Ax. Inst. Bion. Univ. NaL. AutOn. MExico 44, Ser. BotAnica (1): 1-8, 5 figs. (1973)

ESTUDIO DE HANSENULA FABIANII AISLADA DEL POZOL

TrorFiLo HERRERA *
MicuerL ULrroa *

RESUMEN

Hansenula fabianii Wickerham fue aislada por primexa vez en México del pozol,
masa fermentada de maiz utilizada como alimento bisico en el sureste de México.
En ¢l presente trabajo sc describen algunas caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas
de esta levadura, cultivada en varios medios solidos y liquidos. Se discute la proce-
dencia de este microorganismo, asi como algunos aspectos de su identificacion y de su
posicion taxondmica.

ABSTRACT

Hansenula fabianii Wickerham was isolated for the first time in Mexico, from the
termented maize dough called pozol, used as a basic food in southeastern Mexico.
In the present paper, some morphological and physiological characteristics of this
yeast, cultivated in several solid and liquid media, are described. It is discussed the
source of this microorganism as well as some aspects of its identification and
taxonomic position.

INTRODUCCION

En trabajos anteriores (Herrera y Ulloa,
1970, 1971; Ulloa, Hervera y De la Lan-
7a, 1971) se han tratado diversos aspec-
tos relacionados con la microbiologia
del pozol, incluyendo la descripcion de
dos levaduras: Candida krusei (Cast.)
Berkhout, y  Trichosporon cutaneum
(de Beurm, Gougerot et Vaucher) Ota.

Aqui se registra, por primera vez en
México, el aislamiento de Hansenula
fabianii Wickerham. La cepa estudiada
procede del pozol (masa fermentada de
maiz) elaborado en Tapachula, Chia-
pas. El aislamiento de la misma se hizo

CARACTERES DE

1. Medio 77 de Fred y Waksman con
alcohol etilico como unica fuente de

* Instituto de Biologia, UNAM.

en medio 77 de Fred y Waksman para
Azotobacter, utilizando alcohol etilico
como unica fuente de carbono (Allen,
1951); posteriormente, como en este
medio solo crecid de manera raquitica,
se transfirié a los medios de cultivo que
después se indican al hacer la descrip-
cion de los cultivos de esta levadura.
Con excepcion de -los medios naturales
(trozos de papa, zanahoria y pepino),
trozos de yeso y el medio V8, los demads
medios de cultivo utilizados fueron de
la marca Difco.

LOS CULTIVOS

carbono. Colonias blancas, cremosas, li-
sas, algo brillantes, de Dborde entero,
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puntilormes  (1-3 mm), raquiticas, de
crecimiento lento. Las colonias son  se-
mejantes en medio 776, el cual contie-

Fig. 1. Colonias de A.

Iig. 2. Satclitismo de F1,

Levadwas aisladas, esferoidales o elip-
ticas, de 2.0-8.5 por 2.5-1.5 micras, gene-
ralmente con una o dos vemas (l7igs. 3,
K IH)E

2. Czapek agar. Coloniuas blancas, opa-
cas, cremosas, de borde entero, irregu-
lares, de unos 4 mm de diimetro a las
dos semanas.

Levaduras eslerowdales,  de
3.0-1.0 por 3.5-L.5 micras de diiimetro,
la mavoria con una sola yema.

3. Sabouraud agar. Colonias blancas,

aisladas,

Y MIGUEL ULLOA

ne glucosa como unica fuente de carbo-
no (Fig. 2).

jabianii cn medio V8,

Jabiauit en medio 77G.

lisas, brillantes. aremosas, opacas, clrcu-
lares, de bordes c¢nteros, aproximada-
mente de 1 an de didmerro a
NGIHIHES

Levaduras aisladas, esteroidales, ovoi-
des o elipticas, de 2.0-3.5 por 3.0-1.5 mi-
cras, i mavoria con una sola yema.

4. NMadta agar. Colonias blancas, cre-
mosas, circubioes, brillantes, lisas, de
bordes enteros, algo fluorescentes, apro-
ximadamente de 1.0-1.5 cu de didmetro
a las dos semanas.

fas dos
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Levaduras aisladas, esferoidales o elip-
ticas, de 2.5-5.0 por 3.5-6.0 micras, gene-
ralmente con una yema polar o subpo-
lar, a veces con dos yemas unipolares o
bipolares; ocasionalmente se forma pseu-
domicelio o micelio verdadero con blas-
tosporas en las articulaciones de las
hifas; estas ualtimas de 2.0-2.5 micras de
diimetro.

5. Extracto de malta agar y papa dex-
trosa agar. Las caracteristicas macrosco-
picas y microscopicas de los cultivos son
muy semejantes a las descritas en malta
agar.

6. Jugo de ocho verduras marca
Campbell (V8 agar). Colonias blancas
marfilenas, cremosas, brillantes. lisas,
algo elevadas, de borde lobulado irre-
gularmente, de 1-2 cm a las dos semanas
(Fig. 1).

7. Papa en wrozo. Crecimiento vigoro-
s0, elevado sobre el substrato, cremoso,
blanco, algo brillante, de borde lobula-
do, viscoso; produce ligera pigmentacion
morena en la papa, la cual se acentia
a los siete dias.

8. Gelatina 15Y;: Crecimiento ligero
y translucido a los cinco dias, el cual
aumenta un poco después de una o dos
semanas, granuloso-lilamentoso en  la
parte sumergida; con el tiempo se vuel-

Glucosa + Lactosa —
Galuctosa — Rafinosa 4
Sacarosa 4 Glicerol —
Maltosa — Nilosa —

Wickerham (1965), en la descripeion
original de H. fabianii, registra la [er-
mentacion de la maltosa como débil y

latente. La cepa obtenida del pozol no
fermentd la maltosa aun despuds de 30

dias. En cambio, las cepas NRRL Y-1871
y NRRIL Y-1873, usadas como testigos,
si la Lermentavon después de 20 dias.

AISLADA DEI. P@ZOL o)
ve nebuloso en la parte superlicial; no
hay licuelaccion,

9. Agua peptonada al 1Y,. Crecimien-
to ligero, sedimentado en su mayor par-
te, blanco cremoso; se produce algo de
turbidez en el medio y escaso crecimien-
to superficial, aun después de una
semana,

10, Agua peptonada 19, con 0.5¢9
de  glucosa.  Crecimiento regular des-
pués de dos o tres dias, sedimentado en
su mavor parte, blanco cremoso; se pro-
duce turbiedad en ¢l medio y ligero
crecimiento superficial que se adhiere
a la pared del wbo formando un anillo
delgado,

11, Extracto de malta. A los dos dias
se produce sedimento blanco y turbie-
dad en el medio; se forma un delgado
anillo {luorescente. Las cé¢lulas son es-
feroidales, generalmente con una o dos
yemas, pero  a  veces lorman  varias
yemas.

12. Leche tornasolada. Ligero creci-
miento sedimentado. de color moreno
rojizo; no hay cambio en la leche aun
después de treinta dias.

13. Fermentacion de glicerol y glici-
dos al 297 en extracto de levadura al
20, utilizando wbos de Durham. Se
siguio el método indicado por Lodder
y Kreger-van Riy (1952):

Dextrina —

Almidon soluble —

L‘cl-—

Inuling —

I4. No hay crecimiento en medio sin
vitaminas (vitamin [ree yeast base, se-
gun formula Difco).

15. Asimilacion de aztcares al 29 en
medio de base nitrogenada  (yeast ni-
trogen base Difco) y por el método
auxanogrilico de Diddens v Lodder
(Lodder v Kreger-van Rij, 1952):
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Fig, 3. Aspecto microscopico de Fa cepa haploide de H. jabianii del pozol, en extracto dc
malta agar. Fotomicrografia en contraste de fases de una preparacion fresca en glicerina,
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Glucosa -
Galactosa —
L-Sorbosa —
Sacarosa 4
Multosa 4
Cclobiosa
Tvehalosa 4
Lactosa —
Melibiosa —
Rafinosa 4 (débil)
Melezitosa 4
Inuling —
Almidon soluble +
D-Xilosa +

16, Asimilacion de nitrato de potasio
en medio de base carbonada para leva-
duras (yeast carbon bhase Difco) . Se si-
guio el mismo método auxanogrifico
indicado en el inciso 14: KNO, +.

17. Crecimiento en medio con NaCl
al 109, v glucosa al 57 lento, mode-
rado.

AISLADA DEL POZOL 5

D-Ribosa —
L-Ranmosa —
Etanol 4+

Glicerol +

Evitritol —

Ribitol —
Galaciitol —
D-Manitol +
D-Glucitol 4
«-Mctilo-D-Glucosido 4
Salicina 4
DIL-Acido Lictico 4
Acido succinico
Acido dwico 4

18. Formacion de ascas vy ascosporas
en vrozo de zanahoria: Ascas con -4
ascosporas en forma de sombrero, las
cuales son liberadas cuando  las  ascas
madwan  (Figs. 1 v 5).

19. Produccion de ésteres en diversos
medios: -,

DISCUSION

La especie aqui estudiada se aisld ori-
ginalmente del porol en un medio ca-
rente de nitrogeno  (Ulloa, Herrera vy
De la Lanza. 1971): no obstante, en
investigaciones posteriores no se demos-
w6 la capacidad de La misma para fijar
nitrogeno atmoslérico elemental. va que
la prucba de la reduccion del acetileno,
utilizada  para este  propdsito, resultd
negativa  (‘Taboada, Herrera vy Ulloa,
1971) ¢ ademds, el crecimiento de esta
levadwa en dicho medio, despuds de
virias  resiembras sucesivas, resulté ser
cada vez mis raquitico, motivo por el
que consideramos que ¢l desarrollo ori-
ginal de las colonias de esta especie se
debio a las impurezas del agar (pese a
que se utilizd agar purificado: ionagar,
Oxoid) . a las substancias introducidas
con el indculo o a fenomenos de sateli-
tismo (Fig. 2), pues [recucntemente se
desarrotlaban las colonias de H. fabianii
cerca de colonias de otras levaduras, o
bien de bacterias, algunas de las aldi-
mas con la capacidad de [ijar nitrogeno
atmos{érico elemental  (Taboada, He-

rrera v Ulloa. 1971: Ulloa v Herrera,
1972) . Como el principal objetivo de
este trabajo no es el estudio de la capa-
cidad de la especie para asimilar nitro-
geno elemental o sus compuestos, solo
se indica el interés qque podria tener una
investigacion  posterior mis  detallada,
sobre el metabolismo de la especie en
discusion, pues en el presente estudio
solo se pretende precisar la identifica-
cion de esta levadwra del pozol, apor-
tando asi una contribucion mads al co-
nocimiento de la flora zimologica de
esta masa de maiz fermentada, de la
cual salo se han deserito, anteriormen-
te, dos hongos del tipo de las levaduras
(Herrera v Ulloa, 1971).

En un wabajo anterior se identilicd
provisionalmente la levadura aqui estu-
diada, de acuerdo con las claves miis
usadas en la taxonomia del grupo (Lod-
der v Kreger-van Rij, 1952), como To-
rulopsis sp. considerando  la predomi-
nancia de la fase unicelular gemante y
la ausencia de micelio en los cultivos
obtenidos inicialmente (Ulloa, Herrera
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Figs. 4 y 5. Ascas y ascosporas resultantes del cruzamicnto de una cepa de H. fabianii, ais-

lada del pozol, con la ccpa H. fabianii Y-1873 NRRI,, en trozos de zanahoria. Fig. 4. Foto-

micrografia de una preparacion teitida con solucion acuosa de verde de malaquita al 59

Fig. 5. Dibujo de una preparacion {rcsca cn solucion de potasa al 49,. Fot. 1. Herrera;
Dib. M. Ulloa,
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v De la Lanza, 1971). Debido al des-
arrollo posterior de micelio en las re-
siembras de dichos cultivos, en otro
trabajo (Taboada, Herrera y Ulloa.
1971), se hizo referencia a esta levadura
como Candida aff. utilis (Henneb.)
l.odder; no obstante, un estudio taxo-
némico reciente sobre levaduras (Lod-
der, 1970) permitioé diferenciar los cul-
tivos de la especie antes citada, princi-
jpalmente por su incapacidad para asi-
milar la inulina y, por el contrario, la
facultad de los mismos de asimilar el
sorbitol, como Candida fabianii Koda-
ma, Kyono, Tida et Onoyama.
Candida fabianii es heterotdlica; su
fase perfecta corresponde a Hansenula
fubianii, pero ésta solo se obtiene cuan-
do se cultivan juntas dos cepas haploi-
des compatibles. Los aislamientos pu-
ros, generalmente, provienen de células
vegetativas haploides y, por lo tanto, no
se puede obtener de ellos la fase perfec-
ta; ¢ste fue el caso de la cepa obtenida
del pozol. La fase perfecta se obtuvo
después de cruzar dicha cepa con la ce-
pa complementaria NRRL Y-1873 de
H. fabianii y de cultivarlas en trorzos
de zanahoria durante 20 dias. Esto no
se¢ logro en extracto de malta agar, tro-
ros de yeso o de pepino y el medio de
Fowel para esporulacion de levaduras.
Wickerham (1965) considera que H.
fabianii es la primera especie de vida
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eritritol. Ambas especies han sido en-
contradas casi exclusivamente como con-
taminantes de fermentaciones industria-
les, y ambas han sido utilizadas en
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