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EFECTO DE DIFERENTES FACTORES FISICOS Y NUTRICIONALES
SOBRE EL CRECIMIENTO DE DOS CEPAS DE CONIDIOBOLUS CORONATUS

por T. Mier, C. Toriello,
M. Casamitjana,
A M. Garcia-Maynez y
R. Lbopez-Martinez*

EFECT OF SOME PHYSICAL AND NUTRITIONAL FACTORS ON TWO
STRAINS OF CONIDIOBOLUS CORONATUS

SUMMARY

Two strains of Conidiobolus coronatus (Cost.) Tyrrel & Mac Leod (= Entomoph-
thora coronata (Cost.) Kevork.), one isolated from insects and another from a hu-
man case of rhinoentomophthoromycosis were sutided, regarding the effect of phy-
sical and nutritional factors (temperature, pH, nitrogen and carbon sources and vi-
tamins requirements) on their growth, to observe any differences or similarities
between them. For both strains, the best temperature for growth was 21° C., and
a pHrange from 5.0 to 8.0. All nitrogen and carbon sources studied were asimilated,
except nitrate and sacarose. Only one strain had vitamin requirements.

RESUMEN

Dos cepas de Conidiobolus coronatus (Cost.) Tyrrell & Mac Leod (= Entomoph-
thora coronata (Cost.) Kevork.) una aislada de insectos y otra de un caso humano de
rinoentomoftoromicosis, fueron estudiadas para observar los efectos de algunos
factores fisicos y nutricionales sobre su crecimiento (temperatura, pH, fuentes de
carbono, nitrogeno y requerimientos vitaminicos), y asi poder establecer algunas
diferencias y similitudes entre estas dos cepas. Para ambas, la mejor temperatura de
crecimiento fue de 219C, a un pH de 5.0 a 8.0. Todas las fuentes de nitrgeno y
carbono estudiadas fueron asimiladas excepto el nitrato y la sacarosa. Unicamente
una tuvo requerimientos vitaminicos.

* Departamento de Ecologia Humana, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténo-
ma de México, México 20, D. F.
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INTRODUCCION

Los hongos del orden Entomophthorales tienen gran importancia econémica de-
bido a su capacidad para parasitar insectos nocivos a la industria agropecuaria (Stein-
haus, 1967; Gustafsson, 1965, 1966; Miiller Kogler, 1967; MacLeod, 1963; Macleod
& Miiller-Kogler, 1970, 1973); por este motivo, se han venido realizando investigacio-
nes sobre las condiciones fisiolégicas para su aislamiento, cultivo y mantenimiento
en el laboratorio (Gustafsson, 1965; Smith, 1953;King, 1976;Latgé & Soper, 1977),
asi como estudios sobre las posibilidades de usar a estos hongos como instrumento
en el control biolégico de plagas (Gustafsson, 1969; Guzmin & Alcocer-Gémez,
1972; MacLeod, 1963; Latgé et al., 1978).

En México se han aislado Entomophthora delphacis y E. major (Latgé et al.
1980), y Conidiobolus coronatus (como Entomophthora coronata, por Guzmén y
Alcocer-Goémez, 1972) de diversas especies de insectos de los géneros Aenolamia y
Prosapia (“‘mosca pinta’), los cuales atacan a los pastizales de las regiones ganaderas,
por lo cual estos hongos podrian ser un potencial bioldgico importante para el con-
trol de estas plagas. Sin embargo, Conidiobolus coronatus, es capaz de producir la
rinoentomoftoromicosis, afeccion subcutinea cronica, poco frecuente, que afecta
al hombre (Martinson & Clark, 1976; Bras et al., 1965; Restrepo et al., 1967; Clark,
1967; Kamalam & Thambiah, 1978), a los equinos (Emmons & Bridges, 1961;
Johnston et al.. 1967;Restrepo et al., 1973) y a los simios (Roy & Cameron, 1972).

En el presente trabajo se estudian dos cepas de Conidiobolus coronatus, una ais-
lada de la mosca pinta (HMP) y otra de un caso humano de rinoentomoftoromicosis
(IP-951-72), para observar si existen diferencias o similitudes en cuanto a factores
fisicos y nutricionales sobre su crecimiento.

METODOLOGIA

Medios de cultivo. 1. Medio de Agar Papa Peptona (APP): Agar papa Difco adi-
cionado de 10 g/litro de Bacto-Peptona. 2. Medio (DEL): Dextrosa 15 g, extracto

+ _ de levadura (Difco) 10 g, agar 15 g, agua destilada 1000 ml. 3. Medio Minimo de

Davies (MM). K»3HP04 7 g KH;PO.Q 3 g N33C6H501, ZH';O 0.5 g MgSO.;.
'GH,O 0.1 g, (NH,4), lg, H,0 1000 ml. 4. Medio de Sabouraud para mantenimiento
e cepas.

Hongo. Conidiobolus coronatus, dos cepas, una (HMP) aislada de la mosca pinta
y proporcionada por el Depto. de Sanidad Vegetal de la SARH, y otra (IP-951-72)
aislada de un caso de rinoentomoftoromicosis humana y proporcionada gentilmente
por el Prof. F. Mariat, del Servicio de Micologia del Instituto Pasteur, de Paris.

Inéculo. 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 la caja de
Petri o tubo de ensayo con los medios correspondientes a cada experimento. Todos
los experimentos se hicieron por triplicado.

Factores fisicos y nutricionales. Se inoculé el hongo en el centro de las cajas de
Petri con Medio DEL, incubdndose durante 15 dias a 29°C. Para el experimento de
temperaturas se ensayaron las siguientes: 21, 26,29 y 37°C. Para el experimento
de pH se sustituy6 el agua del medio por regulador de fosfatos 0.066 M a pH de
5.0, 6.0, 6.5, 7.0y 8.0. Para las fuentes de nitrogeno (0.1 %) se sustituy6 el extracto
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de levadura del medio DEL por glicina (Merck), asparagina (Merck), oxalato de
amonio (Baker), extracto de levadura (Difco) y nitrato de sodio (Baker), asi como
controles sin fuente de nitrogeno. Para este experimento se utilizé regulador de fos-
fatos 0.066 M (KH,PO, 0.23%, Na,PO,, 12H,0 1.12%) en lugar de agua. Para las
fuentes de carbono (0.8%) se sustituyd la dextrosa del medio DEL por fructosa
(N.B.C.) maltosa (Difco), galactosa (Pharmaceutical Chemical), sacarosa (Difco),
glicerol (Merck) y dextrosa (Baker), asi como un control sin fuente de carbono.
Para valorar el crecimiento se midi6 el didmetro de la colonia cada 48 hrs. durante
15 dias.

Requerimientos vitaminicos. Se investigaron las siguientes vitaminas: biotina,
dcido pantoténico, inositol, tiamina, piridoxina, riboflavina, icido p-aminobenzoi-
coy 4cido folico, a una concentracion final de 1x 10-® en el medio (MM), poniendo
todas las vitaminas menos una en cada tubo; ademas de dos controles uno con y
otro sin todas las vitaminas. Las esporas se lavaron 5 veces con solucién salina esté-
ril, se sembraron en los tubos y fueron incubadas durante 15 dias a 29°C. La apre-
ciacion del crecimiento se hizo de la siguiente manera: Negativo (-), minimo (+),
moderado (++), bueno (+++) y abundante (++++).

RESULTADOS

Temperatura y pH. Durante los 8 primeros dias de incubacién ambas cepas mos-
traron un desarrollo progresivo y sin diferencias importantes. A los 10 dias, los
hongos estudiados obtuvieron el mejor crecimiento a 21° C (Fig. 1). La velocidad
de crecimiento para este y todos los demds experimentos fue mayor para la cepa
HMP aislada del insecto, habiéndose desarrollado abundantemente en todas las
temperaturas. Ambos hongos crecieron bien en un rango de pH de 5.0 a 8.0.

Fuentes de carbono. Todas las fuentes de carbono probadas fueron asimiladas,
excepto la sacarosa donde se observo un discreto desarrollo. Sin embargo, el mejor
crecimiento de ambas cepas fue con la dextrosa, fructosa y galactosa. Se observd
un discreto crecimiento en la caja control lo que fue atribuido al carbono presente
en el extracto de levadura utilizado como fuente de nitrégeno en este experimento
y a las reservas del inéculo (Figs. 2y 3).

Fuentes de nitrogeno. Las dos cepas estudiadas metabolizaron la glicina, aspara-
gina y extracto de levadura. El ion amonio también fue asimilado en el medio con
regulador de fosfatos (KH,PO,4 0.23%; Na,HPO,12 H,0 1.12%). Por el contrario
el nitrato no es metabolizado aun en presencia de regulador de fosfatos en el medio.
La mejor fuente de nitrégeno encontrada fue el extracto de levadura para ambas
cepas (Figs. 4 y5).

Requerimientos vitaminicos. Usando un medio minimo pobre, donde el creci-
miento es poco abundante, hubo una diferencia marcada entre los dos hongos es-
tudiados. La cepa aislada de un caso de rinoentomoftoromicosis humana no crecié
en el medio sin vitaminas, ni tampoco en los medios donde falt6 dcido pantoténico,
piridixona y dcido p-aminobenzoico. Por el contrario la cepa HMP, aislada del in-
'secto no tuvo requerimientos vitaminicos (Tabla 1).
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FIGURA 4
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TABLA 1. Requerimientos vitaminicos para el crecimiento en Conidiobolus
coronatrus

Sustancia Conidiobolus coronatus
faltant

ante HMP IP951 72
Biotina 1 o
Ac. Pantoténico e -
Inositol + —+
Tiamina ++ -+
Piridoxina ++ é
Riboflavina ++ -+
Ac. Para-amino Benzoico + -
Ac. Folico + -+
Control sin vitaminas ++
Control con todas las vitaminas ++ ++

DISCUSION

Uno de los parimetros usados en la diferenciaciéon de hongos patogenos y con-
taminantes, es que los primeros tienen una temperatura de desarrollo de hasta 37°C,
mientras que los segundos tienen un precario desarrollo a esta misma temperatura;
Conidiobolus coronatus ha sido considerado como patdgeno primario, sin embargo,
comparte muchas caracteristicas de hongo contaminante ya que la inmensa mayorfa
de estas cepas no son capaces de producir infecciones humanas. Por otra parte, como
se observé en este trabajo, ambas cepas tuvieron la temperatura 6ptima de desarro-
llo a los 21°C, habiendo crecido también a los 37°C.

Wolf (1951) demostrd que C. coronatus no metaboliza la sacarosa y Latgé
(1975) en un estudio sobre la nutricién carbonada de 6 especies de Entomophthora-
les mostré que solamente Basidiobolus ranarum era capaz de matabolizar la sacaro-
sa. El discreto desarrollo obtenido en este trabajo en las cepas estudiadas, tanto con
la sacarosa como en el control sin azicar, es debido seguramente al carbono presente
en el extracto de levadura, asi como a la utilizacién de las reservas del inéculo.

El nitrato no fue asimilado pero si la sal de amonio, lo que estd de acuerdo a tra-
bajos presentados por otros autores sobre los Entomophthorales (Ege, 1965, Gus-
tafsson 1966, Smith, 1953; Wolf, 1951). El gran nimero de especies estudiadas por
estos autores muestran que la no metabolizacion de los nitratos es caracteristica de
este grupo de hongos. Hasta la fecha no se habian registrado requerimientos vitami-
nicos para los Entomophthorales (Ege, 1965; Gustafsson, 1966; Wolf, 1951), sin
embargo, en este trabajo, la cepa IP-951-72 no creci6 en ausencia de dcido pantoté-
nico, piridoxina y dcido para-aminobenzoico.

Debido al origen tan distinto de las cepas estudiadas (humana y de insectos) se
esperaba encontrar mds diferencias en los parimetros estudiados, no obstante la mds
significativa fue en relacion a los requerimientos vitaminicos de la cepa humana, ya
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que las diferencias en cuanto a temperatura, pH y fuentes nutricionales fueron tan
poco notables que no se puede pensar en que las diferencias encontradas estén liga-
das a patogenicidad, resistencia al medio ambiente, calidad del sustrato, etc.

Tal vez estudios complementarios como determinaciones enzimdticas, composi-
¢idn quimica de la pared y caracterizacién antigénica, entre otros, fueran capaces
de establecer con mayor precision las diferencias buscadas.

Hace algunos afios se confiaba en que C. coronatus fuera un buen recurso como
insecticida biolégico (Guzmin y Alcocer-Gémez, 1972) y tratando de encontrar una
cepa libre de accién patogena para los mamiferos, se hicieron estudios de patogeni-
cidad en animales (Lopez Martinez et al., 1978, Fromentin, 1976) con hongos aislados
de insectos; a pesar de no haberse demostrado la accién patogena, se considerd que no
son aptos estos organismos para el control biologico, ya que el comportamiento fi-
siologico de cepas de humanos y de insectos es muy similar y por otra parte, este
hongo, a diferencia de otros ficomicetos oportunistas, es considerado como paté-
geno primario, no obstante el niimero tan reducido de casos humanos conocidos.
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