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DESCRIPCION DE UNA ESPECIE NUEVA
DE Hansenula Y UNA VARIEDAD NUEVA DE
Candida parapsilosis AISLADAS DEL P O ZOL

Teofilo Herrera,*
Miguel Ulloa * e
Irma Fuentes *

DE LA compleja y variada flora microbiana que se desarrolla espontineamente en
el pozol, masa de maiz fermentada que constituye un alimento fundamental
en el sureste de México, han sido aisladas y estudiadas diversas especies de
bacterias, levaduras y mohos, algunas de las cuales son potencialmente patd-
genas del hombre, aunque otras son saprobias y ofrecen perspectivas para ser
utilizadas industrialmente (Herrera y Ulloa, 1970, 1971, 1973; Taboada, He-
rrera y Ulloa, 1971; Ulloa y Herrera, 1971, 1972).

En el presente trabajo es descrita una especie nueva de Hansenula aislada en
1971 de una muestra de pozol de Tapachula, Chiapas, México; también es des-
crita una nueva variedad de Candida parapstlosis aislada en 1972 de pozol de
Tuxtla Gutiérrez Chiapas.

La especie nueva fue aislada de un cultivo de pozol en caldo lactosado, incuba-
do a 37°C, y la variedad nueva fue aislada de un cultivo de pozol en medio de
atole de maiz (suspension de harina de maiz marca Minsa al 209,). El caldo lac-
tosado fue utilizado para aislar enterobacterias, no levaduras, de manera que
haber encontrado una nueva especie de levaduras con dicho medio fue un acci-
dente afortunado. Los medios de cultivo a que fueron transferidas ambas le-
vaduras para realizar su estudio fueron Difco, con excepcién de los trozos de
zanahoria, pepino y gis, y los medios de Fowell (acetato de sodio 0.5 g, agar 2.0
g, agua destilada 100ml), de Gorodkowa (glucosa 0.1 g, peptona 1.0 g, cloruro
de sodio 0.5 g, agar 2.0 g, agua destilada 100 ml) y de gis agar (glucosa 5.0 g,
agar 2.0 g, extracto de levadura 0.5 g, carbonato de calcio 0.5 g, agua destila-
da 100 ml).

Las pruebas de fermentaciéon de compuestos carbonados fueron hechas segiin
el método de Wickerham (in Lodder, 1970) y las de asimilacién de compuestos
carbonados y nitrogenados con el método auxonogrifico (Lodder y Kreger - Van
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Rij, 1952). La incubacién de los cultivos se hizo a 25°C, excepto en los casos
indicados.

Los autores agradecen al biologo Roberto Velasco por haber facilitado la mues-
tra de pozol procedente de Tapachula, Chis., asi como al Dr. Miguel J. Yaka-
mén y sefior Francisco Ruiz del Instituto de Fisica de la UNAM, por haber
tomado las fotomicrografias electronicas de las ascosporas de H. pozolis presen-
tada en este trabajo.

Hansenula pozolis Herrera, Ulloa y Fuentes, sp. nov.

Species homothallica. In agare cum decoctione maltosa coloniae orbiculata,
albidae, mucilaginosae, suave, seminitidae, convexae; margines leves vel undula-
ta. Mycelium verum carens, pseudomycelium praesens; cellulae fusiforme, cy-
lindricae, ellipsoidae, ovatae vel subglobosae, 1 - 3.3 x 2.2 - 5.5 p; asci tetras-
porae, solitarii vel cantenata, 1.1 - 2.5 X 10 - 20 y; ascosporae lLiemisphaericae
vel lunatae, 2.2 % 3.5 - 5.5 ;. Pellicula non fit. Fermentatur glucosum, galacto-
sum, fructosum, sucrosum, lactosum, et raffinosum. Non fermentatur I.-sorbo-
sum, maltosum, melibiosum, cellobiosum, D--xylosum, D-arabinosum, L-arabino-
sum, L-rhamnosum, D-trehalosum, melezitosum, et inulinum. Assimilantur ni-
tras, glucosum, galactosum, f{ructosum, sucrosum, maltosum, cellobiosum, lac-
tosum, raffinosum, inulinum, D-xylosum, L-arabinosum, D-ribosum, ethanolum,
glycerolum, ribitolum, D-mannitolum, D-glucitolum, acidum DL-lacticum, aci-
dum succinicum, acidum citricum, et salicinum. Non assimilantur L-sorbosum,
trehalosum, melibiosum, melezitosum, amylum, D-arabinosum, I.-rhamnosum,
erithritolum, galactitolum, a-methyl - D-glucosidum, dextrinum, aesculinum, et
ingsitol. Fiunt esteri. In medium sine vitaminae augmentum carens. Ut crescat,
opus est biotino et acidum nicotinicum.

Hab. Isolatus de fermentacia massa maydis, vel “pozol”, ex Tapachula, Chia-
pas, México. Typus: L-1 MEXU, depositus in Lab. de Micologia, Dept. de Bota-
nica, Instituto de Biologia, UNAM, México 20, D. F. México, et in collectione
culturarum, Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Ill.,, USA, NRRL
Y-7571.

Crecimienlo en extracto de malta agar: Después de 3 dias, las colonias son vi-
gorosas, blancas, cremosas, semibrillantes, circulares, de bordes enteros o algo
ondulados, de consistencia algo mucilaginosa, convexas, con la superficie lige-
ramente irregular y pequeiias estriaciones radiales (Fig. 2A). Las c¢lulas son de
muy variada forma y tamaio; algunas son elipticas o elipsoidales, de 1.5 a
3 X 2 a 6 p; otras son fusitormes o cilindricas, de 1.1 a 1.5 X 3 a 6 y; y otras,
que forman parte del pseudomicelio, de 1.1 a 2.5 X 10 a 20 o mds p. Las células
aisladas se reproducen asexualmente por gemacién, formando, la mayoria, un
brote polar o subpolar; otras células geman en ambos polos o en la periferia
(Fig. 1A, B).

Crecimiento en extracto de malta liqguido: Hay muy buen crecimiento, se
forma un anillo pero no pelicula y hay sedimento. Las células son de forma y
tamaiio semcjantes a las cultivadas en el medio anterior.
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Placa de Dalmau en agar para morfologia de levaduras: Colonia con caracte-
risticas semejantes en extracto de malta agar. Pseudomicelio bien desarrollado
en condiciones anaerdbicas o microaerofilicas (Fig. 1A).

Esporulacién: Abundante después de 3 dias en extracto de malta agar, medios
de Fowell y de Gorodkowa, y trozos de zanahoria o pepino. Las ascas son de
variada forma y tamarfo; se desarrollan de cualquier tipo de célula, ya sea ais-
lada o que forme parte del pseudomicelio (Fig. 1C y 2B); las ascas elipsoidales
miden 3.5 X 6.6 y, las globosas de 5 a 8 y y las cilindricas 2 x 10 a 15 p. Las
ascosporas, de 2 a 4 por asca, son hemisféricas, en forma de sombrero o, la ma-
yoria, en forma de creciente lunar, de 1.1 a 2.2 % 3.3 a 5.5 yu; otras de 4.4 X
55 o de 5.5 x 6.6 u (Figs. 1C, 2B-E).

Fermentacién -, produccién de dcido y gas; A, dcido; —, ambos productos
ausentes):

Glucosa Maltosa —
Galactosa - Lactosa -
Sucrosa - Rafinosa 4 1/3
Celobiosa — Melezitosa —
Melibiosa — Trehalosa —
Inulina A

Asimilacion:
Glucosa - D-Xilosa -
Galactosa - D-Arabinosa —
L-Sorbosa — L-Arabinosa -
Fructosa - D-Ribosa - (débil)
Sucrosa - I-Ramnosa —
Maltosa - Ltanol
Celobiosa - Glicerol
Trehalosa — Eritritol —
Lactosa -} Ribitol -
Melibiosa — Galactitol —
Rafinosa - D-Manitol -
Melezitosa — D-Glucitol -
Inulina 4 a-Metil-D-Glucésido —

Almidén soluble —
Acido succinico -
Inositol —
Esculina —

Salicina -
DL-Acido lactico 4-
Acido citrico
Dextrina —

Asimilacion de nitrato de potasio: Positiva.

Crecimiento en medio libre de vitaminas: Negativo. La biotina y el 4cido ni-
cotinico estimulan el crecimiento.

Crecimiento en base nitrogenada para levaduras mds 109, de cloruro de
sodio y 59, de glucosa: Positivo.
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Fic. 1. Hansenula pozolis. A, pseudomicelio en placa de Dalmau. B, células en extracto de
malta agar. C, ascas aisladas o formando parte del pscudomicelio, con ascosporas hemisféricas
o ¢n forma de media luna, cn extracto de malia agar.
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Fic. 2. Hansenula pozolis. A, colonias en cxtracto de malta agar. B, pscudomicelio con ascas
y ascosporas, 1250 x C, ascosporas, 2000 x. D, fotomicrografia clectrénica de barrida de una asca
con ascosporas, 2500 x. E, fotomicrografia electrénica de barrida de dos ascosporas, 10,000 x
(las lineas paralelas ondulantes son artefactos de la técnica de microscopia). Fotos. A-C, T.
Herrera y M. Ulloa; Fotos. D-E Miguel J. Yakamidn y Francisco Ruiz.



22 Bol. Soc. Mex, Mic. 7, dic. 1973

Crecimiento a 37°C: Positivo.

Produccion de ésteres: Positiva; fuerte olor a esencia de plitano.

Desdoblamiento de grasas en Gorodkowa agar mds 0.19, de carbonato de cal
cio y 59, de sebo de res: Negativo.

Licuefaccion de la gelatina: Positiva, entre los 10 y 12 dias.

Candida parapsilosis var. tuxtlensis Herrera, Ulloa y Fuentes, var. nov.

Species sine ascosporae. In agare cum decoctione maltosa coloniae orbiculata,
albidae, suave, nitidae, convexae, aliquid plicata; pseudomycelium praesens,
cellulae ellipsoidae, subglobosae vel clavatae 2.5 a 4 X 2.5 a 15 p. Pellicula
non fit. Fiunt annulus. Glucosum fermentatur debilis. Fiunt acidus de gluco-
sum, galactosum, sucrosum et raffinosum. Non fermentatur galactosum, sucro-
sum, maltosum, cellobiosuni, trelhialosum, lactosum, melibiosum, raffinosum,
melezitosum, et inulinum. Assimilantur glucosum, galactosum, L-sorbosum, su-
crosum, maltosum, trehalosum, raffinosum, melezitosum, D-xylosum, L-arabino-
sum, ethanolum, glycerolum, ribitolum, D-mannitolum, D-glucitolum, a-methyl-
D-glucosidum, et acidum succinicum. Non assimilantur nitras, cellobiosum, lac-
tosum, melibiosum, inulinum, amylo, D-arabinosum, D-ribosum, L-rhamnosum,
erithritolum, galactitolum, salicinum, acidum DL-lacticum, acidum citricum, et
inositolum. Ut crescat, opus est biotino, thiamino, acidum nicotinicum, et calcium
pantothenatum.

Hab. Isolatus de fermentacia massa maydis, vel “pozol”, ex Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas, México, Typus: L-2 MEXU, depositus in Lab. de Micologia, Dept. de
Botdnica, Instituto de Biologia, UNAM, México 20, D. F. México, et in collec-
tione culturarum, Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Ill., USA,
NRRL Y-7572.

Crecimiento en extracto de malta agar: Después de 8 dias, las colonias son
vigorosas, blancas, cremosas, brillantes, .convexas, de bordes fimbriados con la
superficie lisa o con pequeiias protuberancias (Fig. 3A). Las células son de
forma y tamafio variables; algunas son esferoidales o elipticas, de 1.5 a 3 p, X
3.5 a 4.5 p, con un brote polar o subpolar, de 1.5 a 3.5 B, 0 con dos brotes; otras
células son alargadas o claviformes, de 1.5 a 2 4 X 8 a 10 o mas p (Fig. 3E).

Crecimiento en agar para morfologia de levaduras: Con caracteristicas seme-
jantes a’ las descritas para el medio anterior, excepto que la colonia gigante es
opaca y papilada en la superficie (Fig. 3B).

Crecimiento en extracto de malta liqguido: Buen desarrollo con turbidez, se-
dimento y anillo; sin pelicula. Las células son de tamafio y forma semejantes a
las cultivadas en el medio anterior.

Placa de Dalmau en agar para morfologia de levaduras: Colonia con caracte-
risticas semejantes a las desarrolladas en extracto de malta agar. Pseudomicelio
mejor desarrollado en condiciones microaerofilicas (Fig. 3C, D).

Esporulacién: Negativa en extracto de malta agar, medios de Fowell y de Go-
rodkowa, trozos de pepino, zanahoria y gis.

Fermentacidn (4, produccién de acido y gas; A, acido; —, ambos productes
ausentes):
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Glucosa + (formacién de gas

tardia) Maltosa —
Galactosa A Lactosa —
Sucrosa A Rafinosa A
Celobiosa — Melibiosa —
Inulina — Melezitosa —
Trehalosa —

Asimilacion:

Glucosa + D-Ribosa —
Galactosa + L-Ramnosa —
L-Sorbosa 4 (débil) Etanol +
Sucrosa -4 : Glicerol 4
Maltosa Eritritol —
Celobiosa — Ribitol 4
Trehalosa + Galactitol —
Lactosa — D-Manitol 4
Melibiosa — D-Glucitol -+
Rafinosa + a-Metil-D-Glucésido +
Melezitosa Salicina —
Inulina — DL-Acido lactico —
Almidon soluble — Acido succinico -+
D-Xilosa -+ Acido citrico —

L-Arabinosa -+ Inositol —

D-Arabinosa —

Asimilacion de nitrato de potasio: Negativa:

Asimilacion de nitrito de sodio: Negativa.

Crecimiento en medio libre de vitaminas: Positivo, débil; biotina, tiamina,
dcido nicotinico y pantotenato de calcio estimulan el crecimiento.

Crecimiento a 30°C: Positivo; a 36°C: Positivo.

Formacion de dcido en medio de gis agar: Positiva, débil.

Licuefaccion de la gelatina: Negativa.

Crecimiento en medio de 509, (peso/peso) glucosa y extracto de levadura agar:
Positivo.

Crecimiento en malta agar con 8 a 179, de cloruro de sodio: Positivo.

DISCUSION

Hansenula pozolis, si se compara con H. petersonii Wickerham, una de las
dos especies mids cercanas, tomando en consideracion el juego de caracteristicas
morfoldgicas y fisiolégicas indicado en una de las claves mds aceptadas del gé-
nero Hansenula (Lodder, 1970), presenta pseudomicelio (Fig. 1A), no micelio
verdadero, y ascosporas hemisféricas, en forma de sombrero o de creciente lu-
nar; esta ultima forma de ascosporas no estd descrita para la segunda especie
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FiG. 3. Candida parapsilosis var. tuxtlensis. A, colonias en extracto dc malta agar. B, colonia
gigante en agar para morfologia de levaduras. C y D, psecudomicelio en placa de Dalmau. E,
c¢lulas en extracto de malta agar.
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mencionada; ademds, las ascas de H. pozolis, pueden originarse de células aisla-
das o de las que estan encadenadas en el pseudomicelio (Fig. 1C).

Ambas especies fermentan glucosa, sucrosa y rafinosa 1/3, y no fermentan mal-
tosa; pero H. pozolis fermenta, ademds, galactosa y lactosa. Ambas especies asi-
milan glucosa, sucrosa, maltosa, celobiosa, rafinosa, inulina, xilosa, etanol, gli-
cerol, manitol, glucitol, salicina, dcido ldctico, 4cido succinico y dcido citrico;
pero no asimilan sorbosa, melibiosa, almidén soluble, D-arabinosa, eritritol, ga-
lactitol e inositol. H. pozolis asimila, ademds, galactosa, lactosa, L-arabinosa,
ribosa y ribitol; pero no asimila trehalosa, melezitosa, ramnosa y alfa metil
glucosido. Ambas especies asimilan nitratos, crecen a 37°C, producen ésteres y
no crecen en medio libre de vitaminas; pero H. pozolis crece en base nitrogenada
para levaduras mas 109, de cloruro de sodio y 59, de glucosa.

En el presente trabajo se considera nueva la especie descrita de Hansenula,
aislada del pozol, por tener 3 diferencias morfoldgicas y 13 fisioldgicas con res-
pecto a H. petersonii levadura que solo ha sido aislada de cadaveres humanos.

Candida parapsilosis var. tuxtlensis difiere de la variedad tipica de C. parapsi-
losis porque asimila la rafinosa. Es interesante anotar que esta ultima es paté-
gena facultativa del hombre y algunos animales y ha sido aislada de muy diver-
sas fuentes, entre ellas, ufas llumanas enfermas, piel de la cara, membranas
cerebrales, impétigo, endocarditis, blastomicosis interdigital, boca y garganta de
personas sanas y enfermas, heces fecales y contenidos estomacales de humanos
y de animales, ademds del pulque, bebida fermentada tipica de México (Sin-
chez Marroquin, 1955 a). Por el momento no se conoce el posible papel pato-
geno de C. parapsilosis var. tuxtlensis para el hombre, en particular para las
personas ue manejan y consumen el pozol; pero considerando que C. parapsi-
losis tiene un alto contenido proteico (Sinchez Marroquin, 1955 b; 1962), la
variedad nueva aqui descrita también podria tener un papel benéfico desde el
punto de vista nutricional.
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RESUMEN

Se hace la descripcion de una especie nueva del género Hansenula: H. po-
zolis Herrera, Ulloa et Fuentes, y de una variedad nueva de la especie Candida
parapsilosis: C. pavapsilosts var. tuxtlensis Herrveva, Uloa et Fuentes. Ambas lc-
vaduras fueron aisladas del “pozol”, masa de maiz fermentada que se utiliza
como un alimento bdsico en el sureste de México.

SUMMARY

It is described a new species of the genus Hansenula: H. pozolis Herrera, Ulloa
& Fuentes, and a new variety of the species Candida parapsilosis: C. parapsilo-
sis var. tuxtlensis Herrera, Ulloa & Fuentes. Both yeasts were isolated from *‘po-
zol”, fermented maize dough used as a basic food in southeastern Mexico.





