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RESUMEN

En estas notas micoldgicas, se comentan los as-
pectos taxonoémicos, ecol égicosfisioldgicosy moleculares
de 2 especies flngicas filamentosas oportunistas en hu-
manos tales como: Tritirachium oryzae y Paecilomyces
formosus, poco conocidas en su distribucion en Chile. Al
mismo tiempo se aportan datos recientes de la literatura
referentes aladistribucion y patologia de los nuevos inte-
grantes de de la seccion Fumigati de Aspergillus, con
énfasisen el complegjo A. viridinutans, un grupo de espe-
cie morfol 6gicamente similaresy generalmente oportunis-
ta en humanos y animales, las cuales no han sido bien
definidas en la Ultimas décadas.

Tritrachium oryzae (Vincent)de Hoog. Studies

inMycology 1:12(1972)

=Beauveria oryzae Vincens: 122 (1910)

=Beauveria brumptii Langeron & Lichaa: 133 (1934)

=Spirotrichum purpureum Saito: 1 (1939)

=Spirotrichum musae J.F.H. Beyma, Antonie van
Leeuwenhoek 6: 288 (1940)

=Tritirachium purpureum Saito ex J.F.H. Beyma,
Antonievan Leeuwenhoek 8: 118 (1942)

=Tritirachiumroseum J.FH. Beyma, Antonie van
Leeuwenhoek 8: 119 (1942)

=Tritirachiumviolaceum Tatarenko: 90 (1952)

El géneroTritirachium Limber (sp.tipo T. depen-
densLimber), contiene principa mente especiesanamarficas
clasificadas historicamente en la absoleta clase
hyphomycetes, posteriormente ubicadas en incertae sedis
dentro de los Pezizomycotina (Ascomycota), con 3
especies cominmente aceptadas (van Beyma 1942; de
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Hoog 1972; Kirk et al. 2008). La especie tipo, obtenida
desde raices muertas deYucca treculeana Carriére, desde
Cuba, fue separada de Verticillium por Limber (1940), y
Su nueva nominacién genérica se basd en la similitud de
su conidioforo geniculado al raquisdel trigo (Triticum). El
género estuvo integrado por otras especies, muchas de
ellas actualmente en sinonimia o incluidas en los
Clavicipitaceae (MacLeod 1954; deHoog 1972; Kirk etal.
2008) y aparentemente, solo se reconocen en laactualidad
6, dos de €ellas aln no determinadas ( Schell et al., 2011).
Estos Ultimos autores mediante biologia molecular con
multigenesy 14 aidados, confirmaron que sus linajes no
tenian relacion con las Clavicipitaceae u otros
Ascomycota, sino con los Pucciniomycotina en
Basidiomycota (enlosnuevostaxas: Tritirachiomycetes,
TritirachialesTritirachiaceae), loscualespresentan hifas
multinucleadas, poro septal ssmple, conidiéforos subhia-
linos adematiaceos, con células conididgenas simpodiales
subhialinas a dematiaceas que se presentan en racimos o
desordenadas, con conidios sobre un elongado raquis.
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Figural. A-B-C-D. Tritirachium oryzae. A. colonia en PDA, B. i
Conididfor oscon ramificacion en cultivosjvenes, C. Conididforos
ramificadosy célulasconidialeselongadasformando un raquis, D.

Céulaconididgenay conidios.

Teleomorfo desconocidoy no descrito en ninguna
especie. Shell et al.(2011), comentan que la sola identi-
ficacion con criterios morfol 6gicos es probleméticaen el
taxon y que sus andlisis filogenéticos no soportan la
circunscripcion existente de algunas especies. Rein-
troducen T.roseum por ser su extipo claramente diferente
de los aislados de T. oryzae. Concluyen ademas que la
cepa, NRRL 2312, T. album Limber (= Engyodontiumalbum
(Limber) de Hoog), muestra por las secuenciasde I TS que
esun miembro delas Clavicipitaceae en congruenciacon
su clasificacion (de Hoog 1972), mientras las secuencias
del extipo def Tritirachium cinnamomeum, considerado
un miembro de Nodulisporium (Xylariales, Asocomycota),
indican que pertenece a género Tritirachium (de Hoog
1972), Hugues et al. (2012), al estudiar molecularmente
una especie morfol 6gicamente similar a Nodulisporium
(N.cylindroconium), previamente descrita como “Tritira-
chium sp.”, observaron que se agrupaba cerca de Tritira-
chium enlosPucciniomycotina, sinembargo, debido asu
diferente conidiogénesis, propusieron, €l nuevo género
Paratritirachium.

Basandose en caracteriatricas macro y micros-
copicas, |as especies mas comunes como, T. dependensy
T. oryzae, pueden separarse répidamente debido a que el
primero presenta tonos cafesosos y conidiéforos
frecuentemente ramificados; cada rama termina en un
racimo de células conididgenas simpodiales. Mientras T.
oryzae tiene colonias generalmente en tonos vinaceos-
purpuray conidioforos que se ramifican raramente (van
Beyma, 1942, de Hoog 1972, Limber 1940, Mehrotraand
Basu 1967). Sin embargo, puede encontrarse una
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sobreposicién de algunas caracteristicas morfol dgicas
entre T.dependensy T. cinnamomeumm o entre T. oryzae
/ T. roseum, y los conidios de algunas de estas 4 cepas,
son bastante similares en tamafio ( Schell et al. 2011), lo
gue puede erréneamente colocar el aislado en cualquiera
delos 2 grupos.

LasespeciesdeTritirachium no son muy comunes
e integran una pequefia parte de la biota flngica. Es un
género relacionado con Beauveria, Engyodontium y
Aphanocladium ( DeHoog 1972-1973; Gamset al, 1984).
Sus especies parecen ser saprotrofas, en ambientes
diversos asi como patogenas de insectos (Pakshir, et al.,
2013). Incluso se ha detectado una especie en ambientes
marinos (T.album)( Wieseet al.2011), mientras T. oryzae,
se presentaen suelo, aire, vegetaciony ambientesinternos
(Samson 2009), no existe informacion relacionada ala
inhalacion de sus conidiosy los posibles efectos toxicos
0 aergénicos. Se ha detectado en superficies mediante
métodos de impresion y muestras de aire cultivables
(aparato de Anderson u otros por impacto), sin embargo,
COMO Sus esporas no tienen una distintiva morfologia en
las muestras obtenidas por impacto, se caracterizan como
«otros conidios sin color». Se aisla con ciertafrecuencia
desde papdl, yute, textiles, adhesivos, y papeles murales.
Su habitat natural es el suelo y material vegetal en
descomposicién, sin embargo, debido a su capacidad de
crecer lentamente a 37°C,(Fig.1A), raramente se ha
reportado en infecciones oportunistas de la cornea
(Rodrigues & Laibson 1975), dermatomicosis del cuero
cabelludo (Moraeset al. 2010), asi como en onicomicosis
Naseri, et al., 2013). No hay muchainformacion sobrela
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capacidad patogénica de los miembros de esta nueva
familiaTritiraciaceae, salvolacapacidaddeT. albumde
producir una serina proteasa. En general las proteasas
gjecutan una larga variedad de funciones ya sea a nivel
celular como anivel de 6rganos, para producir un sistema
de cascada, como hemostasis e inflamacion y ser
responsables de procesos complejosen lafisiologiade la
célula como también en producir anormales condiciones
patofisiologicas (Rao et al. 1998).

Nuestro aislado proviene de una muestra de
expectoracion deunamujer de 48 afios, con antecedentes
de EPOC y descompensaciones frecuentes durante €l
Ultimo afo. Por presentar imagenes radiol 6gicas de
probable sobreinfeccion atipica, se solicitd cultivo de
expectroracion (positivo) y luego lavado broncoalveolar
(en este ultimo no hubo desrarrollo del hongo), por lo que
se interpreté como una contaminacion ambiental.

T. oryzae (T. roseum es muy semejante), tiene colo-
nias de colores vinaceos-lila pdido (Fig. 1A).El reverso
tieneunacoloracion quevariadel rojo cafépalido a café
rojizo oscuro; olor ausente. El micelio produce conidiéforos
guetienen ramas lateral es con puntas que terminan en zig
zag, caracteristicos en €l género. Conidioforosy células
conidiégenas dematiaceas para todos |los aislados,
caracterizadas por un fértil y elongado raquis; conidios
hialinos (ocasionalmente subhialinos), unicelulares,
esféricos aelipsoidales, 2.1-3.3 x 1.6-2.6 um (media 2.5 x
2.1um).

Losconidiosdelasdiferentes especies son también
hialinos (occasionalmente subhialinos), unicelularesy sus
medidas son las siguientes: T. dependens (holotipo) 2.7-
4.0 x 2.2-3.3um(media3.2 x 2.5); T. dependens(cultivo)
2.9-41x1.8-3.2pm(media3.3x 32.7); T.cinnamomeum
3,6-54x2.4-3.4um (mediad.2x 2.9); T.sp. (CBS265.96)
24-42x1.9-33um(media3,6x2,8); T.oryzae2.1-3.3x 1.6-
2.6pm(media2,5x 2,1). Lasdificultadesen identificar los
aislados basandonos solo enlamorfologia, secomplican
por lafaltade aislados delas varias especies, mientras T.
oryzae es la Unica especie bien representada en las
colecciones de cultivos.

Nuestro aislado no difiere mayormente de la
descripcion de de Hoog (1972), sin embargo, nosinteresd
su crecimiento lento a37°C (6-7mm en 10 diasen MEA),
colonias de un color violetapdlido (Fig.1A) y unreverso
café vinaceo, micelio hialino a cafesoso en el tiempo,con
conidi6foros angostos de color café, lisos (2-3 um), con
células conidiogenas que se presentan en la parte més
apical, dispuestas solitarias a ambos lados y a veces en
pequefios racimos de 2-3, en forma verticilada, dilatadas
en su base y adelgazandose hacia el dpice formando un
raquisgeniculado de25-30x 1um, (Fig.1D), pero agunos
bastante mas largos y que presentan en ambos lados
conidios hialinos, lisos, de paredes delgadas, subglo-
bosos a elipsoidales, 2-3 (-3,3) x 1,5- 3 um (Fig.1C).
Clamidosporas ausentes. Teleomorfo ausente después de
30dias.
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Schell et al. (2011), en sus observaciones con €
microscopio electronico de transmision revelaron la
presencia de un poro simple, uniperforado, con ausencia
dedoliporosy cuerpos Woronin enlashifasde T. euginum
(unacaracteristicadelosBasidiomycetesenlasubdivision
Pucciniomycotina.

El diagnostico molecular de T. oryzae puede
confirmarse por secuencias de PCR de los espacios de
transcripcion interna de los genes de DNAr . In vitro los
test de susceptibilidad han demonstrado su sensibilidad
al itraconazol y posaconazol ( Naseri et a2013). Shell et
al.(2011), enladescripcion delosintegrantes de lanueva
clase Tritirachiomycetes, analizaron las regiones de 4
genes (las largas subunidades nucleares, las pequfias
subunidades nucleares, DNA, espacios de regiones de
transcripcion interna, incluyendo las subunidades 5.8S del
DNAu, las subunidades de DNAr y el factor detranslacién
de elongacion la. Ademas de datos de secuencias
adicionales de DNA-directo, RNA polimerasa subunidad
Il para algunas especies.

Wyk et al. (2000), comentan que uno de los
métodosfécilesde reconocer, laconidiogénesissimpodial,
es siguiendo el brote hacia afuera de un primer conidio
apical, donde la célula conidiégena rapidamente se
extiende hacia un nuevo punto de crecimiento justo atrés
y a unlado del primer conidio, formando un nuevo apex,
€l cual se convierte en un nuevo conidio y asi sucesi-
vamente hasta repetirse muchas veces en algunos taxas,
guedando los conidios adheridos sin ser desplazados por
€l renovado crecimiento del conidiéforo. En estos taxas
después de una conidiogénesisrepetida, lacélulaseaarga
y presenta una larga cadena de conidios a su alre-
dedor.Cuando los conidios se han desprendido se aprecia
la apariencia de un raquis como en Tritirachium y
Acrodontium (Hughes, 1953; de Hoog, 1972; Carmichael
et al, 1980; van Wyk et al, 2000)

La nueva especie Tritirachium egenum otro
biotréfico micosimbionte, fue encontrado creciendo en
asociacion con Penicillium rugulosum (Beguin, 2010),
destacandose que entre los hongos micosimbiontes la
estrategia nutricional que presenta T. egenum es nueva,
debido a que no vive en estrecha asociacion con el
citoplasma de su hospedador. A pesar de no ser un
micosimbionte haustorial ni de contacto (los 2 grupos en
que se clasifican los endosimbiontes), su estrecha
asociacion se basa en la utilizacion de sideréforos, una
asociacion interfangica que no ha sido reportada.

Toome & Aime(2011), mencionan quelas 6 especies
de Tritirachium conocidas, son todas anamarficas y se
desconoce su estado sexual . Laespecietipo T.dependens
Limber, fue descrita desde raices muertas de Yucca
treculeana en Cuba (Limber 1940); lamisma especie, fue
encontrada subsecuentemente en la pared de un sétano
enBelgica(Beguin 2010; Schell et al. 2011). Mientrasel rol
especificode lasspeciesde Tritirachium en el ambiente
no se conocen, hay evidencias que T. dependens es una
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especie potencialmente asociada a las especies de Peni-

cillium por ladependenciade ciertos micronutrientes. Dos
especies; T. oryzae (Vincens) deHoog yT.roseum JFEH.
Beyma, se han aislado como saprotrofos (decompone-

dores), desde varios ambientesinternos, pero también de

algunainfecciones superficiales en humanos (Moraes et

al. 2010; Rodrigues & Laibson, 1975). Tritirachium

cinnamomeum J.F.H. Beyma, esrepresentado solo por un

especimen, aislado de una mosca en Holanda. Las 2

especi es remanentes recientemente identifi cadas necesitan

futuros estudios (Schell et al. 2011). Labiologia de los

miembros de este grupo fungico es alin poco conociday

laimportancia sobre su potencial médico se ha estudiado

con ciertos detalles.

Segun Shell et al. (2011), la descripcién de
T.eugenum no parece ser diferente deladescripciénde T.
dependens. Sus andlisis de las regiones ITS, muestran
que es idéntico a las secuencias de ITS del holotipo, y
concluyen que la especie es un sinénimo obligado de T.
dependens. Historicamente, T. dependensy T. oryzae, se
pueden separar rdpidamente mediante caracteres macro-
mi Croscopi cos.

T. dependens tiene colonias de color en tonos de
bronceados y sus conidiéforos se ramifican frecuen-
temente y cada ramaterminaen un racimo verticilado de
células conidiégenas simpodiales, mientras la colonia de
T. oryzae tiene colores en tonos vinaceos -purpuray los
conidiéforos seramifican solo raramente (van Beyma,1942;
de Hoog 1972; Limber 1940; Mehrotra & Basu 1967).
Ademés los conidios de T. dependens (IHEM 3497), T.
cinnamomeum y T. sp. (CBS 265.96), son mas grandes
guelosdeT. oryzae, T. roseumyy Tritirachium. sp. (CBS
473.93), permitiendo presuntivamente col ocar losaislados
en uno de estos 2 grupos, sin embargo existe cierta
sobreposicién de algunas caracteristicas morfoldgicas
entre T. dependensy T. cinnamomeum y entre T. oryzae
y T. roseum.

Paecilomyces formosus (Sakag., May. Inoue &
Tada) Houbraken & Samson, comb. nov.
MycoBank MB512562;

Basionimo. Monilia formosa Sakag., May. Inoue &
Tada, Zentralbl. Bakteriol.,2. Abt. 100: 302. 1939.

= Paecilomyces maximus C. Ram, NovaHedwigia 16:
306.1968.

= Paecilomyces lecythidis C. Ram (as lecythisii), Nova
Hedwigial6: 307.1968.

Este hongo presentacol onias de rapido crecimiento
en MEAa 25°C, que cubre la mayor parte de la placa en
7dias, de color café pdlido y borde blancos (Fig.2A),
reverso café, en MEA a37°C, menor crecimiento, 50-60
mm en 7 dias.Conidi6foros ramificados enformairregular,
desordenados, hialinos alevemente cafesosos, fidlidesen
forma de frasco que terminan en un collula delgada, 14-
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22umdelargo (Fig.2D).Conidiosvariables, elipsoidalesa
cilindricos, oliva-cafe, todos con unabase trunca 3,2-5,5(-
8) x 2-3(-3,5)um (Fig. 2D recuadro). Clamidosporas
abundantes, redondas a piriformes, pigmentadas de col or
café palido a oscuro,de paredes gruesas, sobre un corto o
largo pedunculo, muy abundantes en el agar y en la base
del micelio aéreo (Fig. 2B-C). En CREA escaso desarrollo
pero con produccién de acido bajo lacolonia. Temperatura
maxima41-42°C, Al contrario que Pvariotii s. st. no crece
a45°C.

Enladescripcion delasclamidosporasen € trabajo
de Houbraken & Samson, (2009), estos autores no
presentan una fotografia ni datos de su alta o baja
frecuencia en los cultivos. Como nuestra cepa, presentd
una enorme produccién de estas estructuras que
dominaron los cultivos en PDAy MEA sobre la presencia
del anamorfo, esta situacion, nos hizo dudar si realmente
correspondia a esta especies u otra csemejante. Por |o
cual seenvié a CBSparaun estudio de biologiamolecular,
€l cual confirmo estaespecie (CBS-.SP 13.002).

Ram (1968), describe 2 spp. Paecilomyces
lecythidis y P. maximus, en base asus caracteristicasde
cultivo y el largo de sus conidios. Hobraken & Samson
(2009), enun andisisdelas especies de Byssochlamysy
sus anamorfos en Paecilomyces resistentes al calor,
redefinen aMonilia formosa como P. formosus mediante
secuencias de ITS y parte de los genes que codifican
proteinas (B-tubulinay calmodulina), mostrando que P.
formosus puede consistir en una especie criptica que
incluye, P. formosus, P. lecythidis y P. maximus,
indistinguibles morfol 6gicamente. Una de las diferencia
entre las spp. que pertenecen alaclade ‘P. maximus’y
otros miembros de este diverso grupo, es el rapido
crecimiento de esta especie a37°C mésquea30°C. P.
lecythidis y P. maximus, producen similares perfiles de
extrolitos, mientras el extipo de cultivo de P. formosus
esta degenerado y es un débil productor de extrolitos.
Debido a esto, los Ultimos autores proponen que las 2
primeros taxones deben colocarse en sinonimia con P.
formosus, hasta que se estudien mas especies que
permitan unamejor delimitacion polifésica.

Esfécil confundir por sus similitudes morfol 6gicas
Pvariotii con Pformosusy ladiferenciamayor essu consis-
tenciaen laproduccion de écido en CREA y sutemperatura
(no crece a45°C). Houbraken et al. (2010), aplicando los
datos taxondémicos mas recientes, reanalizaron 34 cepas
clinicas aisladas y morfol 6gicamente determinadas como
P.variotii o Plilacinum. Al emplear labiologiamolecular
en suidentificacién, mediante secuenciasintergénicasde
lasregiones de espaciosdetranscripcién 1y 2, incluyendo
5.8SDNAry unaparte del gen delabetatubulina, pudieron
observar que solo 14 cepas correspondian a P. variotii s.
st.,11cepas aP. formosus, y 1 cepaa P. dactylethromor-
phus. Lo quesugiere que P. formosus esfrecuente en mues-
trasclinicastan comunmente como P. variotii s.st. Incluso
lasusceptibilidad invitro frenteaanfotericinaB essimilar

micologia.uv.cl



62

Notas micoldgicas XI:Tritirachium oryzae, Paecilomyces formosus y alcances en la Seccién Fumigati de Aspergillus - E. Piontelli et.al

# -

en estas 3 especies de Paecilomyces, mientras Purpu-
reocillium lilacinus, Talaromyces. eburneusy Hamigera
avellanea, presentan diferentes perfiles de suscepti-
bilidad, siendo activas frente a la flucitosina y el
voriconazol. Estos autores destacan laimportanciade una
correcta identificacion a nivel de specie, por su impor-
tanciaen laterapia antifungica.

P. formosus se ha aislado desde suelos tropicales y
madera, dire, esponjasy € hombre (méduladseay sangre),
en el aireenlosdormitorios (Denmark) y enlas macetasde
plantas de Sensevieratrifasciata (Dinamarca), desde acacia
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Fig.2. A-B-C-D.E. Paecilomycesformosus. A Coloniaen
maltaalos7 diasa 25%C, B-C. I nicio e clamidospor as so-
brecortosolargospedinculos(C .formacion en masasen
el agar) D. Conidioforos y conidios E.Conidios lisos
subovoidesaclavados.

(Acacia nilotica ssp. Indica) en Australia (Haque et al.
2012); asociadas con inyeccionesde un lote contaminado
deacetato de Metilprednisolona (Andes & Casadeval 2013.
Nuestro aislamiento, se obtuvo de una muestrade aire en
Santiago.

Khan et al., 2012), identificaron unacepaenddfita
CSH6H de Paecilomycesformosus LHL 10 en pepino, bajo
estrés de salinidad, aplicando andlisis filogenético
desecuencia similares de ITS. Los resultados revelaron
gue las interacciones mutualisticas de las fitohormonas
secretadas por |os hongos endofiticos, pueden mejorar €l
crecimiento de las plantasy aliviar € efecto adverso del
estrés salino pudiendo en el futuro ser usadas para
aumentar laproductividad agricola baj o estas condiciones.
Al mismo tiempo, descubrieron quelosaislados endéfitos
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de P.formosus,producen giberelinaseindol &cido acético.

Byssochlamys vy las relacionadas cepas dePaeci-
lomyces sepresentan comunmentey sehan aislado previa
mente de varios tipos de alimentos, tales como los
pasteurizados y alimentos que contienen sorbatos. La
taxonomia de P. variotii y especies relacionadas se ha
investigado mediante métodos polifasicos con resultados
gueindican que Paecilomyces sensu stricto, inclye nueve
species, cinco de las cuales forman un teleomorfo. B.
fulva, B. lagunculariae, B. nivea, B. spectabilisy B.
zollerniae, mientras cuatro son asexuales, |lamadas: P.
brunneolus, P. divaricatus, P. formosusy P. dactyle-
thromorphus. Cada especie, tiene perfiles especificos de
extrolitros,ademas de conocerse sus potenciales en la
produccién de mi cotoxinas en cada especie. Byssochlamys
nivea, produces la micotoxina patulina y el acido
bissoclamico, asi como el inmunosupresor acido
micofendlico, Algunascepasde P. dactyelethromorphus
producen patulinay brefeldinaA, mientras B. spectabilis
(anamorfo= P. variotii s.4¢.) producen viriditoxina.
(Houbraken et al., 2013).

L a Seccion Fumigati de Aspergillus con
enfasisen el complejo Aspergillus
viridinutans

La Section Fumigati del género Aspergillus, es una
de las més abundantes en especies de todas las secciones
del género, incluye integrantes de amplia importancia en
medi cina, farmacol ogia, biotecnologia, alimentos, asi como
enlaecologiadelossuelos(Balgeeet al, 2005;Samson et al,
2006-2007; Domsh et al, 2007; Hong et al, 2008; Hubkaet al,
2012). Muchas de sus especies muestran altos niveles de
variabilidad intraespecifcay sobreposicion desusestructuras
morfoldgicas, ademéas de sus estrechos parentescos
filogenéticos que a menudo se consideran como especies
cripticas. Numerosos acercamientos se han propuesto para
la taxonomia de esta seccion, ya sea en sus estados
heterotdlicos como homotélicoslos cualessedescribenenla
literatura bajo complejas definiciones de species (Hong et
al., 2005-2008; Samson et al, 2007; Hubkaet al, 2012-2013).

Es indudable que esta seccion puede incluir alin
en el tiempo un indeterminado nimero de especies o
comple os de especies, acorde al aumento del nimero de
aislados clinicos o ambientales analizados en diversas
regiones del mundo, sujetos a las variadas presiones
ambientales de sus particulares nichos ecolégicos. Es
una carreraen el tiempo donde los estudios morfol 6gicos
y fisiologicos se han sumado ala biologia molecular en
un campo que esta Ultimaha permitido aumentar €l nimero
de integrantes en esta seccién a niveles no pensados en
el pasado, revolucionado las ciencias y los conceptos de
lo que consideramos una especie biolégica en
Eucariontes.(Taylor et al., 2000; Leslie & Bowden, 2008;
Stielow et al, 2011)
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Debido a la dominancia de las especies hetero-
talicas como A.fumigatus en los casos de aspergilosis,
los datos morfofisiolégicos siguen siendo los mas
empleados en el diagndsticos a nivel de especie en la
seccion Fumigati en los laboratorios de casi todo €l
mundo, ain en conoci-miento de las limitantes, debido a
|as semejanzas de su fenotipo, con especi es estrechamente
relacionadasy su limitada utilidad parainferir relaciones
filogenéticas entre | os integrantes de esta seccion (Geiser
et al, 1998). Estas situaciones, hacen necesario recurrir
para su acercamiento a datos auxiliares fisiol 6gicos
(temperatura y crecimiento en medios de cultivos,
asimilaciones, extrolitros, etc.) asi como la ayuda de la
biologia molecular. Por el contrario, la induccién de
estructuras sexuales, en las especies heterotdlicas, en
especial lasascosporas, presentan datos muy informativos
gue han permitido mediante cruza-mientos sistematico de
tipos parentales opuestos, descubrir nuevas especies
como es el caso del teleomorfo de A.fumigatus (=
Neosartorya fumigata)(O.Gorman et al., 2009), como
también en A. lentulus, que poseeun ciclo sexual funcional
recientemente descubierto (Swilai-man et al.2013),con
produccion de cleistotecios y ascosporas resistentes al
calor, las cuales se producen después de 3 semanas de
incubacién a 25°C. No podemos dejar de mencionar que
existe unaampliavariacion enlafertilidad delosaislados
de esta especie en dependencia del compafero de
cruzamiento, similar a las observaciones reportadas en
A.fumigatuspor O’Gorman et al,(2009). Sinembargo, los
aidadosde A. lentulus no secruzaron conlascepasfértiles
de A. fumigatus, lo que demuestra un aislamiento
reproductivo entre estas especies hermanas. Este nuevo
descubrimiento tiene implicaciones significativas en el
manejo de la resistencia a drogas y el control de la
aspergilosis invasiva en este emergente patégeno.

Si bien escierto que, A. fumigatus sigue siendo €l
patdgeno oportunista dominante y uno entre los méas
comunes en diversosambientes (Samson et al.,2007; Klick
2002, Domsch et al, 2007), fue précticamente la Unica
especie considerada patogénica en humanos y otros
animales entrelos Aspergillus delaseccion Fumigati.
hastalos 2 Ultimos decenios del siglo 20. En €l transcurso
del tiempo, nuevas especies con capacidades oportu-
nistas o saprotrofas se descubrieron en la seccién, varias
de ellas mediante nuevos aislamientos o reidentificaciones
de colecciones de cultivos mediante métodos moleculares
(Peterson, 1992-2008; Hubka, 2011), Entre ellas podemos
mencionar: Aspergillus fischerianus (=Neosartorya
fischeri), Aspergillus thermomutatus (=Neosartorya
pseudofischeri), A. lentulus, descrito como patégeno
relacionado con A. fumigatus, A novofumigatus, A
udagawae (= N. udagawae) y el complejo A .viridinutans
(Samson et al, (2006) Balajee et al. 2005a-b -2007;
Montenegro et al, 2009; Vinh, et al, 2009; Pelaez et al,
2013), Aspergillusfelis(Barrset al., 2013; Novakovaet al.
2013), Aspergillus aureolus y A. wyomingensis
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Figuras 3. A.Aspergillusudagawae, conidiéfor osderechosy con vesiculasen angulo, ocasionalmente presentes,
conidios, B. AspergillusA. fumigatiaffinis, conidiéfor osy conidios. C. Aspergillusfdlis, cabeza conidial y conidios,
D-E. Aspergillusfumigatus, conidiosy conidiéfor os, mostrando en D cambiosmor fol égicosen susvesiculas.

(Novakovaet al. 2013). Aspergilluswaksmanii y Asper-  relacionadas solo en base a morfologia (veafig. 3d), sin
gillusmarvanovae (Hubkaet al, 2013). embargo, como comenta Samson et al, (2006) |osconidios

A. fumigatus esvariable en su macroy micro- y conidiéforos de A. lentulus, A. fumigatiaffinis y A.
morfologia y no es fécil separarlo de otras especies novofumigatus, usualmente poseen vesiculas globosas,
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mientras A. fumigatus se caracterizapor tener usualmente
vesiculas subclavadas (Fig. 3E). Debido aestavariabilidad
fenotipica, los errores en laidentificacion de las especies
dentro de la seccién Fumigati se han reportado fre-
cuentemente en clinica. A. lentulus, A viridinutans, A.
fumigatiaffinis, A. fumisynnematus, A. thermomutatus,
(=Neosartorya pseudofischeri), A. hiratsukae (=N.
hiratsukae) y A. udagawae(=N. udagawae), sereportan
frecuentemente como A.fumigatus. Hong et al. (2010),
revisando 146 cepas de A.fumigatusdetodoel mundo (que
incluyeron méas de un 65% de muestrasclinicas), un 95.8%
fueron identificadas comos A. fumigatus sst., 2.1% como
A.lentulus, y 3 como: A. viridinutans, A. udagawae
y A. nishimurag= N.nishimurae), lo que demuestraque
lasolamorfologia o fisiologia, no siempre puede llegar a
una correcta identificacion en A. fumigatus (Balgjee et
al., 2005a-2006- 2009; Serranoetal, 2011).

Muchos aislados hetero y homotalicos de la
seccion, semejan fuertemente A. fumigatus, pero
demuestran un crecimiento lento a 37°C o una baja
esporulacion en los cultivos y no crecen generalmente a
50 °C, pero si a47°, 45°C o solo hasta 42°C, como es €l
caso especifico de A.udagawae , que es capaz de crecer
al0°C pero no puede crecer amasde 42°Cy susconidios
necesitan un largo periodo de incubaci én paragerminar a
37°C. Esto sugiere que son mas susceptibles al ataque de
losneutréfilosy a perdxido de nitrégeno, o que disminuye
su virulenciay permite apreciar lasutil distincion causada
por estas 2 especies. A. fumigatus, por € contrario es
capaz de crecer hasta55°C perono a10°C, y susconidios
germinan rapidamente (Sugui et al, 2010). Sin embargo,
mediante andlisis de secuencias de multilocus, estos
integrantes pueden semejarse fenotipicamente a varias
especies relacionadas con A.fumigatus, pero filogenéti-
camente son distintas.

En el estudio considerado clésico en biologia
molecular con el empleo de multiplesgenes, Yaguchi et al.
(2007), demostraron que | as especies dentro dela seccion
Fumigati aisladas de especimenes clinicos en Japon,
pueden ser divididas en 5 clados. El clado I: incluye las
tipicascepasde A. fumigatus y lasespeciesen sinonimia
(veaSamson et al, 2007), e cladoll, incluyeA.lentulus
y A. fumisynnematus(Horieetal. 1993); € clado 11, incluye
A. fumigatiaffinis y A. novofumigatus; € clado 1V, inclu-
ye A. viridinutansy especies estrechamente rel acionadas
(Katz et al.1998; Vargaet al. 2000) y el clado V, A. brevipes,
A. duricaulis y A. unilateralis. Como es de esperar, la
mayoriade |as especiesintegraron €l clado |, seguido del
clado11y 1V . Al mismo tiempo se analizd lacorrelacion
entre morfologia, méxima temperatura de crecimiento y
concentracion inhibitoria minima frente a los agentes
antiflingicos, asi como su filogenia dentro de la seccion
Fumigati, mientras|lamicroscopiaelectrénica demostré
que la ornamentacion de los conidios de los aislados que
pertenecen al clado | y V puede tener unaforma lobada-
reticulada (K ozakiewicz 1989), losintegrantesdelaespecie
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cripticaA. viridinutans, son intermediari os entre lobado-
reticulados y microtuberculados. Todas las cepas en €
clado |1 y los6 aislados variables que se presentaron en el
clado 1V, tienen conidios con ornamentacion microtu-
berculada. Estos autores encontraron ademas que estas 6
cepas estan estrechamente rel acionadas con A.udagawae
(= N. udagawae), sin embargo, los cruzamientos entre
estas cepas no se presentaron en el tiempo, debido quizés
aladificultad de emplear rutinariamente subcultivos, pero
puede tambiéen asociarse a que esta especie posea una
decreciente habilidad de producir ascomatasfértiles, como
sucede con A.fumigatus (O’Gorman et al. 2009). Al mismo
tiempo, lasméximastemperaturas de crecimientos, también
fueron investigadas en los clados I, I, I11,1V yV, las
cuales fueron 50 °C, 45 °C, 45 °C, 42 °C y 42 °C,
respectivamente, |0 que indica que estos datos fisiol 6gicos
pueden ser (tilesenlaclasificacion delasespeciesactuaes
0 por describir dentro de la secciéon Fumigati de
Aspergillus, como es el caso de las 2 nuevas especies:
Aspergillus waksmanii y Aspergillus marvanovae, que
crecen a47°C (Hubka et al, 2013). Esta misma situacion
que emplea la temperatura, se corrobora en el trabajo
anterior deBalgjee et al,( 2007).
EnreferenciaalaespeciecripticaA. viridinutans,
originalmente denominada solo como A.viridinutans, pero
integrada por aislados morfol 6gicamente similares, que no
fueron bien definidos hasta el principio de este nuevo
siglo. Estaespeciecriptica, fue aisladade excrementosde
congjo en Australia (McLennan, et al., 1957) y poste-
riormente desde varios tipos de suelo,incluyendo los
semidesérticos de sud Ameérica o los dafiados después de
lamineriadel carbdénen USA, como también losreportados
desde andlisis retrospectivos de colecciones de cultivos
envariaspartesdel mundo, (Vargaset al, 2000; Piontelli et
al.2000; Eltem et al. 2004; Yaguchi et al. 2007; Alcazar-
Fuali et al. 2008; Giusiano et al.2013 enrevision), resaltando
que varios de sus integrantes se han aislados como
oportunistas en humanos. (Vinh et al., 2009; Hong et al.,
2010; Shigeyasu et al., 2012; Peléez et al. 2013). Sedestaca
guelamicromorfologiadel complejo esvariable, enrelacion
a sus conidios y sus conididforos, especialmente en la
presencia de sus vesiculas en angulo (‘nodding
appearence’), una situacion que no es exclusiva del
complejo como comentaNovakovaet al., (2013), debido a
gue se observa en otros representantes de la seccién
Fumigati como: A. brevipex, A.duricaulis, A. marvano-
vae, A.unilateralis, A. thermomutatus (=Neosartorya
pseudofischeri) y las 2 nuevas especies recientemente
descritas A.brevistipitatus y A. conversis (Novakova et
al., (2013). Vargas et al. 2000, lo considerd un caréacter
morfolégico distintivo paralaidentificacion delas especies
dentro de los Aspergillus de la seccion Fumigati; por €l
contrario, paraBalgjee et al. (2006), su sola presenciano
€s un caracter determinante sin la asociacion de mayores
datos fisioldgicos y moleculares. En el complejo A.viri-
dinutans, la descripcion de sus integrantes en base a
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morfologia es altamente variable en los aislados
presuntivamente asignados. Estos pueden presentar
colonias de crecimiento relativamente rgpido en 7 dias en
CYA25°CyMEA, Todas crecen relativamente bien a37°C
enCREA, savo Aviridinutanss.&. (18-21mm) y engenerdl,
no todas producen &cido. Su temperatura maxima oscila
entrelos42°Cy 45°C.

En relacion a las especies integrantes (A.viri-
dinutans s.st. lo hace solo hasta 42°C y parece ser una
especiepoco com(n, solo aisladaenAustralia), lascolonias
son de un color verde grisaceo, de esporulacion limitada
desde abundante micelio aéreo, reverso en CYA incoloro,
amarillo a levemente café; cabezas columnares con
conidioforos derechos o0 sinuosos generalmente sobre los
60-100 pum, que nacen del micelio aéreo, a veces con
presenciade algunos septos, vesiculas clavadas, enforma
defrasco a subglobosas, generalmente menoresde 20 um,
algunas desviadas notoriamente en angulo (Fig.3D);
conidios globosos a subglobosos, delicadamente rugosos
a lisos, 2-3 um. Vargas et al. (2000), detectaron una
variabilidad intraespecificadelosintegrantesdel complegjo
A.viridinutans al emplear técnicas morfoldgicas, fuentes
carbonadas, andlisis de restriccién de enzimas de
mitocondrias, DNA nuclear y secuencias de B-tubulina.
Determinaron ademas, que la distancia genética entre las
cepas de A.viridinutans, A. aureoluteus (=N.aureola) y
A. udagawae(= N.udagawae), pertenecen a un mismo
grupo, una situacién que se confirma también en A.felis
(Barrset al.2013).

En cuanto alapatologiahumanadelos Aspergillus
de esta seccion, excluyendo aA.fumigatusy en referencia
especial a complejo A. viridinutans, Vinh et al. (2009),
demostraron que esta especie puede causar distintas
formas de aspergilosis, caracterizada por cronicidad,
propension a la dispersion de manera contagiosa entre
diversos planos anatdmicos, y un comportamiento
refractario frente alos antimicéticos. Por el contrario, la
aspergilosis invasora afecta pacientes neutropénicos
sometidos a quimioterapia o pacientes trasplantados,
actuando tipicamente como una enferemedad aguda con
predileccion por la angioinvasion y la diseminacion
hematogena. Presentan unarespuesta exitosafrente alos
antimicéticos, generalmente entre las 6 semanas de
tratamiento (Wingard et al., 2008), Sin embargo, las
infecciones por el coplejo A.viridinutans en 2 pacientes
con una inmunodeficiencia primaria, sugieren que este
fendmeno clinico refleja una inherente estructura
patogénica del hongo, mas que una manifestacién debida
a un especifico defecto inmune, situacion ya demostrada
en otra especie relacionada cladisticamente como
A.udagawae, en pacientes con una enfermedad como la
granulomatosis crénica o la mielodisplasia (Vihn et al.,
2009h.). Esto sugiere diferencias patogénicas entre los
subgrupos dentro de la seccién Fumigati y debido a esto,
laidentificaci dn genotipica de estos hongos mimeéticos de
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A.fumigatus, puedentener implicacionesen el curso clinico
delaenfermedad asi como en su manejo.

Barrset al. (2013), describen en gatosdomésticos
una rinosinusitis invasiva fangica 'y una aspergilosis
invasivadiseminada en un perro, asi como unaunanueva
especie heterotalica en e complejo A.viridinutans que
denominan A .felis (anamorfo de neosartorya), donde las
enfermedades en ambos hospedadores fueron a menudo
refractarias a la terapia agresiva cléasica antifingica
(Itraconazol, Variconazol). A. felisesun hongo heterotélico
con un total ciclo reproductivo funcional (sexual)
confirmado por andlisis de cruzamientos que inducen €l
teleomorfo en 7-10 dias in vitro con germinacién de
ascosporas, ademas, tiene lamaxima capacidad de crecer
hasta 45°C, y a menos de 20°C, lo que |lo separa de A
fumigatus (> 50°C) y de A viridinutanss. €. y A.udagawae,
guetieneunlimitealos42°C (Yaguchi et al, 2007; Sugui et
al., 2010). Larinosinusitis fungica en gatos domésticos,
puede deberse también avariasespecies como: A.fumiga-
tus, A.udagawae, A. lentulus, A. thermomutans y
A.fumigatiaffinis, todas con un alto CIM a multiples
antifungicos (AnfotericinaB y Voriconazol ).Estas especies,
se han descrito también en humanos como resistentes a
todos los azoles. (Balgje et al .2009; Alcazar-Fuoli et al,
2008; Peléez et al, 2013). En contraste, lamayoriade estas
especies tienen bajo CIM frente al Posaconazol. Es
importante el estudio de mas ai slados para entender mejor
lasusceptibilidad in vitro delasdiferentes especiesdentro
delaseccion Fumigati (Balajeeet al., 2009).

Otros casos de aspergilosis invasora se han
presen-tado en pacientes con leucemia por especies
cripticas de Aspergillus, donde se aislo: A.
novofumigatusy Aspergillus viridinutans (Peléez et al,
2013). Shigeyasu et al. (2012), describen un primer caso
de queratitis causado por A.viridinutans, con
manifestaciones clinicas distintas a las de A. fumigatus,
las cualesincluian resistenciaclinicaalaanfotericinaB y
el voriconazol, con baja susceptibilidad a otros agentes
fangicos. Barrs et al. (2013) y Novékova et al. (2013),
demostraron que los casos humanos de aspergilosis
invasivadiagnosticadoscomo A.viridinutans por: Coehlo
etal. 2011; Yaguchi et al. 2007; Alcazar-Fuoli, et al. 2008;
Vinh et al.2009; Barrs et al.2012-2013; Shigeyasu et al.
2012; Peléez et al.2013, entre otros), corresponden a
A felis, lo que demuestra el aumento de esta especie en
clinicajunto aA. udagawae (Katz et al. 2005; Balgjee et
al. 2006; Vinh et al.2009b; Yaguchi et al. 2007; Kano et al.
2008; Balgjee et al.2009; Posteraro et al. 2011; Gyotoku et
al. 2012; Kano et al.2013).

Desde el punto de vista Molecular, el nivel de
discriminaci6n entrelas speciesde la seccion Fumigati (y
algunas otras secciones del género) esrelativamente baja
en las ITS, pero se considera el estandar y pueden
trabgjarse (Serrano et al. 2011; Jurjevic et al. 2012;
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Novékova et al., 2012; Peterson, 2012). ComolasITSno
permiten distinguir estos aislados entre si (Alcazar-Fuoli
et al.2008), lassecuenciasde B-tubulinay calmodulina, o
los genesderodlet A, permiten laidentificacion de todos
ellosy enespecia pueden diferenciar losaislados atipicos
deA.fumigatus(Balgjee et al.2005- 2007; Hong et al. 2005;
Samson et al. 2007; Vinh et al. 2009; Serrano et al.2011), en
especial los integrantes del complejo A. viridinutans,
considerados desde més de una década en la literatura
con extremas diferencias en lavariacion de secuencias de
DNA (Katz et al,1998-2005; Vargas et al, 2000; Yaguchi et
al, 2007).

Recientemente, Novakova etal. (2013), analizaron
el complejo mediante 2 diferentes métodos de identifica-
cion: PCR (datos de secuencias de B-tubulina (benA) y
genes de calmodulina (caM), macro y micromorfologia
(microscopia electronica Opticay escaner), temperaturas
méxima de crecimiento y experimentos de cruzamiento.
Estos Ultimos ensayos, junto alos andlisis filogenéticosy
morfologia de las ascosporas, sugieren lapresenciade5
especies en el complejo A.viridinutans: A aureolus
(= Neosartorya aureola), latnicaespecie homotdlica. A.
felis, A. udagawae(=N. udagawae) y A. wyomingensis
sp. nov. son heterotdlicas, todas con su teleomorfo
distinguible. A viridinutanss. st. parece ser una especie.
muy rara, representada solo por su extipo de aislamiento,
donde su locus MAT1-1 fue amplificado. A.viridi-
nutansy A. aureolus fueron tipificadosen concordancia
con las reglas del nuevo codigo botanico con las
descripciones completas de sus 5 integrantes, aportando
ademas una clave dicotomica para este complejo, que
reproducimos aqui con mayores datos. Sin embargo, su
empleo requiere de cepas compatibles en las especies
heterotdlicas parasu cruzamiento, lo que complicasu uso,
siendo necesarios siemprerecurrir alos datos moleculares

(vea: Novékovaet al, 2013).

1.- Cultivoshomotalicos, ascosporas|enticulares (4)4,5-
5 um, con dos crestas ecuatorial es bien separadas (1-
1,5 pm de ancho), equinuladas a tuberculadas, coni-
dios ampliamente subglobosos, delicadamente rugo-
s0s, 2,1-2,8 pum, crecea42°C, no a45°C, CREA 28-43
mm, débil produccion de écido bajo las colonias,
Ehrlich negativo.............. A.aureolus Fennel & Raper
- Cultivosheter otélicoso anamarficos............... 2

2.- Coloniasen M EA despuésde 7 diasa 25°C< de35mm;
conidiéforosen MEA< 120um, conidios globosos
asubglobosos, 2-2,8 um, t° méxima42°C, CREA 18-21
mm, sin produccion de &cido, Ehrlich negativo.......
.................................. A.viridinutans Ducker & Thrower
- Coloniasen M EA >de 35mm; a menos algunos coni-
diéforos En MEA> de 120Um ......covvvvvvcivieen e venen. 3
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3.- Ascosporassin crestasecuatorialeso con pequefias
crestas < 0,2um, conidios subglobosos, delicada-
menterugosos, 1,7-2,8 (-3.3)um, t° maxima42°C,
restringidaa45°C, solo algunos aislados (16 mm),

CREA 46-50 mm, produccién de acido fuerte o solo
bajo la colonia, Ehrlichnegativo .....................

....... A.wyomingensis A.Novakov4, Dudova & Hubka
- Ascosporas con 2 crestasecuatorialesclaramen-
tedistinguibles (> 0,5um de ancho).........cccoceeenee 4

4.- Crestasecuatoriales masangost asquelum,
conidios subglobosos a elipsoides, lisos, 2,4-3,2um,
t°® méxima42°C, algunos aislamientos crecen
lentoa45°C (7mm), CREA 46-50mm, sin produccion
de &cido en algunos aislados, a muy fuerte pro-
duccion en otros, Ehrlich negativo...........cccccceeuen.
e neee e oJAUdagawae Horie, Miygji & Nishim,
- Crestasecuatoriales masanchas, que 1 um,
conidios ampliamente subglobosos, delicadamente
rugosos, 2,3-2,8um, CREA 40-55mm, sin &cido,
Ehrlich negativo avioletamuy palido... A. felisBarrs,
van Doorn, Vargas & Samson.

Estosautores pudieron observar otras especiesque fueron

tipificadas fuera del complex A.viridinutans, aidadas
desde terrenos reutilizables después de la mineria del

carbon (Wiomung U.S.A), tales como:  A. fumi-

gatiaffinis y A.lentulus como también 2 especies
hermanas, A. brevistipitatus sp. nov. yA. conversis sp.

nov., muy relacionadas entre si y entre A. papuensis(= N.

papuensis). Ambas nuevas especies son distantes
filogenéticamente de todas | as especies anamorficas y se
parecen a A. brevipes, A. duricaulisy A. unilateralisen

sumicromorfologia, sin embargo, sedistinguen entreellas,

por el lento crecimiento de A. conversis en todos los
medios estudiados. Como datos interesante, estos autores
no encontraron ningun aislado de A. fumigatuss. str.,

usualmente reportado como &l dominante en el suelo.
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