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Estudio micologico de treinta
cepas de Pullularia (Dematium) pullulans.

Por PABLO MNEGRON! e IDA FISCHER

En el afio 1866 de Bary dié el nombre de Dematium pullulans
a un hongo filamentoso encontrado frecuentemente en la superficie
de diversas plantas que tenia la propiedad de formar gran cantl-
dad de células elipsoideas que continuaban multiplicAndose por
brotaeidén, como las levaduras.

Loew publicé un afio después un detenido estudio de este hongo
y, posteriormente, Pasteur y Cuboni le atribuyeron propiedaces fer-
mentativas y ereyeron ver en la células brotantes del Dematium
pullulans el origen probable de las levaduras de las fermentaciones
(Saccharomyces). Para Berlese (1895) estos investigadores ha-
brian trabajado con cultivos impuros, pues el Dematium pullulans
carece de accién fermentativa y de todo parentesco con los Saccha-

TOMYCes.

Algunos autores como Saccarde y Lawrent (1888)

al Dematium pullulans como un estado evolutivo del Cladogpm L,

herbarum Link, tal vez inspirados por cierta similitud que creyd

ver Loew entre los blastosporos tabicados del Dematium y los espo-

ros de este ultimo hongo y, posiblemente también, porque el género
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Dematium habia sido creado por Persoon en 1794 para agrupar a
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ciertos hongos que producian cadenetas de conidias separadas por
conectivos o separadores sobre esporéforos diferenciados, caracteres
que se confunden con los del género Cladosporium.

El Dematium pullulans fué posteriormente muy bien estudiado
por Planchon en 1900, Hoggan (1924) y Ciferri y Ashford (1929),
entre otros investigadores, quienes dejaron sentado definitivamente
la ausenecia de relaeién con el Cladosporium herbarum.

Para evitar la confusién del D. pullulans con los hongos del gé-
nero Dematium Persoon; Berkhout cred en el afio 1923 el género
Pullulario caracterizado en los siguientes términos: « Hifas de co-
lor oscuro, blastosporos ovoides, ligeramente pigmentados y ocasio-
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nalmente ausentes. Hifas compuestas por cadenetas de células de
membranas gruesa y oscura. Jios cultivos son primero levadurifor-
mes y luego aterciopelados, de color oscuro y con bordes més cla-
ros, permaneciendo a veces ligeramente pigmentados durante largo
tlempo. No hace fermentar los azficares ».
Especie tipe: Pullularie pullulans (de Bary in Loew) Berkhout,
1923.

Sinonimia: Dematium pullulans de Bary, 1866 y, probablemente,
Monilia nigra y Monilia fusca Browne, Torula Schoenic Roukhel-
man, 1937,

ESTUDIOS ORIGINALES

Hace aproximadamente unos dos afios habiendo aislado algunas

e diveroias
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mero de ellas v estudiarlas detenldameﬂte con el obJeto de mdagar
si realmente existian caracteres que por su constancla v magmtud

nas de esas cepas.

Estudiamos en total treinta cepas cuyo origen se detalla a con-
tinuacién :

Cepa n® 1 de 'membrillo, n® 2 de miel de abejas, n° 3, 4, 5 y 6
del aire, n° 7 de membrillo, n® 8 del aire, n® 9 de hojas de una
planta, n 10 y n® 11 del aire, n® 12 de manzana, n® 13 a 25 de
aire, cepa n 26, 27 y 28 de hojas, n? 29 de nuez y n° 30 de ciruela.

Lios caracteres fisiolégicos (zimograma y auxanogramas) han si-
do de una absoluta constancia en todas las cepas. Los caracteres
macro y micro-morfolégicos presentaron, en cambio, algunas varian-
tes que no fueron constantes ni tampoco de una jerarquia tal que
permitieran la separacién de -variedades o especies distintas. Com-
partimos por consiguiente la opini6n, ya emitida por Berlese en
1895, de que la Pullularia pullulans es, digamos, una especie colec-
tiva que abarca a un conjunto de cepas que pueden diferir por el
aspecto de su colonia, la pigmentacién y por ciertos de sus caracte-
res miero-morfolégicos como detallaremos a continuacién.

Queremos recordar, de paso, que este hongo abunda en la natu-
raleza, particularmente en la superficie de los vegetales, frecuente-
mente junto con el Cladosporium herbarum, pero que también se
lIo ha aislado de la paja y del polvo de los establos, de la leche y
del queso (Dematium (Monilia) casei de Johan-Olsen), del mosto
de la cerveza y del vino, de los cereales, etc.
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CARACTERES MACRO-MORFOLOGICOS

Aspecto de la colonia giganle en mosto de cerveza gelatinado (1
mes de ineubacion a temperatura ambiente) : Tidega a medir desde
45 a 6,567 cms. de didmetro y se presenta como una masa miceliana
gruesa, generalmente abollonada y con pliegnes, himeda y brillan-
te, por lo menos en ciertas zonas de su superficie, y de color negro.

La colonia es en ocasiones plana y cuando presenta pliegues su
nimero, profundidad y orientacién es variable, comunicando a las .
colonias aspectos distintos (vermicular, cerebriforme, con pliegues
radiados, en escarapela, abollonada, ete.). Kl desarrollo miceliano
se refleja a veces en las pavedes del reciplente que lo contiene y,
otras, adquiere un aspecto y consistencia mucosos. Tia gelatina esté
slempre mas o menos licuada io que permite el desprendimiento en
blogue de la coionia cuando e pretende retirar material con el
gancho de platino.

La superficie no siempre es lampifia, pues a veces es afelpada y
hasta puede presentar, en aigunas zonas, funiculos. Hi color de
la misma puede ser uniformemente negro, pardo amarillento, café
con leche o verde negruzco, a veces combinados o con zonas vellosas
blancas.

Lios caracteres de las colonias en otros medios de cultivo (Czapek,
agar-mosto, zanahoria) no presentan particularidades dignas de men-
cién, a no ser el color rosado de algunas cepas en zanahoria debido
a un pigmento no carotinoide.

En el mosto de cerveza liquido: Desarrolla en la superficie for-
mando una pelieula micodérmica, islotes o anillo grueso. El medio
permanece generalmente limpido, pero a veces se presenta ligera-
mente turbio y con deposito.

CARACTERES MICRO-MORFOLOGICOS

Estos caracteres fueron observados en cultivos por adhesién con
entrada de aire en mosto gelatinado y observados cada 24 hs.

Todas nuestras cepas forman blastosporos elipticos largos con
una extremidad generalmente més afilada, generalmente con un
brote en un solo polo, con menos frecuencia en los dos y, raramente,
con brotacién multiple. Generalmente los blastosporos son simples,
pero al cabo de varios dias se pueden observar blastosporos con un
tabique. Son hialinos, de membrana mas o menos gruesa, presen-
tando, en ocasiones, un doble contorno. Sus dimensiones oscilan de
2 X 1,5 n hasta 14 > 5,6 n, generalmente de 7 <X 3-3,6 .
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Algunas cepas parecen multiplicarse, en los cultivos por adhesién,
casi exclusivamente por blastosporos que se agrupan en pequefias
colonias o glomérulos sin presentar micelio filamentoso y otras, en
cambio, Io poseen mas o menos desarrollado.

Bl micelio filamentoso es al prineipio eilindrieo hialino y delga-
do de 1,8 a 2,56p de didmetro. Al cabo de varios dias se obser-
van filamentos de mayor didmetro (56 o por encima), especial-
mente en la parte central del cultivo; son entonces frecuentemente
moniliformes, de membrana gruesa y pigmentada, lisa o granulosa y,
a veces, con una envoltura mucosa, al parecer. :

Lios blastosporos nacen del micelio filamentoso de dos maneras:
@) por brotacién y b) sobre una pequefia espinita, tipo seudoco-
nidia. Los blastosporos se originan lateralmente o en la extremi-
dad de las hifas vegetativas, sin que hayamos podido nunca indi-
vidualizar esporéforos diferenciados. Con frecuencia hemos visto
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nacer varios -blastosporos dispuestos como los dedos de una mano
abilerta en la extremidad algo abultada de un filamento corto (fig
10, n* 1 y 2), simulando los esterigmas de una cabeza asperorﬂar
Hste asp ut deseripto por Ciferri y Ashford como « hormodei
droid stage » habia sido visto y figurado ya por Berlese en el afio
1895.

Lios blastosporos pueden envolver como un manguito a los fila-
mentos (tipo Rhinocladium), eon un espesor de 3 § 4 capas de
células; pero, con frecuencia, se agrupan formando glomérulos
(tipe Mycotorulordes ¢ Mycotorula), pudiendo también disponerse
en cadenetas laterales y terminales como en el tipo Mycocandida
de Liangeron y Talice. Al cabo de varios dias los glomérulos de
blastosporos sufren un cambio de refringencia, presentindose sus
células mas claras y con uno o varios corpusculos de grasa.

En algunas cepas hemos observado glomérulos o cadenetas rami-
ficadas de blastosporos baciliformes (fig. 8).

Los filamentos tienen una tendencia méas o menos acentuada, se-
gln las cepas, a desorganizarse en artrosporos, los cuales son al
principio hialinos y rectangulares, de paredes més bien delgadas;
pero al cabo de varios dias se observa su transformacién gradual
hacia los elamidosporos, pasando por la fase de clamido-artrosporo.
Los artrosporos miden de 5 X 2,8 p hasta 16 X 6 . Los clamido-
artrosporos tienen forma de tonelete o son globulosos, de un dia-
metro mayor que el filamento vegetativo que le di6 origen, de mem-
brana gruesa y pigmentada y dispuestos siempre en serie, interrum-
pidos a veces por articulos o célulag marchitas, cuya membrana se
presenta arrugada y desprovistos de contenido protoplasméatico. Sus

dimensiones oscilan de 9,5 X 5,6 p hasta 14 X 6 . Los clamidos-

b
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poros pueden ser hialinos, pero con més frewenma presentan una
membrana gruesa y pigmentada. Los 08

6 X 6 v los Gltimos llegan a medir hasta 19 X 11 pveden ser
simples o con uno o varios tabigues entrecruzados con el as
-de un dictiosporo, bulbillo u drgano nodular (estadio rumag01
plectenquimatoso de los autores). A veces se los ve envueltos por
una membrana externa comutn, rugosa o granulosa. HEn ocasiones,
estos clamidosporos tabicados presentan blastosporos en su contorno
que le comunican un aspecto semejante al de los hongos del género
Sarcinomyces. )

Los tabiques de los clamidosporos o clamido-artrosporos se pre-
sentan a veces como lentes biconvexas. A este nivel o en las pare-
des laterales de los clamidosporos o de los filamentos gfuesos, pue-
den observarse espesamientos internos pigmentados de la membrana.

Los clamidosporos germinan al eabo de 24 hs. de permanencia a
temperatura ambiente emitiendo un tubo germinative (fig. 10) o
también originando una colonia de blastosporos. A veces parecen
revestidos por una doble membrana, el endosporio y el exosporio gue
se abre al germinar.

CARACTERES FISTOLOGICOS

Temperatura Jptimae de crecimiento: 23°C, mas o menos. Lia

mayoria de las cepas no degarrollan en la estufa a 37°.

Zimograme (accién fermentativa): Negativo (glucosa y otros

Auzanograma de los hidratos de carbono: Positivo para la glu-
cosa, lactosa, maltosa, sacarosa y rafincsa y positive débil para
la galactosa.

Auzanogramae del mitrdgeno: Positive para la peptona, aspara-
gina, sulfate de amonio y nitrato de potasio; positivo débil para
la urea.

Hidrslisis del almiddn: Irregular, positivo franco para unas ce-
pas, débil o negativo para otras.

Desarrollo en el medio sintético con alcohol etilico (Stelling-Dek-
ker) : Variable, generalmente pobre.

Escision de la esculing: Generalmente positiva.

Leche: Coagula vy peptoniza el codgulo en un plazo variable de
5 a 20 dias. '

Gelatina: Ta licta con una intensidad y rapidez variables.

Accidn sobre las grasas (grasa de cerdo, manteca y aceite de oli-
vas) : Variable, positiva, débil o negativa, segtin las cepas.

Produccién de hidrdgeno sulfurado: Negativa.
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RESUMEN

Hemos estudiado 30 cepas de Pullularia (Dematium) pullulans
{de Bary, 1866) aisladas de frutas, hojas o del aire y completa-
mos el estudio de algunos de sus caracteres micolégicos.

El aspecto de los cultivos es algo variable por la pigmentacion,
los pliegues, caracteres de la superficie miceliana, ete.; pero ge-
neralmente la colonia es de color negro, plegada, htmeda y brillan-
te, por lo menos en clertas zonas o perlodos de su desarrollo.

Caracteres microseépicos: Iforma blastosporos elipticos largos con
a extremidad algo mag afilada gque la otra, de membrana fina

[B e idny algQ 1dds alliallyg

o de doble contorno, simples o con un tabigue, brotando por un

itemente por dos y, raramente, por varios puntos

de su contorno.
Los blastosporos son generalmente hialinos y nacen por dos pro-
Cesos : a) por brotacién Y b) sobre una pequefia espinita del mi-
o file tipo sew nidia. Rodean come un manguite a
los filamentos, formando, a veces, varias capas celulares (tipo Rhi-
nocladium) ; a menudo forman glomerulos tipo Mycotoruloides o
Mycotorule o cadenetas ramificadas, laterales y terminales tipo
Mycocandida de Langeron y Talice. En ocasiones se forman va-
rios blastosporos en la extremidad algo abultada de un filamento
corto (lateral o terminal), con el aspecto de los esterigmas de una

'Ii,\ Aa hi agt Orn'\r\"’hom I\anhprn'-nﬁoq
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cabeza asper-‘;

Bl micelio filamentoso tlene un desarrollo variable, segin las
cepas; forma artrosporos, clamido-artrosporos y clamidosporos hia-
linos o pigmentados, simples o con uno o varios tabiques entrecru-
zados (tipo dicticsporo, bulbillo u érgano nodular). Estos nlti-
mos pueden presentar blastosporos en su contor con un aspecto
que recuerda al Sarcinomyces.

Temperatura optima de crecimiento: més o menos 23°C.

Zimograma: Negativo. Auxanograma de los aztcares: Positivo
para la glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa y rafinosa, positivo débil

para la galactosa. Auxanograma del nitrégeno: Positivo para la pep-

ar y, o ]

tona, agparagina, sulfato de amonio y nitrato de potasio, positivo
débil para la urea.

Coagula v peptoniza la leche, lictia la gelatina, escinde la esculi-
na y no desprende SH,. Los demdis caracteres fisioldgicos son algo
variables (desarrollo en alcohol etilico, hidrélisis del almidén y ac-

cién sobre las grasas).

Vol. XI, N° 1
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Pog1ordn  sIsTEMATICA

Segun Brefeld (1891) podrian presentar una multiplicacién ve-
getativa tipo Pullularia pullulans, los siguientes Ascomyceies: Plow-
rightia ribesia, Sphaeruling intermiza, Fumago vagans, Nectria cin-
nabaring Tode, Rosellina veluting Fkl.,, Dothidea ribesia Pers. v
polyspora Bref., Bulgaria inguinans Per., ete.

Hoggan estudié comparativamente Pullularia pullulans con Plow-
rightic v Fumago, concluyendo en la ausencia de relaciéon del pri-
mero con los dos otros hongos y que tampoco esti demostrado el
vinculo con Sphaeruling intermiza.

Segtn nuestra opinién, mientras no se le encuentre la fructifiea-
cién perfecta o sexuada, la Pullularie pullulans debe clasificarse
entre los Fungi wmperfectr, Hyphomyceles, orden: Thallosporales
Vuillemin, 1910, sub-orden: Blasto-arthrosporinece Puntoni, 1938,
familia: Trichosporaceae Nannizzi, 1931.

SUMMARY

We have studied 30 strains of Pullularia (Dematrum) pullulans
(de Bary) isolated from fruit, leaves or air and completed the
study of some of their mycological characteristics, Their physio-
logical characteristies were remarkably uniform, while macro-and
micromorphological characteristics differed a little in the various
straing althongh these differences were not sufficiently constant or
marked to form new speeies or varieties,

The aspect of the cultures varies owing to the colouring, furrows,
characters of the myeelium surface, ete. But generally the colony
is black, folding, humid and brilliant at least in certain parts or
periods of its growth.

Microscopie characteristies: It forms long elliptic yeast-like cells
(blastospores), with one end sharper than the other, with a single
or double outhlined membrane. The blastospores are generally
hyaline and grow In twp different ways: «) by budding, b) on
small pedicels of the branched myeelium (pseudoconidia type).
They are placed round the filaments, like a small cuff, sometimes
there are several layers of cells (type Rhinocladium). They often
form clusters of the Mycotoruloides or Mycotoruls type or branched
lateral or terminal chains of the Mycocandida (Langeron y Talice)
tipe.

Sometimes several blastospores are formed on the enlarged end
of a short branch (lateral or terminal) which remind the sterigmata
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of an aspergillar head, at other times they form clusters of bacill-
iform blastospores.

The filamentous mycelium (its development varies with the dif-
ferent strains) form arthrospores (oidia), chlamydospores or chla-
mydo-arthrospores, hyaline or fuligineous, simple or with one or va-
rious intercrossed septa (type dictiospore, bulbill or nodular organ).
The latter may present blastospores on the periphery which look
like the Sercinomyces type.

The optimum temperature of growth was more or less 23°C.

Zymogramme: Negative. Auxanogramme of carbohydrates: Dex-
trose, maltose, lactose, succhrose and raffinose positive, galactose
slightly positive. Nitrogen auxanogramme: Peptone, asparagin,
ammonium sulphate and potassinum nitrate positive, urea slightly
positive.

Miik: Clotted and peptonized. Gelatine: ligquefied. Seulin: attac-
ked. SHy: not formed. The remalning physiological characteristics
are somewhat variable (development in aleohol, starch hydrolisis
and decomposition of fats).

Systematic position: In our opinion the P. puliulans should be
classified with the Funge tmperfecti, Hyphomycetes, order: Thallos-
porales Vuill., 1910, subordo: Blastoarthrosporineq Puntoni, 1938,
famliy: Trichosporaceae Nannizzi, 1931, :

ResuME

Nous avons étudié 30 souches de Pullularic (Dematinm) pullulans
(de Bary), isolées de fruits, de feuilles et de 1air, et complété 1'étude
de leurs caracteres mycologiques.

Les caractéres physiologiques ont présenté une remarquable uni-
formité; tandis que les caractéres macro et micro-morphologiques
ont varié selon les souches, sans maintenir des différences assez
constantes ou suffisament importantes pour faire penser a l’existen-
ce de variétés ou d’espéces nouvelles,

P. pullulans est formé por un groupe de souches avec des carac-
téres morphologiques variables (pigmentation, formation, profon-
dité et direction des sillons, caractéres de la surface mycélienne,
etc.). Lia colonie géante est fréquemment plissée, de couleur noire,
humide et brillante, au moins dans certaines zones ou phases de
son développement.

Caractéres microscopiques: Les blastospores sont elliptiques lon-
ges avee une extremité un peu plus aigiie que l'autre, & mem-
brane mince ou de double contour. Ils bourgeonnent au niveau
d’un seul poéle, parfois des deux et rarement en divers points de
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feur surface. ILes blastospores sont généralement simples et hyalins
et prennent naissance par deux mecanismes: @) par bourgeonnement
et b) sur des petits denticules du mycélinm filamenteux, type
pseudo-conidie. ‘

Lies blastospores forment un manchon, qui a parfois plusienrs cou-
ches cellulaires, autour des filaments végétatifs (type Rhinocladium,) ;
tres souvent ils se disposent en glomérules type Mycotorulae ou
Mycotorulovdes ou en chainettes ramifiées, laterales et terminales,
du type Mycocandida, de Langeron et Talice. Parfois on voit naitre
plusieurs blastospores divergents sur une branche courte et renflée,
rappelant par son aspect les phialides d’une téte aspergillaire. Fi-
nalement nous avons observé aussi des amas de blastospores bacili-
formes.

Le mycélium filamenteux présente un développement qui varie
selon les souches et forme en plus des blastospores déja déerits, des
arthrospores, des chlamydo-arthrospores et des chlamydospores hya-
lins ou fuligineux, simples ou avec une ou plusieurs cloisons entre-
eroisée (type dyetiospore, « bulbil » ou organe nodulaire). Ces der-
niers peuvent bourgeonner i sa surface et présenter un aspeet qui
rappele le Sarcinomyces.

Température optima pour le développement: environs 23°C.

Zymogramme: Negatif. Auxanogramme des sucres: Positif pour
le glucose, maltose, lactose, suecchrose et raffinose, positif faible
pour le galactose.

Auxanogramme de l’azote: Positif pour la peptone, asparagine,
sulfate dammonium et nitrate de potassitm; positif faible pour
l'urée.

Lait: Coagulé et peptonisé. Decompose l’esculine et ne dégage
pas de SH,. Les autres caractéres physiologiques sont moins cons-
tants (développement dans l'alechol ethylique & 3 %, hydrolyse de
Vamidou et décoinposition des graisses).

Position systématique: Ce champignon, doit étre classé & notre
avis parmis les Fungi tmperfecti, Hyphomycetes, ordre: Thallos-
porales, sous-ordre: Blasto-arthrosporineae, famille: Trichospora-
ceae, prés du genre Trichosporon. -
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F1c. 1.— Colonia gigante de Pullularie pullulens en mosto gelatinado, cepa n® 1.

F16. 2. — Colonia gigante en el mismo medio de cultivo, de la cepa n? 7,
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F1g. 3.-— Micelio filamentoso y glomérulos F1e. 4. — Mieelio tilamentoso 7 glomérulos de
de blastoporos, tipo Mycoturoloides del P. blastoporos tipo Mycotorula, del mismo hongo.
pullulans.

F1c. 5. — Anastomosis de los filamentos vegetativos.
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Fi1¢. 6. — Filamentos vy glomérulos de blastoporos de Pullularia pulpulans.

F1g. 7. — Clamidosporos, clamido-artrosporos pigmentados, glomérulos de blastosporos y
blastosporos como los «dedos de una mano abierta.



