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SUMMARY

A study was made to obsarve the production of different enzymes
of two straing of Conidiobolus coronatus, one isolated from insects and
another from a human case of rhincentomophthoromycosis. Chitinase,
protease, hemolysine, deoxiribonuclease and lipase were studied, The
enzymes were present in both strains with the exception of chitinase
as there was no chitinolytic activity present in these strains. The velocity
of growth and diameter of the colony were alwayg greater from the
insect strain.

RESUMEN

82 hizo un estudio para observar la produccién de diferentes
enzimas de dos cepas de Conidiobolus coronatus, una aislada de in-
sectos y otra de un caso humanc de rinoentomoftoromicosis., Las
enzimag estudiadas fueron quitinasa, proteasa, hemolisina, desoxi-
rribonucleasa y lipasa; en ambas cepag se demostrd la presencia de
todas las enzimas, con excepciéon de la quitinasa ya que no se observé
ninguna actividad quitinolitica. La velocidad de crecimiento y e] dia-
metro de lg colonia fue siempre mayor en la cepa aislada de insectos
en comparaciéon con la cepa del caso humano.
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INTRODUCCION

Uno de los criteriog de diferenciacién entre los hongos contami-
nantes y hongos patégenos, se basa en ques éstos Gltimos tienen en-
zimag capaces de agredir los tejidos del huésped, tal eg el caso de
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum y log dermatofitos,
hqngos considerados como de alta patogenicidad para el hombre, segin
Rippon (1968), Rippon & Garber (1959), Renold et al. (1968) y Li
& Fleming (1967).

Ciertos hongos producen ocasionalmente micosis humanas y sin
embargo, son abunuvantes y ampliamente distribuidos en la natura-
leza, tal es el caso de Conidiobolus coronatus (Cost.) Tyrrel & MacLeod
cau@ant_e de la rincentomoftoromicosis humana, de simiog y Qi]lliﬂ()b:
segun Bras et al. (1965), Clark (1976), Restrepo et al. (1967, 1973)
y Roy & Cameroun (1972). Este hecho haria supcner que existen
clertas diferenciag enziméiticas entre las pocag cepas patégenas pro-
Eiuctoras de lag micosis y lag que se encuentran en la naturaleza. Otro
interés de estudio en C. coronatus es que por ser un hongo parasito de
insectos, se pens6 en la posibilidad de que fuera utilizado en el con-
tl-"ol bicldégico de plagas, con el consiguiente riesgo de producir infec-
ciones en &1 hombre y otros mamiferos.

Efp un intento por caracterizar mejor a dos cepas de C. coronatus.
una aislada de insectos: Guzman & Alcocer-Gémez (1972) y otra
de un caso humano de rinoentomoftoromicosis, hemos hecho previa-
mente estudios de patogenicidad experimental en animales (Lépez-
Martinez et al., 1978), asi como analisis de algunos factores fisicos
y nutricionales para el desarrollo de estas dos cepas (Mier et al.
1980), llegando g ila conclusién de que esta especie definitivamente no
podria ser utilizada en control biolégico.

'En el presente trabajo se aborda el estudio de las probables
enzimag ligadas a patogenicidad gque pudieran tener estas dos cepas
de C. coronatus.

METODOLOGIA

1.—MEDIOS DE CULTIVO

1) Determinacién de quitinasa: Medio sintético (MS); Citrato
diamoénico (C;H1yNoO7) 2.5 g, NaCl 1.0 £ KH,PO, 1.5 g, Mg SOy
7 H20 0.5 g, Na, COg 1.5 g. glicerol 25.0 ml. Ajustar a pH 6.5,
aforar 4 1000 ml con agua destilada. Anadir al MS guitina coloidal al
1.5% y extracto de levadura al 0.05%.

2) Determinacién de proteasa: Afadir al MS 1.5% de caseina.
La caseina debe incorporarse al medio lentamente disolviéndola com-
pletamente en un mortero con el MS. Verificar el pH, el cual debera
quedar entre 6.5 y 7.0, Agregar 1.5% de agar, esterilizar a 15 1bs.
de presion durante 25 minutos y wverter en cajas de Petri.
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3) Determinaciéon de hemolisina: Agar sangre bacteriolégico
(AS) (Difco).

4) Determinaciéon de lipasa: Medio de Agar-Tween (AT); peptona
10.0 g, CaCly 0.1 g, NaCl 5.0 g. Tween-20 10.0 ml, agar 15.0 g,

aforar a 1000 m] con agua destilada.

5) Determinacion de nucleasa (MN): Disolver verde de metil
al 0.5% en agua destilada, extraer seis a siete veces en un embudo
de separacién con volimenes iguales de cloroformo hasta que salga
incoloro, esterilizar por filtracion la solucién resultante y afiadir 1.0
ml de la misma a 100 ml de medio de agar nutritivo (DIFCO) fun-
dido y estéril conteniendo 0.03% de 4cido desoxirribonucleico (ADN),
altamente polimerizado y puro (SIGMA). Hsterilizar a 15 lbs, de pre-
sién durante 15 minutos. Agitar suavemente para distribuir el ADN
disuelto asi como el colorante. Verter el medio en cajas de Petri.
Estas quedaran de un color verde pdlido.

II.—HONGOS

Conidiobolus coronatus. Se usaron dos cepas, una proporcionada
por el Depto. de Control Biolégico de la Direccién de Sanidad Ve-
getal de la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos, México,
D. F. v 1la cual fue la usada por Guzmdan & Alcocer-Gémez (1972),
que fue aislada de la mosca pinta (HMP) y otra donada por el
Prof. F. Mariat, del Servicio de Micclogia del Instituto Pasteur de
Paris, aislada de un caso de rinoentomoftoromicosis humana (IP-
951-72). Estas cepas son las mismas que se citan en Mier et al. (1980).

III.—INOCULO

Con asa calibrada de 0.01 ml se tomaron las esporas obtenidas
en cultivo de 5 dias a 29°C en medio de Sabouraud y se colocaron
en el centro de las cajas de Petri.

IV.—DETERMINACION DE QUITINASA

Se sembraron las cepas en el medio MP y se incubaron a 28°C
para observar la aparicién de halo de proteolisis. Cepa testigo: Se-
rratia marcescens,

V.—DETERMINACION DE HEMOLISINA

Se sembraron las ezpas problemas en el medio de agar sangre
bacteriolégico y se incubaron a 37°C para observar la aparicion de
Ja zona de lisiz alrededor de lag colonias con actividad hemolitica.
Cepa testigo: Staphylococcus aureus.
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VI.—DETERMINACION DE LIPASA

Se sembraron tanto las cepas del hon i

. ] ] 2 go como la cepa testigo en
medios AT conteniendo como fuente de carbono Tween-20 ¥ se incu-
baronl a 28°C para observar la aparicién de un halo alrededor de las
coloniag productoras de lipasa. La cepa testigo utilizada fue Listeria
monocytogenes.

VIL.—DETERMINACION DE DESOXIRRIBONUCLEASA

Sq sembraron dos cepas de . coronatus conjuntamesnte con
Serratia marcescens como cepa testigo en el medio de cultivo (NS).
Se incubarcn a 28°C para observar la aparicién de un halo color de
rosa alrzdedor de las cepas productoras de las nucleasas sobre el fondo
verde del medio.

RESULTADOS Y COMENTARIOS

En la Tabla 1 se puede observar que todas las enzimas estudiadas
estuvieron presentes, con la excepcion de la quitinasa.

Q.u?tmasa: En ninguna de las dos cepas se demostrd la presencia
de qul-_tlna.sa. En trabajos previos (Gabriel, 1968) se ha demostrado
a través deo la' reaccién del acido peryédico de Schiff (P.A.S.) que este
hongo no actia sobre la quitina en el sitio de penetracién; probable-
mente la mv_asic‘m de C. coronatus a la cavidad de] insecto, se haga
por penetracién del micelio g través de los intersticios 0’ pliegues
anatémicos del mismo.

Proteasa: Se observé un pequefip halo de proteolisis en ambas
cepas. z_&l-gunog autores (Fromentin, 1976) sefialan que e] sistema de
regulacion de la produccién de proteasas se presenta en cultivos jOvenes
don'.de_hay una mayor produccion enzimdatica y cuando el cuitivo alcanza
su optimo desarrollo, éstas se reducen considerablemente. Otros autores
también sefialan que diversos hongos entomoftorales, particularmente
C. coronatus, tienen una importante actividad proteolitica. tales como
Jonsson (1968), Dien (1950) y Matsushima (1958), lo hue esta de
acu-_e-rdo con los resultados del presente trabajo, ya que ambas cepas
tuvieron una actividad proteolitica.

Lipasa: Tanto la cepa IP-951-T2 como la HMP tuvieron una
moderada actividad lipolitica. Aqui si parece existir una accién diges-
tiva de lipidos en el punto de penetraciéon del hongo en los insectos
como 1o demostré Gabriel (1968). '

Desoxirribonucleasa: Ambas cepas produjeron una cantidad, con-
siderable de esta enzima, la que por su accién sobre 4Acidos mucleicos
podrig catalogarse como factor de virulencia de interés, presente en
el hongo y que seria objeto de estudios posteriores.
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Hemolisina: Fue el tipo de enzima que se demostré con mayor
intensidad, lo cual es una evidencia del potencial de agresion de estos
hongos hacia diverseos sustratos.

Resumiendo, se puede observar que las Gnicas diferencias notables
en el comportamiento de ilas dos cepas en el presente trabajo, fue
en cuaanto a la velocidad y grado de crecimiento; ya que la cepa de
vida libre HMP, crecié en el mismo tiempo de incubacién y con todos
log substratos empleados, aproximadamente § veces mas en su didme-
tro que la cepa patégena IP-951-72. En otro trabajo, Mier et al. (1980)
se observd gque esta misma cepa tuvo requerimientos vitaminicos, par-
ticularmente de la piridoxina, de] Acido P.-aminobenzoico y del aeido
pantoténico; en cambio la cepa HMP, no tiene requerimientos vita-
minicos para su crecimiento.

Por todo lo anterior se puede concluir que las dos cepas estu-
diadas mo exhibierom diferencias notables en cuanto a su comporta-
miento fisiologico en el laboratorio, sin embargo, las cepas de C.
coronatus de vida libre tienen una mayor adaptabilidad para desa-
rrollarse en diversidad de sustratos lo que les permite su gran dis-
tribucién geografica en la naturaleza.
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PRODUCCION DI DIFERENTES ENZIMAS EN DOS CEPAS DE
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HEMOLISINA
LIPASA
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