + + 12.7 41.5 24
28 +/- +/- nd -- -
30 +/- +/- nd - -
33 - +/- 1.7 5.6 18.0

B. cepa Pcd70.6

Concentraci6n Horas de Peso seco Porcentaje Inhibici6n
ug/ml crecimiento miligramos veces
48 72

0 +++ +++ 25.1 100 1.0
10 ++ + 4 173 68.9 14
30 + ++ 174 69.0 14
33 +/- + 10.1 402 2.5
36 L o+/- + 96 382 26
40 - - nd - -

+ = Crecimiento, + /- = poco crecimiento, - = no crece.

nd = no se puede cuantificar.

Peso seco fue determinado a las 72 horas de cultivo.

45




Accién antifingica de clorpromacina, ketoconazol y cicloheximida V. Cifuentes y W. Lazo

Tabla 2.
Inhibicién del crecimiento de P. cinnabarinus por ketoconazol.

A, Cepa P38

Concentracion Horas de Peso seco Porcentaje Inhibicién
ug/ml crecimiento - miligramos veces
0 ++ ++ 4+ 29.4 100 1.0
0.5 - - ¢ -- --
1.0 - - 0 - “-
540 - - 0 - --
L
B. cepa Pc470.6
Concentracién Horas de Peso seco Porcentaje Inhibicion .
ug/ml crecimiento miligramos veces
48 72 _
0 ++ 4+ ++ + 19.9 100 1.0
02 ++ + 44 18.1 90.9 11
85 - + ++ 143 71.8 14
0.8 + /- + 35 176 5.7
1.0 - - 0 - -
5.0 - - - - -
+ = Crecimiento, + /- = poco crecimiento, - = no crece. nd= no se puede cuantificar.

Peso seco fue determinado a las 72 horas de cultivo.

Tabla 3.
Inhibicién del crecimiento de P, cinnabarinus por cicloheximida.
A. Cepa PcS8
Concentracién Horas de Peso seco Porcentaje Inhibicién
ug/ml crecimiento miligramos . veces
48 72
0 ++ +4 4+ 29.4 100 1.0
0.5 + ++ 20.1 684 L5
1.0 +/- + 129 439 23
20 +/- + 73 248 4.0
4.0 - - 0 - -
5.0 - - 0 - -
B. cepa Pcd70.6
Concentracion Horas de Peso seco Porcentaje Inhibicién
ug/ml crecimiento miligramos veces
48 72
0 ++ +4++ 374 100 1.0
1.0 + + o+ 209 359 1.8
.20 + /. + 16.3 436 23
3.0 + /- + 15.2 40.6 2.5
4.0 - +/- 20 53 18.7
5.0 - - o - <o
16.0 - - - - -
+ = Crecimiento, + /- = poco crecimiento, - = no c¢rece. nd = no se puede cuantificar.

Peso seco fue determinado a las 72 horas de cultivo.
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Tabla 4.

Cuadro comparativo de las concentraciones
inhibitorias del crecimiento de las cepas Pc58 y

Pcd60.6 de P. cionabarinus a los firmacos
clorpromacina, ketoconazol y cicloheximida.
Cepas
Férmaco Pc38 Pcd70.6
Clorpromacina 33 ug/ml 40 ug/ml
Ketoconazol < 0.5 ug/ml 0.9 ug/mi
Cicloheximida 3.0 ug/ml 5.0 ug/ml

Los valores indican la concentracién del antibibtico
que inhibe totalmente el crecimiento de P.
cinnabarinus hasta las 72 horas de incubaci6n.

CONCLUSIONES.

Los resultados que se muestran en el presente
estudio, corresponden a experimentos que han
permitido determinar los niveles de sensibilidad a
antibiéticos de dos cepas de P. cinnabarinus.
Su resumen se muecstra en la Tabla 4. Para
clorpromacina, la cepa Pc58 es sensible a una
concentraciéon de 33 ug/ml y la cepa Pcd470.6 es

sensible a 40 ug/ml Cicloheximida inhibe el
desarrollo de P, cinnabarinus a una concentracién
de 3 ug/ml para la cepa Pc58 y a 5 ug/ml para la
cepa Pcd70.6. De nuestros resultados se deduce
que el agente mis eficiente para mhibir e
crecimiento de P. cinnabarinus es ketoconazol, el
cual acta a concentracioncs menores de 0.5 ug/mi
en la cepa Pc58 y a concentraciones del orden de
0.9 ug/ml en la cepa Pc470.6. Cabe destacar que en
ambas cepas, los efectos de estos antimicoticos
caen deniro del mismo rango de concentraciones
respectivamente. Sin embargo, es claro que la cepa
Pc470.6 es mas resistente que la cepa Pc58 a los
tres fArmacos examinados. Se debe sedalar, que
estas cepas se han originado de aislados distintos
del mismo carpéforo. Respecto a ello, en el micelio
de la cepa Pc58 se comprueba la presencia de
fibulas lo que nos indica que se trata de una cepa
dicarionte. La cepa Pcd470.6 es una cepa haploide
que corresponde a un cultivo monospbrico que se
origina a partir de una basidiospora aislada
proveniente de la cepa 470. Esta Gltima, es otro
aislado diferente de Pycnoporus, proveniente del
mismo carpéforo del que se origind la cepa Pc58.

Estos estudios entregan informacién que serd
utilizada junto con otros resultados obtenidos en
nuestro laboratorio para conocer la organizacién
genética de P. cinpabarinus y adentrarse en el
estudio de la genética de basidiomicetes.
Posteriormente estos datos serdn de utilidad en el
an4lisis genético de P. cinnabarinus, donde los
niveles de sensibilidad a estos antimicOticos serin
utilizados como marcadores selectivos para
completar la caracterizacion genética de este
hongo.
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