UNIVERSIDAD NACION, e
AUTONOMA DE _MEXICO _ .,

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
Coordinacién de Maestria y Doctorado en Ciencias Biomédicas

FALLA DE ORIGEN

ESTUDIO BIOLOGICO DEL DIMORFISMO
DE SPOROTHRIX SCHENCKII

T E S | S

. Para obtener el Grado de

MAESTRA EN CIENCIAS BIOMEDICAS (MICOLOGIA)

P 4 (] 8 e n t a
Gabina Arenas Lopez

México, D. F. 1995



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO SEGUN EL TEMA:

PRESIDENTE: DR. FELIX GUTIERREZ
SECRETARIO: M.C. ARMANDO OBREGON
PRIMER VOCAL: DRA. CONCEPCION TORIELLO
SUPLENTE: DRA. TERESA MIER

SUPLENTE: DRA. MARIA DEL ROCIO REYES

Este trabajo se realizd en el laboratorio de Micologia
Bdgica del Departamento de Microbiologia y Parasitologia,
Facultad de Medicina. U.N.A.M. y en el laboratorio de
Genética, del Instituto de Investigaciones en Biologia
Experimental (IIBE), Facultad de Quimica, Universidad de
Guanajuato.



CONTENIDO

LISTA DE TABLAS +1evvevaruerensusnncennosanansines

LISTA DE FIGURAS. ... ccvrrstsvascnssansrsnsssenanse

RESUMEN. . ..ooterrnnrnnnseennnsnneners
ANTECEDENTES . v e e e vaveesseesonnnsis
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
HIPOTESIS. . .evvenvnnernns
OBIETIVOS. .\ euevreennsds
METODOLOGIA . « v vnneesis
RESULTADOS . <« vvvvseusas
DISCUSION............:.-
coucnus:om:s...........‘.fA
Aas'rmc'r............‘.1..;'_»

BIBLIOGRAFIA. . ...0...ivasnss



Tabla 1.

Tabla 2.

. LISTA DE TABLAS

Determinacién del 100% de germinacidén de conidios
de Sporothrix schenckii, con diferentes fuentes de
nitrégenc a pH 5.5,

Determinacidn del 100% de germinacidén de conidios
de Sporothrix schenckii, con diferentes fuentes de
nitrégeno a pH 7.2,

Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas de Sporothrix gchenkii

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

EH-36 con diferentes fuentes de nitrdégeno pH 5.5 a
28°C.

Caracteristicas morfoldgicas de Sporothrix
schenckii EH-36 con diferentes fuentes de
nitrdgeno pH 7.2 a 28°C.

Caracterisgticas morfoldgicas de Sporothrix
schenckii EH-36 con diferentes fuentes de
nitrégeno pH 5.5 a 37°C.

Caracteristicas morfoldgicas de Sporothrix
schenckii EH-36 con diferentes fuentes de
nitrdégenc pH 7.2 a 37°C.

Obtencién de mutantes egpontineos de Sporothrix
schenckii

Obtencién de mutantes inducidas por UV en
Sporothrix schenckii

Identificacidn por excantigenos y caracteristicas
fenotipicas de las wmutantes morfoldgicas de
Sporothrix schenckii :

Frecuencia de reversidn espontdnea de las
mutantes morfoldégicas dinducidas por UV de
Sporxothrix schenckii .




Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Pig.

10

LISTA DE FIGURAS

Cepas silvestres de Sporothrix schenckii: A)
colonia de la cepa blanca EH-36; B) colonia de
cepa pigmentada ER-143.

Tincién de conidios de Sporothrix. schenckii con
DAPI: A) campo claro y B) campo obscuro.

Curva de sobrevivencia después del tratamiento con
luz ultravioleta (UV) de las cepas de Sporothrix
Schenckii EH-36 y EH-143.

Diferentes fenotipos morfoldgicos después del
tratamiento con UV ( 60 s): A) cepa EH-36 y B)
cepa EH-143,

Comparacién de la cepa silvestre de Sporothrix
Schenckii EH-36 ( izquiexda) con la mutante
morfoldgica UVMS-36 ( derecha ).

Comparacién de la cepa silvestre de Sporothrix
schenckii EH-143 ( izquierda) con 1la mutantes
morfolégica UVM1-143 ( derecha ).

Comparacidén de la morfologia microscépica de 1la
cepa silvestre de Sporothrix schenckii EH-36 (A) y
dos aspectos de la mutante morfoldgica UVMS-36
(B, C) (400 X ).

Determinacién de la frecuencia de reversién del
mutante morfoldgico UVM6-143, las flechas indican
la aparicidn de colonias pigmentadas.

Reversién espontinea de las mutantes morfoldgicas:
UVME-36 (A) y UVM1-143 (B).

Mutantes morfolégicas UVM3-36 ( A ) y UVM3-143
(B ) s8in reversién después de "un segundo
tratamiento con UV, Aparicidén de fenotipos
diferentes al original. -



RESUMEN




ANTECEDENTES

t

En el relno de los hongos, existen algunos que lnfectan

y parasztan ‘a organlsmos vxvos La producc;on de enzlmas

toxlnas, molécu as o

Sporothrix: schencki




Szaniszlo ( 86 ) establece una d1v151on de los hOngOS’

patogenos dlmorflcos, dependlendo de la morfolog;a ig v1vo,

y los divide: en 1os szgu1ent

levadurlforme



Dependlendo del estado tran51c10nal de‘ los.. hongos

establep das

mucorale

1ntracelular,




modulatorioipodria’.tener .una.repercusién jen la actividad de

ciertas enzimas o:bi -1

inductores. gratui

N-aééti;gidébsa ina acoplada-a perlas de:




que podrla ex1st1r una seﬁal comin: entre. el met bolismo del- :




de 28 °a:37°: 1) Disminucién:ide f_la'i‘i respifak:ic‘m con una :baja

eli consumo . de

dimorfismo’

factﬁores que

micelio.; L

de,*-gludana’ es sensiblea




10

la sintesis de L4 glucana. Encontraron ”un incrémento de

dlsulfuro reductasa (s veces) en la levadura y un aumento de

la act1v1dad de la VE‘glucanasa (8 veces)' en;el’ “micelio.

lucana es la,
‘en func1on'

de un camblo alosterlco dependlendo de los. camblos de
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temperatura Esto le dar:.a al 51st:ema la habllldad de_

szntetlzar a<o 13 glucana ‘con la var'ac:.on de 1a t:emperatura.
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este cambio morfolégico: artroconidios, artroconidios’ que’ se
transforman en.células :redondas, que. al’ aumentar’de tamafio

pared é‘elula

paté.geyhos

glucanas

B._brasiliensis, idon

hospedero -’ inmunolégica
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ficilmente .la  fase mi;:elial;viﬁfec»tante ""zzlel ‘hongo - que

contiene predominantemente 8-glucanas en'su paréd celular, a

través de las B-glucanasas de los fagocitos; mientras que al

no se observ ron dlferencz.as ‘de-virulencia en, las mut:antes i

monomorflcas tam:o de 1a forma de evadura como de m:.cel:.o,
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con respecto a la 51lvestre S:.n embargo, se observo que las

mucam:es auxotrofas dlplo des,

no causaban suna

s andldcsls :




dire_ct:amem:e’, _de la  hifa

e

de pared gruesa con depés:.t:os de

15




como se’describe ‘anteriormente;: i no:se’ conoce de
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que manera estos factores estan 1nt:errelaclonados‘ ‘para’

Rod;:.guez Del

modular la expres:Lon de genes de morfog‘nes:.s :
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A 8. schencki: se le atrlbula :ser la fase lmperfecta de

Ceratocystis’ stegoceras ascomlceto patogeno de plantas, lo :
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cromosomales, . este comportamiento - daria' al = hongo. una

variacién genética alic

morfoldgica;

aralelamente

un modelo
que - induce’ - i crecimiento™;:

a'srelacidén
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Conociendo 1la transcendencia dé,~la obtenc1on ae'

mutantes vy para compresidn de -

morfogenética en los hongos

fundamental 1mportanc1a=
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HIPOTESIS

La ‘temperatura no es un faccor indlspensable_
'm:.entras que el pH extracelular part:.c:l.p ide’ manera

1mportam:e,, junco a -inductores’; nltrogenados, ‘ex} Cla
transxczon Sporothrix

- conldm/levadura :

preéyebnciay';; !
apr‘opiyédoé i
kd:.morfxsmo de

en ellas :
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HIPOTESIS

. La temperatura no es -un factor * ind:i'spensable
miéntras que el pH extracelular participa ",dg;n{anera
importante, ‘ junto- 'a inductores. xiit:rbbge’r_’lad'ds,‘ ‘en’la L
t:ra'ns.icién‘ : et i 1svgoszthi:';,':fc'r' w

schenckii LSRR

conidio/lévaduré i de

ne del’:

‘tran
“aislar mutantes afectadas.. -

‘en ellas.:
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el dimorfismo de Sporothrix‘ schenck k"' a.

través del conocimiento de la tran51clon de conldlo levadura
en condiciones controladas en el 1aborac°rlo y por medlo de

la bisqueda de mutantes bloqulmlcas y morfologlcas

" FALLA DE ORIGEN
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METODOLOGIA
1. CEPAS UTILIZADAS S SR
Las cepas de Sporothrix ggnéngki (EH- 36y EH 143"

utilizadas se alslaron de casos humanos‘

sporotr:.cos:.s R
del pais y pertenecen

Microbiologia’ ,y”_P_aras'
UNAM. - Para mant xjier

higado

dilucién seriada‘'y ‘se:mantuvieron:en medic de conservacisn ‘a

4 °C.

2. MEDIOS DE. cun-r:vo
Los med:l.osv

siguientes. ol

a)

" de §.

schengg i3,
levadura (Bloxon) B )i ‘glucosa.

(TQ}, 20 ykagar 0 Blbkoni 15



c)

d)

e)

24

Medio BHI ( Bioxon ). Se ut::.l:.zo como med:.o completo de

referencia en ‘la'v

schenckii. pPara medi

Medio de Toriel

determiné: el -

0.91; NagHPO4. 1
tiamina, 10

este medid

COCL2
CuSO4 sxao,, 0.05; GlSO4 4 HZO,

HZSO4 concentrado (1m)

C(Snst:‘iituido “por’
KH2§64" foisy
ClYISO4v - 5&2'0 ,0.001;

ZnSO4 mzo

t::.amlna, ¥
esterlllzo por B

Mllllpore (Q 4s pm)
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£) Medio minimo ‘( 75 ).‘ Se empleo en la seleccxon de

g)

peptona -20;’.glicerol  (Merck).40

* Todos. 1os reacc:wos descrltos en los medlos de cult:.vo

prov:.enen de b‘:Lgma Chemlcal Co. 'S_t'." LOUlS, Mo. con‘

excepc:l.on de los espec1f1cados
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3. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES NORMALES DE TRANSICION
DE LA FASE MICELIAL A LA FASE LEVADURIFORME DE S.
schenckii IN VITRO EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

a) Determinacién del porcentaje de germinacidén de §S.
schencki . Las cepas se sembraron en tubos de agar YPG
s6lido y se incubaron a 28°C por 7 dias. Se adiciond 5 ml de

agua y se agitaron los tubos hasta obtener una suspensién B

celular. Posteriorments, la suspensidén celular se f;lt:ro at"’f

calculo por duol*cado con

determinacién.

b) Expe:imentos de t:ansicion

Se llevaron a cabo ut::.l:.zando medio 'BHI como med:.o de

referencia, con pH de 5.5 v 3 °C »El medlo de

Toriello y Mariat ( 87 ). Se»i;'tkilvizé i con ‘un pH ‘de 6. 5, ‘a
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2a°c ‘E1l medlo quimzcamente deflnldo de Rodrlguez Del Valle

b4 cols ( 67 ), se utlllzaron las fuentes de nltrogeno antes;_»

menc;onadas a.un pH de 5. 5 y 7. 2 a 28° 7°C 'Todos los

med:.os se :mocularon con - una concentrac:l.

células/ml. Se tomaron muestras-cada 241h‘ se observo la

ﬁorfclogia celular y se determind el pH del medzo de

cultivo.

4. TINCION DE NUCLEOS CON 4,6-DIAMIDINO-2-FENILINDOL-2HCL

( DAPI )

Las hifas, conidiocs o lnvaduras ‘de 'S. schepckii se

por Cano, 1985,

gljaron con 2 mi

de campo claro y fluorescencxa en pellculau'rlkxi( Kodak Yo
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§. MUTAGENESIS

La induccién de mutantes .se reallzo empleando ana.

lampara de 1luz ultravzoleta:gem:.m.da

Type G,

General Electrlc.

15T8) . Las cond:.c one

las células, -ka'si"vc

colonias (UFC)

6. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS MUTANTES

Se buscaron :mﬁt nc rfoldégicas y bio?;uimicas de

colonias con (indu‘cidas) y-sin.(espontdneas) tratamiento de

luz ult:ravxolec a ob:=nci6n de mutances

morfolog:.cas, se inspeccionaron: las colon:.as que crec-e*on -

presentaron la caract:er:.stlca de auxotrof:.a en _el paso
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anterlor, ’Se sembraron‘

donde las mutances deflczentes resnzratorzas Dueden cracer’

Al sembrar 51multaneamente las colonlas de crecimiento lento

en los medios anteriores, se obsexrvd el desarrollo.

7. IDENTIFICACION DE LAS MUTANTES MORFOLOGICAS

La identificacidn de las mutantes morZoldgicas. se-.

realizé por observacidén microscoépica.de las estruccuras de“

reproduccidn, Yy la ldentldad de nxoant:.genos de

mutantes con exoantzgenos

estérll,

muertas prev1am nce ;
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animal se 1nyecto con: un ml de la suspens:.on por v1a

intravenosa,' dos veces a la semana durante dos semanas

Después:de u

sembraron los hongos ‘en. rned;Lo de Tor:.ello y Mar:.a: (8’7)‘," sé‘

:.ncubaron por 72 n y se el:.m:.né la bJ.omasa El sobrenadante
se filtré y se esterilizé con membranas Millipore de 0.45
um., El filtrado concentrado por ultrafiltracién se empled

como exoantigeno en las pruebas de inmunodifusidn.

8. FRECUENCIA DE REVERSION ESPONTANEA DE MUTANTES
MORFOLOGICAS

- Se seleccionaron ochc mutantes morfoldégicas { cuatro

provenientes de cada una de las cepas silvestres .} que.no

revirtieron desoués ..de haberlas sembrado . dos.. veces
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9. PRECUENCIA DE REVERSION INDUCIDA CON UV DE MOUTANTES
OBTENIDAS

Se seleccionaron cuatro mutantes morfolégicas, una
proveniente de la cépa silvestre EH-36 y tres derivadas de

la EH-143, Yy se obtuvzeron los con;dzos en las condxczones

antes descritas. La exp051c16n a: 1uz '1trav1o1eta se realzzéj

frecuenc1a de reversxon de v”

reverSLén esponténea
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'RESULTADOS

Las cepas silvestres de S. schenckii ;E‘.IV-I-36 vy EH-143~

utilizadas

pigmentacién. * La" primera,

bordes filamentosos:

microscépicoy; mostré

cambios bruscos

(‘72 h e s

aproximadamence en’+ ‘17:unidad.

Mariat: (" 87:) | varon




Fig.

1
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Cepas silvestres de Sporothrix gchenckii: A)
colonia de la cepa blanca EH-36; B) colonia de

cepa pigmentada EH-143.



34

alrededor de dos unldades de pH, por lo que se descarto en

los experlmentos de tran51c10n morfologlca

medzo BHI, 4 2'en el de Rodrlguez del alle'cbn;bicafbbnaté
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Tabla 1. Determinacién del 100% de germinacién de conidios
de Sporothrix schenckii, con diferentes fuentes de
nitrégeno a pH 5.5.

100% de germinacion

Fuente de nitrég (tiempo h)
EH=36 EH~143

8. achenc

28°C 37°C 28°C 37°C
BHI 14 18 12 16
Bicarbonato de Amonio 16 20 14 20
Arginina 18 24 14 24
Asparagina GNT 22 GNT 22
cisteina oTC GP oTC GP
BHI = Infusién cerebro corazén
GNT = Germinulas no tipicas
OTC = Otro tipo de crecimiento
GP = germinacién parcial a las 72 h ( menor del 5 % )
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Tabla 2. Determinacién del 100% de germinacién de conidios

de Sporothrix schenckii, con diferentes fuentes de
nitrdgeno a pH 7.2.

100% de germinacién

Fuente de nitrégeno (tiempo h)
EH-36 EH-143

8. schenckii

28°C 37¢°C 28°C 37°¢C
BHI 26 36 20 28
Bicarbonato de Amonio 22 44 18 38
Arginina 18 42 16 36
Asparagina oTC CsG oTC CcSG
Cisteina ’ oTC CSG oTC csG

BHI = Infusién cerebro corazén
OTC = Otro tipo de crecimiento
CSG = Conidios sin germinar

T

FALLA DE oRIGEN

-
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Caracterfsticas -o:toleqtcn de Sporothrix schenckii EH-36 con difexentes fuentes

Tabla 3.
de nitrdgenc pH $.8
TIEMFO BHI BICARBONATO ARGININA ASPARRGINA CISTEINA
DE AMONIO
Oh conidios Conidios Conidios Conidios Conidios
(pH 5.5) (p8 5.5) (pH 5.5) (pH 5.5) (pH 5.5)
24 h Germinulas Fil Fil Escaso Estzucturas
{(p8 5.7) (pH 4.95) (pH 5.3%) crecimiento radondas y
produccién de e5CA%08
germinulas £ilamencos
(pH 5.6) grusgcs
— (pu 5:6)
48 h Fil y ] Fil FLL =0, - EgTrucsuras Zszructuras
células sin células sin (pH 5.1) T redondas, de creci~-
gemar gemar .. escasgos mientc iso-
(P8 4.37) (pB 4.75) ~ .. €ilamentos diamésrico
© (PR 5.45) (pH 5.5)
72 h Fil Fil Células sin. | . Crecimiento Estrucsuras
(pH 3.5) y conidios gemar y escaso no de creci=
(pB 4.2) £ilamentos definido miento iso=-
(pR 4.8) {pPB 35.4) diamétrico
({pH 5.45)
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Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas de Sporothrix scheackii{ FEH-)6 con diferentes fuentea de
nitrogens PR 7.2 a 28°C.

TIENFO BEI BICARBONATO DE ARGININA ASPARAGINA CISTEINA

AMONIO

dh Tonadics Conidioce Canidics Conidics Cenidiocs
(pR 7.3) (pH 7.2} (pH 7.2) tpH 7.2) (p& 7.2)

24 n Germi{nulas Germinulas ¥ Filamentos ¥ Cenadice ¥ Conidics vy
{(pE 7.32) filamentos levaduras gemando | escasa =stYucturas

corzos (pH 7.18) preduccién de redondas
(pR 7.1) gamninulas aparentemente
(pH 6.8}
@in gemar
tpa 6.0)

i3 b Filamenzos vy . Levaduras usi y, [ Fil E\
escasas célul cortos, . gruesos bigemances a7 corzes y rvedondas,
dnscae O y.tendencia a. escaace ascanc epcasos” .
{pH - T.4) % formar células” ') filamenzcs srecimiento £ilamentos

A gemantea - ‘(PR 6.8) (pB 6.85) corzcs S
(pu 6.8)° e (ph 6.84)

72 h ilamentos ¥y Levaduras .Levaduras " Zacaso g Estructras -
mezcla de uni'y escascs . crecimiento, redondas ‘con
células Unicas bigemantae, loa £ilamentos £ilamentos caracteriscicas
v escasas £ilamentoa ip2 6.7) sorzoe =ipicas. de '
gemando cortos tien~ eszyucturas levaduras
(pH 6.5) den a demesantas (pR 6.5)

o a levaduras .
desaparecer
PR 6.5) ipH 6.8)
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Tabla S. Carace

eristicas morfolégicas de Sporothnx schenckii EH=36 con

diterentes
tuonn- de nitrégeno pH S.$5 a 37*
TIEMPO BHI BICARBONATO ARGININA ASPARAGINA CISTEINA
DE AMONIO
0h Conidios Conidiocs Conidios Conidios Conidics
(pE 5.5) (pH 5.5) (pR 5.5) (pH 5.5) (pR 5.5)
24 h Germinulas Germinulas Germinulas Germinulas Conidios sin
(P 5.65) (PE 5.4) (PR 5.54) {pH 5.58) germinar
: “(pH 5.45)
48 h Fil Fil Filamencos "Formas de. co}ildios sin
y células con escasa {pE 5.2) crecimiento ‘germinaz. "
dnicas produccidn no definida CT(pH 5.4)
(p8 4.8) de células - APH. 5.2) s
(pE_3.85) o
72 h Mazcla de Filamentos Filamentos y Crecimiento 7| .Germinacidn
. morfologias, con gemacidén células no no definido ; : en un
formado por en el 4pice gemando y escaso : porcentaje
célulasg uni=~ compatible {pH 4.8) (pH 3.7) inferior a
cas ¥y uni~ con la forma un 5%
gemantes de conidios (PR 5.3)
(pR 3.2) (pH 3.9)
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Tabla 6. Caracter{sticas morfolégicas de spomehrh schenckii EH-36 con diferentes
fuentes de nitrdgeno pH 7.2 a 37*
TIEMPO BHI BICARBONATO ARGININA ASPARAGINA CISTEINA
DE AMONIO
O0h Conidios Conidios Conidics Conidios Conidios
(p8 7.2) (pH 7.2) (pH 7.2) (pH 1.2) (pH 7.2)
24 h Germinulas Germinulas y Filamentos Conidios sin Conidios ain
(pH 8.2) filamentos y levaduras germinar germinar
(p8 7.1) gemando (pH 7.15) (p8 7.2%5)
(p 7.18)
48 h Fil o8 Fil Levaduras Conidios 8in Conidios sin
y células cortos y uni germinar germinar
gemantes gruesos y bigemantes y (pH 7.15) (rlt 7.1)
(pH 8.1) d ia a
formar célu- filamentos
las gemantes (pH 6.94)
(pH_6.8)
72 h Filamentos Levaduras uni Levaduras Conidios sin Conidios sin
cortos ¥ y bigemantes, y escasos germinar germinar
levaduras los filamen- filamentos (pPH 7.08) (pB 7.15)
gemantes tos cortos (PR 6.7)
(pH 7.3) tienden a
desaparecer
(pB 6.5)




a1

de amonio y arginina cal las 72 ‘h. Es 1mportante menc1onar

) que la morfologla predo 1nante al ! : g4 pH 5 5 era»

: amédid de

mlcroscopla 6pt1ca'
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Después ,de’i‘habér'; realizado.  -los experimentbs de

distintas '

transicién’ . morfolégica’ bajo’ condiciones, ‘para

v cepas'ii

conidios

mostrd

obscuro;

nicleo’’

Para.
scnenckii

datosvdé.

morfoléé;cbs,

calcuiér’la



Fig.

2

B S seonen e

Tincién de conidios de la cepa de

43

Sporothrix

schenckii con DAPI: A) campo claro y B) campo

obscuro.
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Obtencidn de mutantes esponténecs de Sporoehrix schenckid

Tabla 7.
NUMERO ¢ FRECUENCIA DE NUTANTES EN LA’
CATEGORIA QUE SE-IND

CEPA . POBLACION MORFOLOGICOS ALTERADOS ‘EN’

ANALIZADA PIGMENTACION
EH~36 21948 0 (< 4.5 X 10°%) 0 (< 4.5/%:10F)
EH-143 9276 0 .(< 1,07 X.10°%) 07 (<,1.07.X 710

) Hé"cdas:

cificado en Ha:e—ial

La blsqueda de mut:ant:es se 'eallzé en cajas con elmedio espe
los cultivos se- Lncubarcn-a-28° por:7 dias. La poblacidn analizada’ corrasponde a La suma de
tres experimentos distintos; :los:nimeros-entre .paréntesis lndican la- ‘;ecuenc‘a delitipo

pa--‘cular de mutante en’

elacién a la poblacidn }anauzada.
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< 4.5°X 10 '5 ). y  se obtuvieron dos "cebas auxotrofas

{ frecuencxa— 9 10X 10 5 ) Con,respecto a la cepa EH 143

en una poblac:.onhtotalv anal:.zada de' 9276 coloxuas no: se‘f‘.

puede: observar un’crecimiento’ isodiamétrico de’ las’calulas
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Fig. 3 Curva de sobrevivencia después del tratamiento con
luz ultravioleta (UV) de las cepas de Sporothrix

schenckii EH-36 y EH-143,
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Fig. 4 Diferentes fenotipos morfoldégicos después del
tratamiento con UV ( 60 s): A) cepa EH-36 yAB)

cepa EH-143.

Far,
ALLA pg ORIgey,



Fig. S Comparacidén de la cepa silvestre de Sporothrix
schenckii EH-36 ( izquierda) con la mutante
morfolégica UVM9-36 ( derecha ).



Fig.

5

Comparacién de la cepa silvestre de

schenckii EH-143 ( izquierda) con

morfolégica UVM1-143 ( derecha ).

49

Sporothrix

la mutante



Tabla 8. Caracteristicas fenot{picas ¢ identificacién por excantigencs de las

50

mutantes morfolégicas de Sporothrix schenckii

UVMI-36
EH-143
uvulf;43‘
UVM3-14;
uv&eflﬁ;

UVME~143 ",

EH-155 .

IDENTIFICA-
CEPAS CION POR CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS
EXOANTIGENOS
EH-36 + Blanca, membrancsa filamentosa de bordes
irregulares, Cepa silvestre, control positivo
UvMl=-36 + Blanca, de crecimiento lento, bordes regulares, :
cerebriforme, con sectores filamentosos :
UVM3=-36 + Blanca, de czecimienCo 1ento, compacta,
tagulazes i .
uvME~36 + Blanca, de bordes definid

una alta frecuenciade: :everalé

Las caracterxsticas de las cepas sllvestres y mutantes se eacriben de cultivos
sde 7 d;as en madio YPG e anubadas 7 dias a: 28’0 <7
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cepa silvestre de Sporothrix gschenckii EH-36 (A) y

dos aspectos de la mutante morfolégica UVM9-36

(B, C¢) (1000 X ).

FALLA DE ORIGEN
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del mutante,: una aparente perdlda del pacron de crec1m1ento

apical asi como el engrosamlento de algunos fragmentos

hifales. -

Para .

derivados




Tabla 9. par aV an Sporothrixischenckii
cEPA - " POBLACION .. i
- ANALIZADA
EH-38
2H-143

La bdsqueda de mutantes sa realizé en cajas con'el medio

L T
los cultivos se incubaron-a 28° por 7 dlas.’'La peblacién anali:z ada cor—esaonda a la suma“de

tres experimentos distintes con UV. Los nimeros entre.paréntesis’
tipo particular de mutante en relacidn a la poblacién analizada.

ind L’can

lans na_qpenc‘.a del.
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experiniem:oé “un’” metodo md:.rect:o que cont:empla la deteccmn

de exoantlgenos de los mutam:es y 1as s:.lvestres por ‘med:.o.

de la prueba de 1nmunod1£u :|.on la reve s:Lon espontanea ‘de




55

Fig. 8 Revergsidén espontidnea de las mutantes morfoldgicas:
UVM6-36 (A) y UVM1-143 (B). Las flechas indican

colonias que revitieron al fenotipo silvestre.
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Tabla 10. Frecuencia de reversién espontdnea de las mutantes
morfolégicas inducidas por UV de Sporothrix.

schenckii

Cepa N° de colonias N° de Frecuencia

probadas revertantes de reversién
UVM1-36 2147 80 3.7 x 1072
UVM3-36 15480 11 7.1 x 1074
UVM6-36 730 393 0.53
UVMI-36 732 0 < 1.36 x 1073
UVML-143 5972 1.5 x 1073

UVM3-143 . 49658 2,01 x107°

UVM6-1437 7

o ol o0 v

UVMB-143
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mutante morfologlco UVMS 143 era un mutante que ademas

carecia:, de plg‘mento y al reallzar la detem:.nac:.on de la,

rs:.on, se observo la: presenc:.a'de colom.as

frecuenc:.a de re

p:.gment:adas y no b gmen ada

primera i;"rac'ii'a’ciénjc‘oh“UV Eri"la'x,ffigura»"lOlA:‘y}tB‘ se, observa
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Fig. 9 Determinacidn de la frecuencia de reversién del
mutante morfoldgico UVM6-143, las flechas indican

la aparicién de colonias pigmentadas.



Fig.

10

59

Mutantes morfoldgicas UVM3-36 ( A ) y UVM3-143°

(B) sin reversidén después de un segundo

tratamiento con UV, Las flechas muestran 1la

aparicidén de fenotipos diferentes al original.
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la apanc:.én de mJ.smos fenotlpos morfolog:.cos de las '

mutantes - U'VM3 36 y UVM3 143 respectlvamente despues de la'

1rrad1ac1on con UV que repetldamente se observaron ccm la

prlmera expos:Lc:Lon a Uv de las cepas s:.lvest:res
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Discusidn

Desde que se conoce 1a esporotncos:.s y su agente

etiolégico, schencgn, se ha observado la plgment:ac:.on_'(

variada que ) presen

DLsg dé:lg"ce'pa,plgnéi;téda~:érav menor cbn respecto a la.cepa
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de- color crema sugerlendo su: mayor v:.rulenc:.a "Gar'rison

(15 ) observo ‘en la parr. :externa de los 4con1dlos de S.

lleva a,‘cabo. Lammert ykcols..._
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algunos médios' nb regulados v‘iien 7'su pH algﬁnds'r hongos

presentan un :.nte “‘componentes

elevada” alteraciones
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en la SLnte51s de protelnas, que condujeron a cambloS'en la

regulac10n de la act1v1da J de la 51nte51s de permeasas o

1ndepend1en;¢zde tempgracu;a EL: papel del COZ en-el camblof
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de conidio/levadura, no ‘ha. s:.do determ:.nado pero podna‘

estar asoc:.ado a camb:.os :mt elulares de pH, y orlglnar un

mantenlmlent;o en la ,morfolog:.a El crecer nuestras cepas ‘de

podrla haber )

entrada del am:.noac:.do ‘a las celulas a. traveé de pos:.bles
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efectos sobre permeasas Ke] bobre un paso posterlor con el,

metabollsmo del 3 amlnoaca.do

“con '1os bla‘ cos m’racelulares

de éste. Peterson Y Caldercme
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celular, la que interviene ep' la dapaqidad° de producir.

dafio.

Al ‘usar-cisteina
37°C, no -se Qbsér
resultados ieren- una-inhibic

permeasas, de‘ manera ‘similariia

para asparagina

formas isodiamétrica

idéned; para“llevar‘'a cabo.1l0s ensayos-de mutagénesis-debido
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a gue son formas unmucleadas, fécxles de obtener y forman
una poblacxon homogenea genetlcamente. : :

En las cepas estudladas ‘de. S

frecuencia dg_,fgnotipos'aui‘c_él:rofos(,Las frecuenc:.as fueron
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de alrededor de'l.2 x 10'3 en la cepa EH 36y de 1 96 x 10° -3

en ‘la - EH 143" eda por rdetemlnar si : est:os mut:ant:es

Al :.xu.c:.ar 1

macroscop:.ca entre

p1gmentac1on -

se dete:mlno
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ocurren fendmenos genéticos similares a los responsables: de

los encendidos fenotipicos = o
desscritos en C. albicans ( 69

han descrito dos sistemas

"rearreglos

{ phenotipic switching ') ( 77
postulado por Slutsk‘y" y:"‘col_s‘
hengo ‘v‘cien‘.e £recienc t { % d

eépén;éﬁééﬁén;:; de’un’fenotipo:morfolégicoiasotro iy este se

incrementa’ 200’ veces 1 a

infecciones * vaginales

frecuencia " mayo




variacidn . fenotlplca producxda ’onr' ‘los sistemas‘ dé

lnduclr camblos en»tla ‘res scenc1a ‘a

encendido,

farmacos

la electr ca

auxotrofla u otros podrian’comprobar la
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CONCLUSIONES

El pH cercano a la neutralidad fue un factor determinante
para que se presentara un crecimiento isodiamétrico
{levaduras), con las fuentes de nitrégeno probadas.

La disminucién del pH del medic induce un crecimiento
micelial, independientemente de las fuentes de nitrdégeno y
de la temperatura de incubacién probadas.

A 37°C, Sporothrix . schenckii muestra reguerimientos
especificos de fuente de nitrégeno para germinar; algunas
fuentes de nitrdgeno como bicarbonato de amonio y arginina
son permisivos, en tanto que otros, como aspatagiﬂa Yy
cisteina, son restrictivos.

La baja frecuencia de mutantes espontdnea e inducida .y la
presencia de «colonias sectoriales sugierenque -
schenckii, podria ser diploide y heterocigéto 'paré: los
cardcteres buscados,

La elevada frecuencia de fenotipos morfoldgicos de las
cepas de §. schenckii irradiadas con UV, asi como la alta
frecuencia de reversién sugiere una similitud con el
fenémeno de encendido fenotipico de Candida albicans.
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ABSTRACT

In the study- of §gorgtnrix schenckii di‘morphism,"k the .

present work was aJ.med to obt:a:.n the opt::.mal 'condu::.ons for.

mutants.
t:emperature (28
and d:.fferent
yeast forms.iwe . nate
arginine :as ‘ini s¥at . : ndepéhcieht: of
temperature red
5.5, at 2s"

pon’ta'n'e'ous f ve;s'idn 5

; could” share _t}ie
phenotyp:.c sw:u:ch:.ng escr:.bed for mg Q;m
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