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Resumen. Se realizaron estudios morfologicos de las siguientes
especies de hongos: Aspergillus flavus, Microsporum canis, Epidermophyton
Sfloccosum, Curvularia lunata, Cladosporium carrionii, Nattrassia mangifera
(Edo. Scytalidium}, Sporothrix schenckii y Rhizopus oligosporus,

_ pertenecientes a las familias Mucedinaceae, Dematiaceae y Mucoraceae, en
un medio preparado con el exudado gomoso de Laguncularia racemosa
(mangle blanco). Este polimero nativo estd constituide por galactosa,
arabinosa, ramnosa, acidos urfnicos y proteinas y presenta como
micronutrientes nitrégeno, calcio y magnesio. La btisqueda de un medio de
cultivo econdmico fue el criterio para la evaluacién de un medio preparado
con exudado gomoso (4%) y agar (1,5%). Los resultados obtenidos
demostraron que el exudado gomoso agar (EGA) permite la identificacion
adecuada de las especies estudiadas y puede ser sustituto del medio
Sabouraud, ya que la preparacion del mismo se basa en un producto natural
nativo, de facil obtencion y econémico.
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INTRODUCCION

Los medios de cultivo son fun-
damentales para el estudio de los
hongos vy se han reportado diversos
substratos (1, 2, 11, 13, 20, 24}. El
medio de Sabouraud es arnpliamen-
te usado, sin embargo, se ha obser-
vado en dicho medio ciertas caracte-
risticas no favorables para algunos
hongos dermatofitos como la pérdi-
du del aspecto macroscopico tipico y
la capacidad de esporular {8).

Los exudados gomosos son so-
lubles en agua y sus soluciones ge-
neralmente viscosas. Estos polime-
ros complejos, hidrocoloides, estan
constituidos por galactosa, manosa,
arabinosa, xilosa, ramnosa y acidos
urénicos. Estos acidos urédnicos es-
tan parcialmente neutralizados por
cationes tales como calcio, magne-
sio, potasio, sodio, etc. Por otra parte
se ha demostrado la presencia de
nitrégeno, el cual puede formar pép-
tidos o proteinas en la estructura
(6,7).

Los exudados gomosos se pre-
sentan como una alternativa viable
para la obtencién de nuevos medios
de cultivo, en funcién de sus propie-
dades fisicas y de la estructura qui-
mica de estos polimeros. La exist-
encia de especies nativas producto-
ras de exudados gomosos en el pais,
el conocimiento de sus propiedades
fisicas (16, 17, 21} y de la estructura
quimica (18, 19) de algunos de estos
exudados, facilitaria su uso racional
como substrato para cultivos "in vi-
tro” de hongos.

MATERIALES Y METODOS

1. ORIGEN DE LOS MATERIA-
LES: El exudado gomoso crudo de

Laguncularia racemosa (Mangle
blanco) se colecté en la regidon de
Puerto Caballo, Edo. Zulia. La pro-
cedencia de los reactivos y de las
cepas usadas en este estudio se es-
pecifican a continuacién: Bactopec-
tona, Dextrosa y Bactoagar de Labo-
ratorios Difco, Detroit, Michigan
U.S.A.; las cepas de coleccion: Nat-
trassia mangifera (Edo. Secytalidium)
C-UA, Rhizopus oligosporus C-UA
(Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Medicina,
Universidad de Antioquia, Colom-
bia). Aspergillus flavus CIB-R. Agui-
lar {Corporacién para Investigacio-
nes Biologicas, Medellin, Colombial,
Curvularia lunata Z-B-367. Micros-
porum canis Z-B-759 {Catedra de
Micologia, Escuela de Bioanalisis,
Universidad del Zulia, Venezuela},
Epidermophyton floccosum Z-HUM-
1057, Cladiosporium carrionii Z-
HUM-902 (Seccién de Micologia,
Hospital Universitario de Maracai-
bo, Venezuela) y Sporothrix schenckii
IMT-6110 {Secciéon de Micologia,
Instituto de Medicina Tropical, Uni-
versidad Central de Venezuela). Es-
tas cepas se desarrollaron previa-
mente en Sabouraud Dextrosa Agar
a 28°C por dos semanas.

2. METODOS: Preparacion de
los medios de cultivo. Se prepara-
ron soluciones acuosas del exudado
gomoso de L. racemosa en varias
concentraciones {1, 2 y 4%). La pre-
paracion de la solucién se favorecio
por agitacién mecéanica, se filtro y se
suplementd con peptona (1%;) o con
glucosa (4%} (Tabla I). Se ajusto el
PH (6,0-6,5) con NaOH 0, 1N; se adi-
ciond agar (1,5%) y se calenté en
bafio maria. El medio de Sabouraud
se prepard con glucosa (40g), pepto-
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TABLA I

COMPOSICION' DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN EL
ENSAYO PRELIMINAR A BASE DE EXUDADO GOMOSO DE L. Racemcsa.

Medios Exudado gomoso  Glucosa Peptona Agar
M1 10 - - 15
M2 10 - 10 15
M3 10 40 - 15
M4 20 - - 15
M5 20 - 10 15
M6 20 40 - 15
M7 40 - - 15
M8 40 - 10 15
M9 40 40 - 15
Sabouraud - 40 10 15
g/l
fue el medio seleccionado para los experimentos de identificacion de hon-
gos.
na (10g) en agua destilada caracteristicas macro y microscopi-

(1000mL}, ajustandose su pH entre
6,0y 6,5. Los medios se esterilizaron
a 15 libras de presion (118-121°C)
por 15 minutos.

Ensayo preliminar: Se inocu-
laron las cepas de N. mangifera (Edo.
Scytalidium) y M. canis en el centro
de placas de petri preparadas con
EGA; la composicion de los nueve
medios estudiados se especifica en
la Tabla . Las placas se incubaron a
28°C en oscuridad, se practicaron
observaciones macro y microscopi-
cas a los 3, 7y 14 dias. Se us6 como
referencia el medio SDA.

Experimentos de identifica-
¢ién: Se inocularon las cepas Rh
oligosporus, A. flavus, C. lunata, E.
Sfloccosum, Sp. schenckily CL carrio-
niien placas de petri preparadas con
EGA {4%) sin ningtn suplemento y
en SDA incubandose a 28°C y en
oscuridad por 3, 7, 14, 21 y 28 dias
(de acuerdo a la velocidad de creci-
miento del hongo). Se ohservaron las

cas de cada especie en estudio, éstas
ultimas mediante improntas con
cinta plastica transparente y en cul-
tivos en laminas (23) en EGA y SDA.
Se utilizd lactofenol claro o azul co-
mo liquido de montaje.

RESULTADOS

1. Ensayo preliminar: Los re-
sultados se observan en las Figuras
ly2.

Nattrassia mangifera (Edo.
Scytalidium) Spegazzini 1880 C-UA.
En todos los medios EGA utilizados:
desarrollo rapido, 9 ecm de creci-
miento a los 14 dias, micelio aéreo
moderado, lanoso, grisaceo, reverso
gris; microscoépicamente: micelio
septado bien desarrollado, no total-
mente pigmentado, artroconidias
subglobosas y cilindricas, uni-y bi-
celulares, hialinas y pardas. En Sa-
bouraud: similar a EGA, a excepcion
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Fig. 1. (A-B}): Ensayo preliminar. Natrassia mangifera (Edo. Scytalidium}. A: EGA, M3;
B: SDA. Se observa micelio pigmentado y artroconidias tipicas. Aumento
140X.
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Fig. 2. (A-B): Ensayo preliminar. Microsporum cannis. A: EGA, M3; B:
observan las tipicas macroconidias piriformes. Aumento 140X,

SDA, Se
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de mayor pigmentacion y micelio aé-
reo.

Microsporum canis Bodin 1902,
Z-B-759. En EGA: desarrollo mode-
rado, con un crecimiento mayor en
los medios suplementados con pep-
tona, micelio aéreo escaso, modera-
do a abundante, lanoso, colonia cre-
ma a amarillo palido, reverso sin
color a crema amarillento; microsco-
picamente: micelio septado, macro-
conidias fusiformes de 0-12 septos,
microconidias piriformes, hifas en
raqueta; en el medio con mayor con-
centraciéon de exudado {M7) no se
observaron microconidias y en el su-
plementado con glucosa (M9) nin-
gun tipo de conidias. En Saboraud:
desarrollo rapido, con un crecimien-
to de 8,5 cm de dm a los 14 dias;
micelio aéreo lanoso, amarillento

con periferia mas clara, reverso sin
color; microscéopicamente: micelio
septado, abundantes microconidias
fusiformes de 0-12 septos, microco-
nidias e hifas en raqueta.

1. Experimento de identifica-
cidén: Rhizopus oligosporus Saito, C-
UA. En EGA: desarrollo rapido, con
un crecimiento de 9,0 cm a los 14
dias, micelio aéreo escaso, algodono-
s0, grisaceo, reverso sin pigmenta-
cién; microscdpicamente: esporan-
gioforos solitarios o en grupos de 2 a
7, nacen de cortos rizoides, de pared
lisa, mide hasta 430 p de largo por
8,5 a 17 u de ancho, esporangios
globosos, miden de 42,7 a 99,7 pde
dm, columela globosa o subglobosa
con apéfisis; esporangiéforo de va-
riada forma, de pared lisa, hialinos,
en masa de color marrén, de 11 a

Fig. 3. Rhizopus oligosporus en EGA. 140X. Se observan esporangioforos surgiendo
de rizotdes cortos. columela globosa y esporangosporos.
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Fig. 4. Aspergillus flavus en EGA. 140X. Se observa conididforo hialino, largo, cabeza

aspergilar radial y conidias globosas

19 p por 56a66u vy de 55 a
8,8 i de dm (Fig. 3). En Sabouraud:
desarrollo rapido con un crecimiento
de 9.0 cm de dm a los 14 dias,
micelic aéreo moderado, algodono-
so, grisaceo, reverso marron oscuro;
microscopicamente: similar a EGA a
excepeién de mayor longitud de los
esporangiéforos (hasta 880 p de lar-
go} y de mayor diametro de los espo-
rangios (65 a 114 yJ.

Aspergillus flavus Link 1809,
CIB-R. Aguilar. En EGA: desarrollo
rapido, con un crecimiento de 9.0
cm de dm a los 14 dias, micelio aéreo
escaso a moderado, granuloso, ver-
de, reverso sin pigmentacion; mi-
croscopicamente: conidiéforos sep-
tados, hialinos, de pared finamente
rugosa, miden 1.790 u de largo por
3,3 a 5,5 p de ancho; cabeza asper-

gilar radial, amarillo verdosa, vesi-
cula globosa o subglobosa, de 8,8 a
38,5 u de dm, metulas de 7,7 a 11p,
fidlides en forma de botella, de 5,5 a
7,7 u por 3,0 a 4,4y, conidias globo-
sas o subglobosas, de pared fina-
mente rugosa, de color amarillo ver-
doso, de 3,3 a 4,4 y de dm (Fig. 4).
En Sabouraud: desarrollo rapido
con un crecimiento de 9,0 cm de dm
a los 14 dias, micelio aérec abun-
dante, granuloso, verde, reverso
amarillo limén; microscoépicamente:
similar a EGA a excepcién de mayor
longitud de los conididforos (hasta
2.700 u de largo).

Curvularia lunata {(Wakker)
Boedijn, Z-B-367. En EGA; desarro-
llo rapido con un crecimiento de 9,0
cm a los 14 dias, micelio aérec mo-
derado, algodonoso, gris oscuro, re-
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Fig. 5. Curvularia lunata en EGA. 140X. Se observa micelio pigmentado, conidioforos
septados, conidlas curvadas con htlum marcado y la tercera célula mas ancha
y mas oscura.

Fig. 6. Epidermophyton floccosum en EGA. 140X. Se observa micello delgado,
macroconidtas ovales y clavadas de 0-4 septos, hifas en espirales.
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verso gris; microscépicamente: mi-
celio septado, ramificado, subhiali-
no a marrén claro, de pared lisa,
septados, simples o ramificados, so-
litarios o en grupos, miden de 63 a
104 11 de largo por 3,3 a 4,4 de dm,
conidias en general curvadas, de
tres septos, la tercera célula mas
ancha y oscura, acropleurdgenas,
con hilum marcado, miden de 15,4
a 24 por 6,6 a 11u. (Fig. 5). En
Sabouraud: desarrollo rapido, con
un crecimiento de 9,9 cm de dm a
los 14 dias, micelio aéreo abundan-
te, aterciopelado, zonado, gris oscu-
10, TeVverso negro; microscoépicamen-
te: similar a EGA.
Epidermophyton floccosum
(Harz) Langeron et Milochevitch
1930, Z-HUM-1057. En EGA: desa-
rrollo lento, con un crecimiento de
2,5 cm de dm a los 21 dias, sumer-
gido, color amarillo kaki, micelio aé-
reo ausente, reverso amarillo claro;

x

microscopicamente: micelio septa-
do, hialino, conidiéforos cortos y lar-
gos, aislados y agrupados, macroco-
nidias ovales y clavadas con base
ancha y extremos redondeados, de
0-4 septos, pared delgada y lisa, mi-
den 6,6 a 41,8 por 3,3 a 5,5 p, cla-
midoconidias e hifas en espirales
(Fig. 6). En Sabouraud: desarrollo
moderado, con un crecimiento de
7.5 cm de dm a los 21 dias, micelio
aéreo aterciopelado, amarillo kaki a
blanco, reverso marrén; microscopi-
camente:; similar a EGA.

Sporothrix schenckii Hektoe et
Perkins 1900, IMT-6110. En EGA:
desarrollo lento, con un crecimiento
de 2.4 cm de dm a los 28 dias,
micelio aéreo ausente, colonia lige-
ramente plegada, marrén verdosa,
reverso marrén; microscépicamen-
te: micelio septado, delgado, hialino,
que porta conidi6foros septados,
hialinos, elongados, adelgazados

Fig. 7. Sporothrix schenckil en EGA. 280X. Se observa micelio delgado, conidioforos
elongados, simpodiales, conidias hialinas, globosas y ovales.
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hacia el apice, simpodiales, miden
de 7,7 a 385 p por 0,5 a 1.1 p,
conidias hialinas, globosas u ovales,
unicelulares, en la punta de conidi6-
foros o en las hifas sobre pediculos,
miden de 2,2 a 4,4 por 1.1 y. (Fig. 7).
En Sabouraud: desarrollo lento (2,4
cms a los 28 dias), micelio aéreo
aterciopelado, colonia ligeramente
plegada, color crema, reverso ma-
rréon claro; microscopicamente: si-
milar a EGA.

Cladosporium carrionii Trejos
1954, Z-HUM-902. En EGA: desa-
rrollo lento con crecimiento de 2,6
cm de dm a los 28 dias, micelio aéreo
aterciopelado, verde grisaceo, perife-
ria glabra, reverso gris; microscopi-
camente: micelio septado, subhiali-
110 a marro6n claro que porta conidié-
foros rectos o flexuosos, ramificados
o no, de color marrén claro, pared

lisay de 8,8 a 16,5 p de largo por 1,1
a 2,2 1 de dm; conidias ovales, en
cadenas acropetas ramificadas, de
pared lisa con hilum distintive, hia-
linas a marrén claro, unicelulares,
algunas con un septo. (Fig. 8). En
Sabouraud: desarrollo lento, con un
crecimiento de 3,5 cmde dm alos 28
dias, micelio aéreo aterciopelado,
gris oscuro, reverso negro, colonia
plegada; microscopicamente: simi-
lar a EGA.

DISCUSION

Los ensayos preliminares efec-
tuados con cepas de N, mangifera
(Edo. Scytalidium} y M. canis en los
diferentes medios con exudado go-
moso de L. racemosa (mangle blan-
co} y en Sabouraud como referencia,

Fig. 8. Cladosporium carrionil e EGA. 175X. Se observa micelio seplado, conidias
ovales en cadenas acropetas, con hilum distintivo.
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mostraron que este polimero permi-
te la formacion de las estructuras
morfolégicas microscopicas {vegeta-
tivas y de reproduccién) que identi-
fican estos hongos; sin embargo, en
el caso de M. canis la mayor, concen-
tracion del exudado gomoso (M7} re-
dujo la produccion de conidias y és-
tas se inhibieron en el medio suple-
mentado con glucosa (M9).

Esta comprobado que la abun-
dancia de glucosa en los substratos
producen la pérdida del aspecto ma-
croscopico y la capacidad de esporu-
iar en algunos hongos dermatofitos
(8). Las caracteristicas macroscépi-
cas de las colonias se evidenciaron
con menor intensidad (crecimiento,
micelio aéreo y pigmentacion) en los
medios con exudado gomoso, como
se reportdé para M. canis en agua de
coco (2). El aspecto macroscopico de
la cepa N. mangifera en los medios
con exudado gomoso fue compara-
ble al observado en SDA, a excepcion
de la menor pigmentacion y la dis-
minucién del micelio aéreo en M1,
M3, M4,

La identificacién de otras espe-
cies de hongos se realizé en un me-
dio constituido por exudado gomoso
(4%} y agar (1,5%). La busqueda de
un medio de cultivo econémico fue
el criterio para su seleccion.

Los experimentos de identifica-
cion con las cepas de las especies
estudiadas mostraron en EGA las
caracteristicas microscopicas (vege-
tativas y de reproducciénj tipicas de
cada especie, (Figs. 3-8); éstas fue-
ron comparables a las observadas en
SDA. El tipo de la pared de la conidia
(lisa a rugosa} de A. flavus, rasgo
importante para su identificacion
(12) se observé facilmente en el me-

dio EGA. El tamano y forma de las
conidias de los Hyphomycetos dema-
tinceos (4, 5) principal criterio para
su identificacién, fue evidenciado
inequivocamernte en EGA.

Las caracteristicas macroscé-
picas de las colonias fueron menos
definidas en EGA. Se observdé un
menor diametro de crecimiento en
forma general. El micelio aéreo y la
pigmentaciéon de las colonias se re-
dujeron o en algunos casos no se
observaron. E! escaso desarrollo de
la especie A. flavus en este substrato
podria atribuirse a una insuficiente
concentracién de zinc (3). La cepa de
Sp. schenckii mostré en EGA una
mayor pigmentaciéon que en SDA;
esta caracteristica ha sido reportada
en el medio Kaminski modificado
{25).

El exudado gomoso de L. race-
mosa, heteropolimero complejo en
presencia de agar resulté un subs-
trato adecuado para el cujtivo de los
hongos investigados. La capacidad
del microorganismo para utilizar los
monosacaridos presentes en el exu-
dado gomoso se relaciona intima-
mente con ¢l sistema enzimatico de
cada hongo.

La presencia de galactosa
{19%), arabinosa (339%]) como cons-
tituyentes del exudado gomoso po-
drian ser aprovechados por los hon-
gos (22}; por otra parte en la compo-
sicion del exudado también existen
micronutrientes (nitroégeno, calcio y
magnesio) ttiles para el crecimiento
de los hongos. La posicién de 1a ara-
binosa en la estructura de la goma
de L. racemosa y la labilidad de sus
enlaces (10}, sugiere que dicho aza-
car es probablemente la fuente car-
bonada mas accesible a los hongos.
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La preparacion del medio de cultivo
EGA induce la autohidrélisis del po-
limero. La liberaciéon parcial de ara-
binosa en este proceso podria conti-
nuar a temperatura ambiente y du-
rante el desarrollo del hongo.

Los resultados obtenidos de-
mostraron que el medio EGA, prepa-
rado con el exudado gomoso nativo
de L. racemosa permite la identifica-
cion adecuada de las especies estu-
diadas. La posible substitucién del
medio del cultivo SDA por ¢l EGA en
la identificacién de hongos, tiene un
alcance importante para los estu-
dios micolégicos debido a que su
preparacién se basa en un producto
natural nativo, de facil obtencion y
econdmico.
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ABSTRACT

Gum exudate from Laguncu-
laria racemosa (mangle blanco) as
a culture media for fungus. Mesa,
L.M. {Catedra de Micologia, Escuela
de Bioanalisis, Facultad de Medici-
na, Universidad del Zulia, Maracai-
bo, Venezuela), Le6n-Pinto, G. Invest
Clin 34(2): 85-98, 1993.

Morphological studies of eight
species of fungus: Aspergillus flavus,
Microsporum canis, Epidermophyton
floccosum, Curvularia lunata, Cla-

dosporium carrionii, Natrassia man-
gifera {Edo. Scytalidium}, Sporotrix
schenckii y Rhizophus oligosporus,
which belong to families Mucedina-
ceae, Dematiaceae and Mucoraceae
have been carried out in support
medium based in gum exudate from
Laguncularia racemosa (mangle
blanco}. This native polimer con-
tains galactose, arabinose, rhamno-
se, uronic acid and proteins. Nitro-
gen calcium and magnesium are mi-
croconstituents of the gum. An eco-
nomical substrate which contained
gum exudate (4%) and agar (1.5%)
was used in these studies. The re-
sults obtained showed that gum
exudate-agar medium (EGA) per-
mits an adequate identification of
the studied species, therefore, it is
a possible substitute for Sabouraud.
It is important to know that the gum
exudate is a natural product, econo-
mical and easy to obtain.
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