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RESUMEN

A propésito de un caso clinico de peritonitis cat-
sado por el anamorfo de Neurospora intermedia (1ipo de
apareamiento A) en un paciente con antecedentes de
insuficiencia renal cronica en peritoneodidlisis, se hace
necesario comentar para el micélogo médico algunos
alcances de la biologia de los integrantes de este intere-
sante género de ascomicete filamentoso. Se describen los
aspectos historicos, ecoldgicos, morfologicos,
taxonémicos, genéticos, filogenéticos y patologicos mds
relevantes de Neurospora, debido a su enorme conlri-
hucién como modelo de organismo en el desarrollo de la
genélica y la biologia molecular.

INTRODUCCION

El'ambiente reiine un conjunto de condiciones
naturales, fisicas, quimicas y biologicas que s¢ presentan
en el interior de un espacio definido donde se desarrolla
la vida de los organismos. La palabra ambiente deriva del
latin ambire (= circundar), que significa lo que esta alre-
dedor de un cuerpo o en su entorno, mientras el estudio
de las relaciones de los seres vivos con su ambiente or-
ganico e inorganico es lo que denominamos ecologia. Los
estudios ecoldgicos relacionados con la biodiversidad,
son de primordial importancia en muchas disciplinas cien-
tificas v entre ellas las diversas dreas relacionadas con la
micologia médica, donde el micologo clinico debe ana-
lizar como un todo la triada: agente, hospedador y am-
biente.

ABSTRACT

Considering a peritonitis clinic case caused by
the anamorph of Neurospora intermedia (mating type A)
in a patient diagnosed of a chronic renal insufficiency
under peritoneodialysis, il is necessary Lo inform the
medical mycologist about some biological features of
the members belonging to this inleresting genus of
filamentous ascomycete. The most relevant historical,
ecological, morphological, taxonomic, genelic,
phylogenetic and pathological characteristics of
Neurospora are herein described due 1o ifs great
contribution as a model organism in the development of
genetics and molecular biology.

La creciente importancia de las micosis oportu-
nistas en el hombre por hongos considerados como
saprofitos, tiene alcances multifacéticos. Las mitosporas
(o conidios) de los hongos denominados anamorficos 0
asexuales, son de fAcil dispersion en el ambiente aéreo y
terrestre, representando un problema en la contaminacion
de variados productos industriales, laboratorios de micro-
biologia, deterioro de alimentos o cualquier otro material
bioldgico en proceso de descomposicion. Debido a su di-
versidad y capacidades adaptativas frente a las fluctuacio-
nes ambientales, los hongos se presentan en ambientes
ccologicos naturales o extremos, ya sea en habitat restrin-
gidos 0 en amplias areas geograficas, donde la evoluciony
la seleccién natural han permitido en algunos, presentar
bajo ciertas condiciones un comportamiento dual como
patbgenos o patogenos oportunistas en un hospedador
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Figura 1-4 Anamorfo de Neurospora intermedia (Chrysonilia intermedia) 1.- Conidioforos y artroconidios 400 x;
2.- Artroconidios 1000 x; 3 y 4.- Crecimiento en Papa dextrosa agar, con las caracteristicas masas conidiales de
color naranja en la periferia de los cultivos.

debilitado, principalmente en los vegetales pero también
en menor escala en los animales (De Hoog ez al., 2000).
En salud publica, en los tltimos 20-30 afios ha
aumentado y se ha diversificado el nimero de infecciones
fingicas por estos hongos, especialmente debido al in-
cremento de enfermedades debilitantes de variada indole
(pacientes con compromiso inmune) y los procedimien-
tos clinicos y quirirgicos modernos que conllevan a fac-
tores de riesgo de colonizacion e invasion. Estos nuevos
oportunistas (De Hoog ef al, 2000), signen sumandose a
los mds tradicionales y recientemente en Chile se ha repor-
tado un caso clinico de peritonitis en paciente en perito-
neodiilisis (Alburquenque ef al. 2004), cuyo agente
involucrado fue clasificado tentativamente en nuestro la-
boratorio como el anamorfo de Neurospora sitophila. un
hongo considerado seguro para usos comerciales y aca-
démicos (Perkins & Davis, 2000). Este nuevo hallazgo se
suma a otros agentes oportunistas recibidos este afio para
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su diagnostico (Fusarium, solani, Fusarium, oxysporum.
Fusarium verticillioides, Trichoderma longibrachiatum
(Aroca et al., 2004) y un raro caso de Penicillium piceum
desde Argentina (Santos ef al.. 2004) entre otros.

La micologia médica se ha adaptado paulatina-
mente en el reconocimiento de nuevos agentes potencial-
mente patogenos, asimilando al mismo tiempo la unifica-
cion de su nomenclatura y compleja clasificacion artificial,
cada vez mas cuestionada en los tiempos actuales (Seifert
& Samuels, 2000; Cannon & Kirk, 2000; Seifert & Gams,
2001; Kirk ef a/.. 2001). En general, los micologos médicos
conocen mejor la parte asexual del ciclo de vida fiingico
por ser la primera en expresarse en sus cultivos y carecen
generalmente (salvos en los grandes centros de referencia
internacionales), de completa informacion de sus ciclos
sexuales correspondientes, asi como de sus aspectos
ecoldgicos v de distribucion, los cuales deben obtenerse
mediante bibliografia cientifica dispersa (Guarroet al., 1999).
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En base a estos antecedentes, se aportan comen-
tarios generales relacionados con algunos aspectos
taxonémicos, ecoldgicos, genéticos y clinicos de algunas
especies del género Neurospora, un conjunto de taxa
fangicos que desde la primera mitad del siglo XX hasta los
tiempos actuales, han aportado enormes contribuciones
como modelos de organismos para el desarrollo de la
genética v la biologia molecular (Dodge, 1927; Perkins.
1992: Galagan et al.,2003; Mannhaupt et al., 2003).

Posicion taxonémica del género Neurospora
Segun ¢l “Dictionary of the fungi™ (Kirk 2t al..
2001), el género Neurospora Shear & B.O.Dodge, per-
tenece a la Division (Phylum) Ascomycota, Orden Sorda-
riales Chadef. Ex D. Hawksworth & O.E.Eriksson, Familia
Sordariaceae G. Winter. Eriksson ef al. (2001), paralela-
mente ubican los Sordariales en la Clase Sordariomycetes
(Phylum Ascomycota), Subphylum Pezizomycotina.

El Orden Sordariales, uno de los mas comunes
grupos taxondmicos de microhongos dentro de los Asco-
mycota. contiene especies incluidas en unos 115 géne-
ros que pertenecen tradicionalmente a 7 familias. Recien-
temente, basandose en los cldsicos conceptos ontogé-
nicos de sus ascomas v en la biologia molecular, las fa-
milias han aumentado a 14 (Huhundorf et al., 2004). La
parafilética familia Lasiosphaeriaceae (complex lasios-
phriaceo) es la mas numerosa y diversificada del orden y
contiene segun los datos mds relevantes bibliograficos
entre 33 y 53 géneros (Kirk ef al., 2001; Eriksson &
Hawksworth, 1998; Huhundorf et al., 2004), mientras la fa-
milia Sordariaceae es la mas estudiada morfolégicamente
(Lundqvist, 1972). El orden presenta generalmente ascomas
raramente estromaticos, peritecioides o cleistotecioides, ne-
gros a olivaceos, de paredes finas o gruesas, a menudo
pilosas, generalmente superficiales. Presentan parafisis ya
sea escasamente formadas, mezcladas entre los ascos, fi-
nas y evanescentes, mas anchas en la base que en sus
4Apices o simplemente ausentes. Ascos cilindricos o clava-
dos, persistentes o evanescentes no fissitunicados
(bitunicados), cuando son persistentes presentan un pe-
quefio anillo apical negativo al yodo. Ascosporas general-
mente con por lo menos una célula negra, con poro
germinal, a menudo con una vaina mucilaginosa o apéndi-
ces. Anamorfos usualmente ausentes 0 en espermacios.
Saprofitos, la mayoria celuloliticos en madera en descom-
posicién, pastos o suelo, pero también coprofilos o
parasitindo otros hongos.

La familia Sordariaceae, incluye 6 géneros de los
cuales los mas comunes son Neurospora, Gelasinospora,
Sordaria y Podospora (los 3 primeros muy relacionados
entre si). Presentan ascomata oscuros no estromaticos, a
menudo de paredes gruesas, usualmente ostiolados con
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perifisis. Parafisis presentes, anchas y de paredes delga-
das, a veces inconspicuas y evanescentes. Ascos cilindri-
cos, de paredes suavemente finas, no fissitunicados, rara-
mente evanescentes, usualmente con un pequefio anillo
apical negativo al yodo (J-). Ascoporas tipicamente café
unicelulares, raramente septadas, elipsoidales o cilindri-
cas, muchas con paredes ornamentadas y/o con una cap-
sula mucilaginosa, pero carecen de cauda. Contiene princi-
palmente especies terricolas y coprofilas.

Muchos de los anamorfos de los Sordariales
producen conidiéforos dematidceos fialidicos con ame-
roconidios mucoides. Un buen nimero de ellos se pre-
sentan como monotipicos, pequefios y dificiles de clasi-
ficar, especialmente los asociados con Chaetosphaeria,
debido a que en algunos los estudios moleculares no re-
flejan relaciones filogenéticas, lo que ha llevado a una
reduccion en su nimero (Réblova & Gams,1999; Samuels
& Blackwell, 2001).

No todos los anamorfos asociados a la familia
Sordariaceae son fialidicos, (Lungvist, 1972; Lodha,
1987). en Neurospora, la ontogenia de su anamorfo
(Chrysonilia von Arx, 1982), es holobldstica, de profusa
esporulacion especialmente en las especies heterotalicas.
En muchos textos ain se mantiene el antiguo nombre de
Monilia, un género considerado un patogeno vegetal que
causa pudricién café blanda en frutos de carozo y no esta
estrechamente relacionado con Chrysonilia.

Determinacion de especies.

Los medios de cultivo y los procedimientos
estandarizados para el manejo de las cepas y cultivos de
Neurospora se describen detalladamente en varios tra-
bajos. en especial se recomiendan los de Perkins et al.,
1976; Perkins & Turner, 1988; Turner efal., 2001. En gene-
ral debe determinarse en forma prioritaria que los cultivos
sean puros mediante subcultivos repetidos desde un solo
conidio y libre de acaros y sus huevos (¢l material colec-
tado se refrigera a -20°C durante 24 horas). El criterio
que emplean estos autores en la identidad de las especies
son los cruzamientos fértiles que producen 50% o mads
de ascosporas negras con una cepa estandar de prueba
(Turner et al., 2001). Los unicos cultivos que son bastan-
tes similares y ficiles de confundir en su comportamiento
de cruzamientos son N. crassa y N. intermedia, porque
presentan el desarrollo de grandes y normales peritecios.,
pero producen entre ellas pocas ascosporas viables (<10%).
Los cultivos putativos de N. intermedia deben ser cruza-
dos con el estandar apropiado de esta especie (Taiwan
FGSC 1766, P 13Ay FGSC 1767, P 17a) o los descendientes
de estas cepas. N. intermedia presenta 2 ecotipos: el ma-
yoritario de color naranja, es indistinguible en apariencia
de los que presentan tipicamente N. crassa 'y N. sitophila,
mientras el segundo tiene color amarillo dorado (azafran),
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el cual presenta grandes conidios con mas nucleos y
ascosporas mas redondeadas (Turner, 1987). Este tiltimo
ecotipo se encuentra cominmente en substratos no que-
mados como las mazorcas desechadas de maiz, principal-
mente en el hemisferio oriental, mientras el primero, en am-
bos hemisferios y principalmente en substratos quema-
dos. La identificacion de especies no debe basarse sola-
mente en el color debido a que algunas especies de M.
discreta son amarillas, como algunos mutantes de V. crassa.
Ademis cl ecotipo amarillo de N. intermedia no presenta
la misma tonalidad observada en las otras especies y se
necesita experiencia y la posibilidad de comparacién con
otras cepas.

Laidentificacion de V. sitophila requiere el uso de
cuidadosas pruebas, en especial los cruzamientos deben
ser en medios de cultivo que tengan papel filtro como fuente
de carbono, el uso de sucrosa en los medios arroja culti-
vos estériles aunque se crucen ambos polos parentales.

Algunas cepas de N. fetrasperma aisladas en el
campo son autofértiles y producen peritecios en los culti-
vos originales o los medio minimos, con ascos de 4 espo-
ras, solo un 2% de las cepas obtenidas fueron de un uinico
tipo parental. Si los cultivos de N tefrasperma contienen
mezclas de V. crassa y N. intermedia, los cruzamientos
arrojan presencia de ascos con 4 y 8 ascosporas. Esta es
una situacién que obliga a purificar las cepas. No todas las
cepas de V. terasperma son interfértiles, las obtenidas de
lugares geograficos cercanos son las mas fértiles entre si.

N. discreta es una especie o quizas un conjunto de
especies mds dificiles de manejar, porque requieren cruza-
mientos muy precisos, debido a un factor genético atn no
identificado. Atin en medios sintéticos con papel filtro como
fuente de carbono se presentan altos niveles de inviabilidad
de ascosporas a pesar de cruzamientos entre especies
relacionadas (Taylor et al., 1986).

Resumiendo, la habilidad de cruzamiento es la mas
conveniente y a menudo el Gnico camino practico para
determinar una especie en este género, donde se reconoce
que las diferencias morfologicas entre los individuos de
diferentes especies son muy tenues y la variacion
intraespecifica entre las ascosporas y la morfologia
vegetativa puede ser tan grande como aquellas entre espe-
cies (Turmer ef al., 2001).

Morfologia del género Neurospora (N.sito-
phila Shear & Dodge, como ejemplo)

Ascomata peritecioides, ostiolados, tinicos, su-
perficiales, ocasionalmente gregarios y parcialmente
inmersos en el substrato. Peritecios globosos a
obpiriformes, de color café oscuro, glabros o con algunas
hifas dispersas en su peridio. Cuello ostiolar papilado a
elongado, delineado en su interior con perifisis. Pared
peritecial compuesta de varias capas de células gruesas,
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las exteriores angulares, caft y transhicidas, 1as interiores
aplanadas, hialinas a subhialinas. Cenfrum con parafisis
(sdlo antes de la madurez), con ascos unitunicados, cilin-
dricos, truncados en el apice, de paredes finas, hasta 160 x
14 pm, con un anillo no amiléide muy refractivo, estipitado.
Ascosporas en niimero de 4 a 8, unicelulares, clipsoidales,
uniseriadas, café oscuras, con estriaciones longitudinales
en su superficie y 2 poros germinales inconspicuos, 23-26
x10-14 pm.

Anamorfo, Chrysonilia sitophila von Arx.

Produce colonias de crecimiento muy rapido
cercanas a los 4 mm por hora (Perkins & Pollard, 1986).
En cultivos a 25°C produce colonias de crecimiento ra-
pido con un didmetro de unos 25 mm en un dia, inicialmen-
te hialinas, posteriormente en presencia de luz se tornan
rosadas a naranja. Hifas conidiégenas postradas o ascen-
dentes, de paredes lisas, septadas, generalmente reunidas
en los bordes periféricos de las colonias, formando ma-
sas de aspecto algodonoso, que dan origen a largas cade-
nas ramificadas de conidios secos, de paredes lisas, for-
mados mediante procesos holotdlicos, de colores claros
o brillantes (amarillo o naranja). de diversas formas;
elipsoidales, cilindricos, globosos a subglobosos, a ve-
ces de formas irregulares, que tienden a desarticularse:
rapidamente en el tiempo 10-15 x 5-10 pm. Estas mitospo-
ras que se producen por brotacién, presentan la estructu-
ra mas joven ubicada en la punta de la cadena (proceso
acropétalo) (Fig 1-1).

Clave de las especies de Neurospora con

anamorfos presentes
1.- Ascos con 8 esporas con estriaciones longitudinales o

dentadastconconcavidades:: = SRl R S 2

Ascos con 4 esporas ............. Neurospora itetrasperma
2.- Anamorfo ausente .............. ( Especies homotdlicas, no

incluidas)

Anamorfo presente, especies heterotalicas ............... 3
3.~ Ascoporas 12:-1 7-uymdeancho!, el ARl =

Ascosporas 21-24 um de ancho con estriaciones den
tadas con numerosas concavidades (pits) ..............
........................................................ Neurospora discreta
4.- Colonias usualmente amarillo dorado o naranja,

ascosporas 19-27 x 12-17 pm (tipicamente 27 x 17 um y
visiblemente mas redondeadas que las otras especies).
Las cepas amarillo doradas presentan conidios gran-
des >11-12 pm de diam., que siempre corresponden a
..................................................... Neurospora intermedia
(Muchas cepas de N. intermedia son de color naranja
v tienen conidios mas pequefios ¢ indistinguibles en
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apariencia de los tipicos de N. crassa y N. sifophila, lo
que no permite una buena identificacion morfologica
de la especie y debe recurrirse a los cruzamientos (ver
Turner ef al.,, 2001).

Colonias casi siempre de colornaranja ..............ccccveeeeee 8§

5.- Ascosporas 27-36 x 14-16 um, mas en punta que

N. intermedia. Conidios 6-8 um de diametro.................
............................................................. Neuropora crassa
(Anamorfo Chrysenilia crassa)
Ascospsoras 23-26 x 10-14pum, mds en punta que M. in-
termedia. Conidios 10-11 pm de didmetro ...........ccooeevveinecns
.......................................................... Neurospora sitophila

(Anamorfo Chrysenilia sitophila)

Importante: La sola presencia de conidios no permite

un buen reconocimiento taxonomico de esta cepa)

Ecologiay distribucién

Las especies de Neurospora tienen ciclos de vida
adaptados a los eventos relacionados con el fuego y mu-
chos de sus aislados se han obtenido de restos de variada
vegetacion quemada. La importancia del fuego se basa en
que este elemento produce un ambiente estéril, rico en
nutrientes a partir de los tejidos vegetales muertos, que
constituyen un substrato necesario para la germinacion de
las ascosporas (Perkins & Turner, 1988; Jacobson et al.,
2004). La tolerancia termal y la fotoinduccién de los
carotenoides de Neurospora spp. fue estudiada ya en el
pasado por Payen (1848, 1859) y otros autores, incluyen-
do Pasteur (en Perkins 1991), quienes comprobaron que
sus conidios naranja sobrevivian los 100°C por 1 hora,
pero no los 140°C. Ademés cuando estos hongos se culti-
vaban en la oscuridad por mas de 8 dias permanecian blan-
cos, pero en presencia de 2 h de luz, sus conidios adqui-
rian tonalidades naranja rapidamente. Posteriormente hubo
otros investigadores que estudiaron su termotolerancia,
demostrando que las ascosporas podian soportar tempe-
raturas de hasta 67°C por 200 min y los conidios superiores
alos 100°C (Fahey et al., 1978). Es por esto, que a pesar de
que el fuego quema las capas externas de la corteza de los
arboles y los tejidos subyacentes causando la muerte de
éstos, las ascosporas v los conidios subsisten. La coloni-
zaci6n de la vegetaciéon puede asociarse a la dispersion
aérea especialmente por sus conidios pero también debe
considerarse la microfauna como otro factor. Jacobson ef
al. (2004), comentan el posible reservorio de las esporas o
micelios en los habitat examinados cuando el fuego no se
ha presentado por afios o décadas y concluyen que debe
ser el suelo su reservorio basico, una opinién compartida
por otros autores (Pandit & Maheshwari, 1996). Se mantie-
ne la duda del rol de la colonizacion primaria por las
ascosporas, al conocerse que generalmente son los
conidios los mas empleados en la dispersién. Si la coloni-

zacion primaria del substrato se debe a las ascosporas, no
se conoce como éstas puedan ubicarse a profundidades
seguras en el suelo que les permitan sobrevivir al fuego de
los incendios. Al parecer, la microfauna que frente a los
inicios de un incendio tiende a buscar refugio a profundi-
dades mayores en el suelo, puede ser de gran ayuda en el
transporte de ascosporas y conidios, ademas de las fuer-
zas de dispersion de las corrientes de aire que se producen
por la accion calorica del fuego.

Segun los registros globales en las poblaciones
naturales del género (Perkins & Turner, 1988; Turner ef a/
.2001), Neurospora crassa se encuentra regularmente en
sitios quemados en Africa, India y el hemisferio oeste (Ca-
ribe, norte de Brasil y el sudeste de USA y Mexico). V.
intermedia, la especie mas comun (aproximadamente el 65
% del total de las 5 especies biolgicas reconocidas) tiene
el mismo rango que V. crassa y ademas se ha registrado en
el sur de Asia, Australia e islas del Pacifico, el sur de Brasil
y actualmente en Chile (aislamiento enviado por el primer
autor y registrado en la coleccion del Dr Perkins; comuni-
cacion personal del Dr. Jacobson, Dep. Biol. Sci. Standford
University Standford Ca.). N.discreta, se restringe a zo-
nas subtropicales en especial las costas de marfil, mientras
N. sitophila y N. tetrasperma es abundante en las Améri-
cas, Tahiti y el oeste de Africa, pero al parecer su presencia
en ambientes quemados se ha registrado en muchas otras
localidades geograficas, en especial N. fefrasperma que
posiblemente puede tolerar grandes rangos de temperatu-
ra y humedad més que las otras especies.

Muchas de las poblaciones naturales de Neuros-
pora se han obtenido de diversos substratos no relaciona-
dos con el fuego (aire, alimentos importados, polen de abe-
jas, filtros de refinerias de aziicar, madera tratada al vapor,
ensilaje de maiz, etc. (sin excluir las panaderias). Su presen-
cia fuera de su ambiente natural puede representar un pro-
blema ecolégico no resuelto, quizas nos olvidamos del
poder de adaptacion de los hongos y la capacidad de
dispersion vegetativa por largos periodos y su alto rango
de crecimiento lineal que oscila entre 3 a 5 mm por hora
(Perkins & Pollard, 1986), pero si se analiza en forma global
y con datos mas precisos se concluye que su presencia
guarda siempre relacion con las localizaciones geografi-
cas donde las poblaciones se presentan en substratos
quemados. (Turner et al., 2001).

Las especies de Neurospora se presentan princi-
palmente en suelos de regiones humedas tropicales y
subtropicales, pero las poblaciones difieren de region en
region, sin embargo se observd que actualmente son colo-
nizadores comunes primarios de drboles y arbustos que-
mados, madera chamuscada en zonas forestales (Perkins
& Turner, 1988; Turner ef al., 2001). Unos de los primeros
reportes de Neurospora en bosques de pino quemados
fue en Tokio en el afio 1923 (Kitazima, 1925). Jacobson e!
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al.(2004), obtuvieron muchos aislados en el oeste de Ame-
rica del Norte en regiones forestales a menudo frias y
secas, sin encontrar una especificidad de hospedador. El
95% de las especies correspondieron a N.discreta, un 4%
a . sitiophila (en Nuevo Mexico) y menos del 1% a .
crassa. Recientemente, en Europa debido a los grandes
incendios que afectaron Portugal se ha motivado la bis-
queda de cepas de Neurospora en la vegetacion quema-
da; mientras su presencia usualmente se encuentra bajo la
corteza, muchas de las cepas fueron observadas creciendo
fuera de la madera y sin una especificidad de hospedadores
vegetales (Videira, 2003). El suelo es al parecer el mayor
reservorio de micelios y esporas va sea en dreas quema-
das o no y si la recuperacion de sus especies desde este
ambiente sugiere un reservorio de sus ascosporas, €l cre-
cimiento que se observa en el campo es casi siempre ente-
ramente asexual con abundante produccion de micelio y
mitosporas pero no ascosporas. No obstante, éstas se¢
obtienen mediante cruzamientos en el laboratorio, lo que
indica la existencia de variadas poblaciones recombinantes.
La germinacion de ascosporas podria producirse en el
ambiente en forma primaria y ser seguida de una rdpida
produccion de conidios como una extensiva colonizacion
secundaria (Jacobson et al. 2004). Los anamorfos de las
especies de N.crassa, N.sitophila, N.intermedia,
N.tetraspermay N.discreta, son muy visibles en la natura-
leza por presentar generalmente un distintivo color naran-
ja, rapido crecimiento y profusa produccion de conidios
polvorientos.

Powel ef al.(2003), comentan la diversidad enla
composicion de especies de Neurospora y la variacion
genética entre especies individuales en ambientes reduci-
dos, encontrando hasta 3 especies y 6 diferentes haplotipos
en un mismo tallo de cafia de azucar tostada por el fuego;
amenudo con la presencia de varios individuos ocupando
la misma posicion. Esta situacion que se ha observado en
otras especies fingicas, no parece concordar con los es-
tudios posteriores en amplias zonas forestales menciona-
dos anteriormente (Jacobson ef al.,2004). La presencia de
varias especies con idénticos requerimientos ecologicos
parece no limitar la exclusion competitiva de las especies
de Neurospora en ambientes inestables.

Neurospora y sus anamotfos, se asocian desde
hace mucho tiempo con las labores humanas, por su pre-
sencia cosmopolita en madera, industrias de contrachapa-
do, en maderas tratadas al vapor, en pastos quemados a lo
largo de ferrovias y caminos, en rastrojo quemado de cafia
de azficar, en tortillas de soya y mani (inoculados con sus
conidios) en los mercados orientales de Java, para el apor-
te de nutrientes y el sabor caracteristico a moho (Perkins,
1992; Perkins & Davis, 2000). Cuando los filtros de fango
de las refinerias de azicar se emplean para fertilizar los
campos, se produce gran cantidad de crecimiento y fructi-
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ficacion de este hongo en muchas hectdreas a la redonda
(Shaw, 1990). Los primeros estudios cientificos sobre el
taxon en ¢l ambiente datan de 1843, al contaminar, enun
caluroso y hiimedo verano, el pan de panaderias del ejérci-
to en Francia y reportados como “Champignons rouges du
pain”, (Payen, 1843, en: Perkins, 1992). Una revision actual
y extensa de la presencia de las especies de Neurospora
en las panaderias (¢l llamado actualmente moho rojo del
pan), puede obtenerse del trabajo de Yassin & Wheals
(1992). Sus formas vegetativas se denominaron antes de
1927, en forma sucesiva como: OQidium aurantiacum,
Penicillium sitophilum y Monilia sitophila (Perkins, 1992).

La llamada mancha del corcho, representa uno de
los mas desagradables sabores que estropean el vino en
botellas. Los compuestos asociados con las manchas se
deben generalmente a metabolitos microbianos produci-
dos por la microbiota asociada a esta corteza durante los
largos procesos de almacenamiento y transporte del cor-
cho y su subsecuente filtrado al vino (Lee & Simpson,
1993). Muchos de los hongos aislados del corcho después
de la cosecha y desde el aire de las industrias que produ-
cen tapones, pertenccen a diversos géneros de hongos
filamentosos y levaduriformes, principalmente Penicillium,
Cladosporium, Chrysonilia, Paecilomyces, Aspergillus,
Trichoderma, Mucor, Candida y Rhodotorula. .

Chrysonilia sitophila, es uno de los hongos mas
predominantes ya sea en los procesos de manufactura,
como en el corcho verde o normal, contribuyendo decidi-
damente en las reportadas alteraciones del vino. Sin
embargo, este hongo juega un rol importante en los
procesos de maduracién del corcho en la naturaleza
(Danesh ef al., 1997). Mas aun, C.sitophila pucde ser
explotada por los productores de corcho por su capacidad
de inhibir el desarrollo de otros hongos y no producir los
compuestos responsables de su tincién atiin en presencia
de clorofenoles (Silva et al., 2000).

Las enzimas producidas por C. sitophila, parecen
tener aun muchas aplicaciones diversas ya sea en la
degradacion de la lignina de maderas duras chilenas (Man-
silla et al., 1997). como en la ganaderia transformando el
inatil bagazo de cafa en insumo para la produccion de
pienso, gracias a que las enzimas que produce, son capaces
de romper la estructura quimica del substrato (Capobianco,
2000).

Aspectos historicos

Neurospora sitophila, fue primeramente repor-
tada en 1843 como contaminante en panaderias en Paris
y estudiada como un organismo experimental cuando Shear
& Dodge (1927), del departamento de Agricultura (USA,
Washington D.C) descubren sus estructuras sexuales, y
aplicaron una nueva nomenclatura a 3 especies del grupo
“Monilia sitophila”. Las cepas de Neurospora con 8
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esporas por asco y autoestériles (heterotdlicas) se
denominaron como Neurospora sitophila y N. crassa y
las de 4 esporas por asco como autofértiles (pseudo-
homotalicas) como N.tefrasperma. El término pseudo-
homotalico se aplica a las especies que contienen
ascosporas con nucleos de ambos tipos recombinantes (+
v -). al contrario de las especies heterotalicas que poseen
un solo tipo de niicleo (+ o -). Los posteriores sucesos de
Bernard O. Dodge, quien reconocié la importancia de
Neurospora como un organismo extremadamente manejable
genéticamente., permitié nuevos aportes de otros
genetistas, hasta que Beadle y Tatum (1941), delinearon el
.campo de la genética moderna demostrando claramente la
relacion entre genes v proteinas, formulando su famosa
hipdtesis: “un gen una enzima”. En la tltima mitad del siglo
pasado, Neurospora contribuyo a comprender los funda-
mentos de los sistemas de defensas del genoma, la
metilacion del DNA, la importancia de las proteinas
mitocondriales, el ritmo circadiano, la diferenciacion celular
vy muchos otros aspectos de la biologia de los eucariontes.
Interesantes detalles y eventos historicos se
encuentran en el trabajo de Perkins (1992), uno de los
mayores bidlogos dedicado al estudio de Neurospora.
Recientemente, Galagan ei al.(2003), en Nature, presentaron
la lista completa de genes del genoma de Neurospora con
sus aproximadamente 40 Megapares de bases con unos
10.000 genes que codifican proteinas (un 25% menos que
los encontrados en Drosophila melanogaster). Los
analisis de sus set de genes han permitido conocer aspectos
desconocidos de sus biologia, tales como la produccion
de metabolitos secundarios, diferencias importantes en las
sefiales de Ca?* al compararlas con las plantas y animales,
un amplio conjunto de mecanismos de defensa del genoma
tipico de los organismos eucariontes e incluso un proceso
unico en los hongos llamado RIP (“Repeat-induced point
mutation”), cuyo impacto en las secuencias del genoma
provee una herramienta para estudiar la evolucion en un
organismo que no puede desarrollar nuevos genes por la
duplicacion de éstos durante el ciclo sexual en Neurospora.
Esta situacion, constituye un mecanismo de defensa para
destruir DNA fordneo, como el de los virus invasores.

Aspectos genéticos
N. sitophila y N. intermedia, al igual
que la familiar especie parental N.crassa, son hetero-
talicas y con 8 esporas en el asco: en estas especies la
especificidad de apareamiento es determinada por un inico
locus con 2 tipos de apareamiento 4 y a. Cuando se cruzan
2 cepas compatibles (4+a) se producen peritecios que
contienen ascos con 8 ascosporas viables de color negro
dispuestas en forma linear (vea Raju 1992, parael ciclode
vida y desarrollo del asco en N.crassa).
Turner & Perkins (1979), fueron los primeros en

observar que las ascosporas de N. sifophila o N. inter-
media, mueren en ciertos cruzamientos como resultado
de la accion de un factor abortivo causado por la accion
de elementos cromosémicos (un complejo de genes)
llamado asesino de esporas (“spore killer(Sk) ). La muerte
ocurre cuando uno de los progenitores contiene los ele-
mentos killer (Sk*) y el otro la contraparte sensitiva (Sk*).
Al parecer, s6lo en cepas aisladas desde la naturaleza yen
presencia de cruzamientos heterocigotos (Sk* +Sk%), los
ascos contienen 4 ascoporas viables de tamafio normal y
4 ascosporas que son muy pequefias ¢ inviables. El factor
killer se expresa en los productos post meidticos, causan-
do la muerte de las ascosporas que no reciben el elemento
killer. Raju (1994), discute en forma amplia el significado
de las esporas fiingicas asesinas en organismos indi-
viduales y poblaciones. Turner (2001), comenta la distri-
bucion geografica de las cepas asesinas de Neurospora y
las resistentes; posteriormente el mismo autor (2003),
analiza 2 locus adicionales en N.crassa relacionados con
¢l sistema ‘meiotic drive’ (Sk2). Las esporas killer no solo
se conocen en Neurospora, sino se han encontrado en
otros hongos relacionados, como Podospora anserina,
Gibberella fujikuroi y en Cochliobolus heterostrophus.

La incompatibilidad del heterocarion

Saupe (2000). resume lo que se considera como
un heterocarion y su posible significado bioldgico,
considerado un fendmeno ampliamente disperso entre los
hongos filamentosos, donde existen dos sistemas de
reconocimiento: el sexual y el vegetativo. El reconocimiento
sexual es controlado por un tipo de locus de apareamiento,
mientras el reconocimiento vegetativo es controlado por
el sistema de incompatibilidad vegetativa (o heterocarion).
El reconocimiento vegetativo idéntico/no idéntico, es critico
en estos organismos, debido a que ellos sufren espon-
tdneamente eventos de fusion vegetativa dentro de las
células pero también entre individuos. Esta fusion de células
o anastomosis, conduce a una mezcla de citoplasma y a la
formacién de un heterocarion vegetativo o células que
contienen tipos de nicleos de origen diferente. La
viabilidad de estos heterocarion es genéticamente contro-
lada por locus especificos llamados her (=heterocarion
incompatibilidad) o vic (= incompatibilidad vegetativa). Un
locus het, puede ser definido como un locus donde el
heterotalismo no puede ser tolerado en un heterocarion y
cuando 2 individuos fiingicos que difieren genéticamente
en un locus her se fusionan (con alelos ket s y het S), las
resultantes células heterocaridticas son rapidamente
destruidas o severamente inhibidas en su crecimiento, en
dependencia del locus het implicado. En este caso las hifas
periféricas de las colonias se fusionan (pero mueren), las
hifas que las rodean no se pigmentan y la linea de células
muertas entre las 2 colonias actia como una barrera para
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que las colonias puedan crecer juntas. Un iinico aminoacido
de diferencia entre het-s y het-S, es suficiente para producir
una incompatibilidad (Deleu, ef al., 1993; Wickner, 1997).

Un nuevo prion que controla la incompatibilidad

de la fusion de la célula fiungica.

N.crassa, guarda estrecha relacion con Podos-
pora, otro género de Ascomycete filamentoso. Una de
sus especie P.anserina, es considerada un elemento
importante para el andlisis de los genes het-s especial-
mente porque la mayoria de sus ascos tienen 4 ascosporas.
Dos fendmenos se asocian con el polimorfismo en el
locus het-s de esta especie: incompatibilidad vegetativa
y aborto de las ascosporas. Las cepas que son genoti-
picamente het-s se presentan en 2 clases fenotipicas [Het-
s] vy [Het-s*]. [Het-s] es un fraticida prion protéico fiingico
recientemente descubierto (Constou ef al. 1997), rela-
cionado con un controlado programa genético de muerte
celular en la incompatibilidad del heterocarion. De la
misma manera que el [PIN+] descubierto en levaduras
(Derkatch et al. 2001), estos priones se basan en la
autopropagacion de la forma amiloide de la proteina
infectante codificada cromosémicamente. Cuando las hifas
infectadas con el prion [Het-s] se fusionan con las hifas
[Het-S], las resultantes células heterocaridticas sufren
necrosis. Sin embargo las cepas [Het-s] y [Het-S] son
sexualmente compatibles, pero cuando una hembra [Het-s]
se cruza con [Het-S], un porcentaje significativo de esporas
het-S sufren aborto, en una manera similar a la muerte de
esporas en Neurospora y Podospora (Para mayor infor-
macion consultar: Constou ef al., 1997; Saupe, 2000,

Maddelein et al., 2002; Perkins, 2003; Balguerie ef al., 2003).

Concepto filogenético de especie en Neuros-
pora

El concepto de especie en los hogos, ha sidoy es
aun un tema de muchas controversias, especialmente en
los tiempos actuales donde los caracteres fenotipicos (es-
pecie morfologica) y el aislamiento reproductivo (especie
biologica), ampara multiples clades genéticamente dife-
renciadas (especie filogenética). Los resultados de estas
diferencias empiricas en las metodologias para el reconoci-
miento de especies, no solo se ha demostrado en los hon-
gos (Taylor et al., 2000; Harrington ef al., 2002, en Dettman
et al., 2003), sino en otros organismos (van Open ef al.,
2000 en Dettman et al., 2003a). El reconocimiento de una
especie filogenética, se ha basado principalmente en el es-
tudio de la genealogia de un tinico gen, la cual no necesa-
riamente representa la filogenia de un determinado orga-
nismo por no tener la habilidad de detectar la reticulacion
que se espera dentro de una especie recombinante
(Dettman ef al., 2003%). El uso de la genealogia de mmltiples

genes para reconocer los limites de una especie se ha
aplicado en un pequefio nimero de especies fiingicas
(Kasuga et al., 1999; Taylor et al., 2000; Kroken &Taylor,
2001; Dettman ef al., 2003%). En el ascomycete género
Neurospora, el reconocimiento de 1a especie biologica, ha
sido el mas aplicado entre los hongos, con mas de 4500
aislamientos estudiados en la coleccion del Fungal Genetic
Stock Center (http://www.fgsc.net), mediante cruzamien-
tos con las especies de prueba (Turner ef al., 2001). Sin
embargo, para N. crassay N.intermedia, se necesita mas
de un par de cepas de control para identificar los nuevos
aislamientos, debido a que no todos los miembros de cada
especie se cruzan con un solo par de prueba. Y en el caso
de N.intermedia, 1a poblacién asociados a alimentos y re-
presentada por aislamientos con grandes conidios amari-
lios, a pesar que presentan éxito en ciertos cruzamientos
con sus pares de N.intermedia (el ecotipo amarillo mues-
tra una reducida fertilidad cuando se cruza con el ecotipo
naranja), es posible que éstos estén aislados genéticamente
en la naturaleza y las pruebas de cruzamiento no puedan
distinguir el actual flujo potencial de genes. Por lo tanto
podemos definir una especie que encierra mis de un gru-
po genéticamente aislado (Taylor ef al., 2000). Esto se ha
demostrado claramente estudiando los 5 tipos de Neuros-
pora heterotalicas (capaces de cruzarse con sus pares
parentales) mediante el estudio de varios locus indepen-
dientes del niicleo, identificando grupos geneal6gicos
monofiléticos confirmadosen concordancia por la mayo-
ria de estos locus o aceptados por lo menos en un locus,
pero sin que se contradigan con los otros. Con este estu-
dio se reconocieron un total de 8 especies filogenéticas,
cinco de las cuales corresponden a las especies bioldgicas
tradicionales y 3 a especies cripticas filogenéticas nuevas.
Con esto se demuestra que el criterio filogenético presenta
ventajas frente al criterio tradicional de la compatibilidad
reproductiva en Neurospora, un modelo de organismo
que permitira en el futuro no sélo el reconocimiento de sus
especies, sino los eventos de especiacion y la genética del
aislamiento reproductivo en este género y en otros donde
no es posible un reconocimiento de especie biologica (para
mas informacion ver Dettman ef al., 2003 ). Agregando
otro ejemplo, anteriormente a los trabajos de Kasuga et al.
(1999). se pensaba que H. capsulatum comprendia 3 va-
riedades (dubosii, capsulatum y farciminosusm). Las re-
acciones de cruzamiento entre los individuos de estas 3
variedades se consideraron una especie unica. Los traba-
jos previos en H. capsulatum var. capsulatum, con el gru-
po de Kobayashi’s, descubrieron clases de aislamientos
que presentaban diferentes grados de patogenicidad y
variacion en sus dcidos nucleicos, sin considerar la situa-
cion de multiples especies. Sin embargo, Kasuga ef
al.(1999), al usar 4 genealogias de genes pudieron identifi-
car 6 taxa genéticos aislados entre los 46 aislamientos que
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representan todas las variedades y clases. Una de las es-
pecies filogenéticas fue idéntica a H.capsulatumn var,
dubosii, 5 de las especies filogenéticas correspondieron a
H. capsulatum var. capsulatum y algunas de ellas eran
idénticas a las clases ya mencionadas. Los aislados de
H.capsulatum var. farciminosusm no forman una especie
filogenética. Originalmente todos los aislamientos tienen
el mismo genotipo y este cae dentro una de las 2 especies
Sudamericanas de H.capsulatum var, capsulatum. Apa-
rentemente, este genotipo tiene la habilidad de causar en-
fermedad en la piel y ha pasado clonalmente de animal a
animal. Estas situaciones orientan claramente que la con-
cordancia genealdgica e en el reconocimiento de especie
filogenética se desempefia mejor que el reconocimiento de
especie bioldgica y morfologica (Taylor et al., 2000).

Aspectos patolégicos

Neurospora no se considera como un fitopa-
togeno, a pesar de que la vegetacion tostada por el fuego
es su substrato natural, no se ha visto invadir tejidos
vegetales vivos o causarles algin tipo de enfermedad.
Perkins & Davis (2000), en sus antecedentes bibliograficos,
comentan que las especies de Neurospora son aparen-
temente incapaces de causar enfermedades cn los
mamiferos debido a que poseen caracteristicas especiales
que no permiten causar efectos adversos en los animales,
especialmente por ser aerobios obligados, incapaces de
crecer en el intestino, vejiga, tejidos o sistémicamente. La
asociacion de especies de Neurospora con el entorno
humano ya ha sido descrita anteriormente en el punto
ecologia y distribucion y a pesar de las muchas oportu-
nidades de exposicion de sus propagalos de dispersion
aérea, no parece que los integrantes de este género puedan
constituirse en un problema de salud publica en la poblacion
sana. Mas atin cuando sus propiedades fisiologicas se
han usado ya sea: como alimento directo en un producto
altamente nutritivo a base de soya que se vende en los
supermercados y tiendas en Java (llamado “Chom™), en
alimentos orientales como el Koji, en bebidas fermentadas
en Brasil, como alimento en Borneo desde campos
quemados después de la cosecha de arroz y en su presencia
regular en la preparacion del queso Roquefort en el sur de
Francia (en Perkins & Davis, 2000). Incluso los textos de
micologia médica mencionan esporadicamente algiin efecto
patgénico, principalmente como alergenos (Kwon-Chung
& Bennet ,1992; Sutton ef al.,1998; De Hoog et al., 2000) .

La literatura médica parece concordar con su
aparente escasa relacion en clinica humana. Theodore ef
al. (1961), reportan un caso de endoftalmitis por C. sitophi-
la, Tarlo et al. (1996), comunican casos de asma ocupacional
inducido por C. sifephila en una industria de maderas.
Remko ef al.(1998), revisan la literatura internacional en la
alergia ocupacional respiratoria en trabajadores de

panaderia y encuentran una clara relacion entre exposicion
y respuesta de algunos alergenos presentes (entre ellos el
anamorfo de N.sitophila), mientras Wink ef al.(2004),
encontraron que en los trabajadores asociados a la indus-
tria del corcho, el asma ocupacional no guarda relacion
con la sensitividad a los hongos en su ambiente de trabajo
(C.sitophila, Pencillium glabrum y Trichodrma longibra-
chiatum). A pesar de ciertas controversias, las tablas de
los mayores inducidores de asma ocupacional, describen
entre sus agentes biolégicos a Neurospora en los
trabajadores de maderas prensadas.

Como contaminante exogeno en los laboratorios
de microbiologia se ha ganado cierto prestigio, por su
rapida dispersion en el ambiente y en ese sentido hemos
tenido algunas experiencias al trabajar con algunas de sus
aislados, sin embargo, no es un problema cuando se
mantiene un buen aseo y esterilizacion de las placas
desechadas. La literatura actual comunica un caso de
peritonitis causada por C. sitophila en un paciente bajo
dialisis peritoneal (Raiz ef al. 1996). También se ha
encontrado como contaminante en botellas de liquido de
dialisis peritoneal en un examen de rutina en un hospital
de Brasil (Febre ef al., 1999), una situacion que sugiere un
control constante de estos fluidos que puede se la causa
de peritonitis descritas con anterioridad por otros hongos
filamentoso, como es €l caso clinico detectado por primera
vez en nuestro pais. En nuestros tiempos las personas con
compromiso inmune, en especial con HIV se han visto
asociadas a una variedad cada vez mayor de micosis
oportunistas de origen exdgeno, donde se ha descrito
también un caso de infeccion pulmonar por Neurospora
sitophila en un paciente masculino de 48 afios ( Hood &
Moore, 1997; Stephen & Caroline, 2004).
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