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Inoculacion experimental de  Terminalia catappa
con un aislamiento ambiental de
Cryptococcus neoformans  var. gattii serotipo C

Patricia Escandén, Sandra Huérfano, Elizabeth Castafieda

Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.

En 1997, nuestro laboratorio informd por primera vez el aislamiento de Cryptococcus
neoformans var. gattii serotipo C asociado con detritus del arbol de almendro, Terminalia catappa.
Este hallazgo ha llevado a realizar un seguimiento mas detallado de la asociacién planta-
hongo. Datos preliminares habian revelado que la supervivencia del hongo en plantulas de
almendro ocurria hasta por 100 dias. El proposito de este estudio fue establecer si bajo las
mismas condiciones, C. neoformans var. gattii podria permanecer viable por un mayor periodo
de tiempo. Se emplearon 83 plantulas de almendro, de 20 a 40 cm de altura, inoculados con C.
neoformans var. gattii, serotipo C (INS-755). Se realizaron ensayos inoculando el tallo o el
suelo en el que serian sembradas las plantulas. Las observaciones se realizaron por un
periodo de hasta 12 meses. Como técnicas de procesamiento del material vegetal se emplearon
las técnicas de hongos endofitos (tallos), maceracion (raiz, hojas) y el estdndar de suspensién
(suelos). Adicionalmente, el hongo fue visualizado microscopicamente en el tejido vegetal con
el empleo de azul de tripan y lactofenol. Se observo que C. neoformans var. gattii permanecia
viable en la planta hasta por 12 meses posinoculacion y que podia migrar desde el suelo hacia
el tallo y viceversa, sin causar alteraciones macroscopicas ni microscopicas en la planta. Lo
anterior sugiere una posible asociacion ambiental entre el hospedero T. catappay C. neoformans
var. gattii.

Palabras clave: Cryptococcus neoformans var. gattii, ecologia, almendros.

Experimental inoculation of ~ Terminalia catappa seedlings with an environmental isolate of
Cryptococcus neoformans  var. gattii serotype C

In 1997, our laboratory reported for the first time the isolation of Cryptococcus neoformans var.
gattii serotype C associated with almond tree (Terminalia catappa) detritus. This finding led to
a more detailed follow up of the association between the plant and the yeast. Preliminary data
have shown that survival of the yeast in almond trees seedlings goes beyond 100 days. The aim
of the present study was to establish if under the conditions previously studied, C. neoformans
var. gattii would remain viable for longer periods. A total of 83 almond tree seedlings, 20-40 cm
high, were inoculated with C. neoformans var. gattii serotype C (INS-755). Assays were carried
out inoculating the stem or the soil where the seedlings were planted. Observations were
undertaken for a period of up to 12 months. As processing techniques we employed the
endophytic fungi procedure (stems), maceration (roots, leaves) and standard suspension method
(soils). Additionally, microscopic visualization of the yeast in plant tissues was done with trypan
blue plus lactophenol. C. neoformans var. gattii was recovered from the inoculated plants for a
period of up to 12 months post-inoculation; additionally, the fungus had the capacity to migrate
from the stem to the soil and viceversa, without causing macroscopic or microscopic alterations
in the plant tissues. This finding suggests that there appears to be an association between the
host plant and C. neoformans var. gattii in the environment.
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Actualmente, con base en sus caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas y genéticas,
Cryptococcus neoformans se clasifica en tres
variedades: C. neoformans var.neoformans
(serotipo D), C. neoformans var. grubii (serotipo
A) y C. neoformans var. gattii ( serotipo B y C),
ademas de un hibrido (serotipo AD) (1-3).

El habitat de las variedades grubiiy neoformans
estda ampliamente relacionado con suelos ricos
en excrementos de aves (4), pero a partir de 1988
estas variedades también se han encontrado
asociadas con material vegetal (5,6). En 1990,
Ellis y Pfeiffer informaron por primera vez sobre
el aislamiento de C. neoformans var. gattii serotipo
B a partir de detritos de Eucalyptus camaldulensis
(7); tiempo después se informé en Brasil su
aislamiento a partir de otros arboles como
Moquilea (oities) y Acacia (8,9). Adicionalmente,
C. neoformans var. gattii serotipo C se recuperé
por primera vez a partir de detritos de almendro
(Terminalia catappa) provenientes de Clcuta,
Norte de Santander (10).

A partir de este hallazgo, nuestro grupo inicié
estudios encaminados a determinar con mayor
detalle la posible asociacion del hongo con la planta
y a evaluar la supervivencia de C. neoformans
var. gattii en el tejido vegetal. En estos primeros
estudios se encontré que el hongo puede
permanecer viable en la planta por un periodo de
hasta 100 dias (11), lo cual nos condujo a continuar
con estos estudios con el objetivo de determinar
si C. neoformans var. gattii permaneceria viable
dentro de la planta por periodos mayores.

Materiales y métodos
Plantulas de almendro

Se emplearon 83 almendros (T. catappa), de 20-
40 cm de altura, los cuales se mantuvieron en
condiciones de laboratorio a una temperatura
aproximada de 27 °C, proporciondndoseles agua
cada tercer dia.
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Indculo de C. neoformans

Para la inoculacién de los almendros se emple6
la cepa de C. neoformans var. gattii, serotipo C
(INS-755), ajustando el inéculo a diversas
concentraciones, partiendo de diluciones
correspondientes a 105-108 UFC/ml.

Inoculacioén en tallo

Se realizaron 5 ensayos de inoculacién en el tallo
haciendo una o tres incisiones en el mismo. Las
caracteristicas de cada ensayo se encuentran
descritas en el cuadro 1. Para la inoculacién se
siguio el procedimiento descrito previamente (11).

Inoculacién en suelo

Se realizaron dos ensayos de inoculacion en el
suelo donde posteriormente se plantarian los
almendros, con 18 plantulas en el primeroy 12 en
el segundo. La observacién se hizo durante 12
meses. Los inéculos empleados en cada ensayo
fueron de 9,4x10°® y 5,2x10” UFCl/g,
respectivamente. Después de la inoculacion, el
suelo se dejo en reposo 24 horas con el fin de que
la tierra absorbiera el inodculo (12).

Pruebas de viabilidad

Para los ensayos de inoculacion tanto en tallo
como en suelo, se realizaron mensualmente
pruebas de viabilidad en las hojas y el suelo. Se
emplearon como técnicas de procesamiento, la
técnica de hongos enddfitos para los tallos (13),
maceracion para las raices y hojas (13) y técnicas
de suspension estandar para el suelo (10).

Recuperacion e identificacion de aislamientos

Para la recuperacién de C. neoformans se
emplearon como medios de cultivo el agar acido
cafeico (14) y el agar con extracto de semillas de
Guizottia suplementado con antibiéticos (15). Las
colonias pigmentadas sugestivas de C.
neoformans se identificaron con pruebas
bioquimicas (16), crecimiento en CGB (17) y
serotipificacion (18).

Visualizacién microscopica

Se sigui6 el protocolo descrito previamente (19).
Se realizaron cortes superficiales de los tallos en
forma tangencial, cortes que se clarificaron por
ebullicién en lactofenol-etanol (1:2 v/v) y
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Cuadro 1. Inoculacion en tallo de plantulas de almendro con C. neoformans var. gattii serotipo C.

Ensayo Plantulas Observacion Inéculo Periodo maximo de %  Recuperacion Visualizacion

No. (n) (meses) x 107 recuperacion (meses) microscopica
(UFC)

Tallo Suelo Observacién %

(meses) positividad

12 13 8 63 8 40 20 8 40
2a 10 8 2,2 3 33,3 0 NR NR
32 20 12 1,3 9 50 0 NR NR
4b 4 1 3,9 1 100 0 1 100
5b 6 3 3,8 3 100 0 1 50
a: 1 incisiéon

b: 3 incisiones
NR: no realizado

posteriormente se tifieron con azul de tripan en  del suelo en 20% de las muestras, ocho meses
lactofenol (0,05%). La observacion de las después de la inoculacion y se visualizo en el
estructuras de los tallos en busqueda del hongo  tejido vegetal en el 40% de las muestras.

y de alteraciones microscoépicas se realizé

. . . ST Los resultados correspondientes a los ensayos
directamente bajo el microscopio Optico.

de inoculaciéon en suelo sefalaron que la
Resultados recuperacion fue del 100% a partir del suelo, 12
meses posinoculacion en los dos ensayos.
Adicionalmente, en el primer ensayo, el hongo fue
recuperado de las raices en dos almendros y en
seis tallos a los tres meses posinoculacion.

Los resultados obtenidos en los cinco ensayos
de inoculacion en tallo se encuentran en el
cuadro 1. Larecuperacion de C. neoformans var.
gattii fue de 50%, nueve meses después de la
inoculacion. Adicionalmente, en las plantas No se observaron alteraciones macroscépicas ni
inoculadas en el tallo con una concentracion de  microscépicas en el tejido vegetal de los almendros
6,3x108 UFC (ensayo 1), el hongo fue recuperado  inoculados. Como se observa en la figura 1, fue

— k LN
Figura 1. Corte de tallo inoculado con Cryptococcus neoformans var. gattii serotipo C. Coloracion azul de tripan mas
lactofenol. A) corteza, 40X; B) médula, 100X; se observan blastoconidias en la médula.
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posible apreciar células de la levadura dentro del
tejido vegetal, pero sin que éste presentara
alteraciones.

Discusion

T. catappa, igualmente conocido como el
almendron de la India, se encuentra distribuido en
las &reas tropicales de América y es uno de los
arboles mas difundidos en Colombia y en parques
y avenidas de Cucuta, Norte de Santander (20).
Fue precisamente de un arbol de esta ciudad del
cual se logroé el primer aislamiento ambiental de
C. neoformans var. gattii serotipo C a partir de
detritos de almendro (10). Ello condujo a estudios
posteriores acerca del habitat de este hongo y de
su asociacién con esta planta hospedera en el
ambiente (11).

Los resultados relacionados con la supervivencia
del hongo en las plantulas de almendro hasta por
12 meses, sugieren que C. neoformans var. gattii
puede establecer una asociacion con el hospedero
en su ambiente, ya que es capaz de permanecer
viable en el tejido vegetal por largos periodos y
tiene la capacidad de migrar desde el tallo hacia
el suelo y viceversa, sin ocasionar dafio aparente
en la planta. La migracion desde los tallos
inoculados al suelo sin inocular sélo se observo
en el experimento en el que se empleé el mayor
indculo, lo que podria sugerir un efecto de dosis.

El hecho de que no se hayan presentado
alteraciones macroscoépicas ni microscépicas en
el tejido vegetal de las plantulas inoculadas,
permite suponer que el almendro puede actuar
como un hospedero intermediario para el hongo,
con el cual establece una asociacion similar a la
descrita por Ellis y Pfeiffer (21).

Los resultados obtenidos en este estudio sefialan
la necesidad de conocer mas acerca de la
ecologia de C. neoformans var. gattiiy sobre su
asociacion con la planta hospedera, asi como
sobre su ciclo de vida en la naturaleza.
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