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RESUMEN

Mediante determinaciones morfolégicas y fisiolo-
gicas, se describe el primer aislamiento del hongo
dematiaceo levaduriforme Hortaea werneckii en agua
de mar y moluscos del norte chileno( Antofagasta, 11
Region).

Se comenta al mismo tiempo junto a los aportes de
la literatura, algunos datos ecologicos, epidemiolégicos

v taxondmicos de esta levadura negra.

INTRODUCCION

Debido al escaso aislamiento de levaduras negras
desde ambientes acuaticos, teliricos o material clinico, su
hallazgo es siempre un motivo de interés para el micro-
bidlogo.

Como comenta De Hoog & McGinnis (1987), estos
microorganismos, no se consideran normalmente en los
textos de taxonomia de levaduras, debido a la presencia de
melanina en sus paredes y a la frecuente capacidad de
formar sinanamorfos miceliales, y por ende, presentar un
comportamiento ecoldgico diferente a la mayoria de las
levaduras. Los ciclos de vida de algunas especies  consi-
deradas como levaduras negras, pucden presentar varias
fases (polimortismo), pero en general, son inicialmente
higrofilicas, con predominio de formas levadurilormes
gemantes (de rapido crecimiento en medios liquidos) y
posteriormente higrofobicas, con formacion de hifas que
producen conidios lejos del sustrato, permitiendo su dis-
persion aérea.  Lste pleoanamorfismo s¢ considera como

SUMMARY

Trough morphological and physiological deter-
minations, the first isolation of dematiaceous yeast-like

Sungus Hortaea werneckii in sea water and of molluscs in

northern Chile (Antofagasta, Il Region) is described.

Besides the contributions of literature, some eco-
logical, epidemiological and taxonomical information
about this black yeast is also given.

una adaptacion genética que le olorga fuertes ventajas eco-
logicas, pero complica para el micélogo médico la delimita-
cion de las especies de este grupo.

Enlos Gltimos 2 decenios,con el empleo de téenicas
moleculares, la literatura de las llamadas levaduras negras,
ha presentado fuertes cambios taxondémicos, desde el
variable concepto de morfo especie, basado en criterios
conidiogénicos (De Hoog, 1977; Cole 1978), haciael mas
estable de especie filogenética (Uitjthof et al., 1993; Haase
etal.,, 1995; Masclauxetal., 1995).

McGinnis et al. (1992), define a una levadura negra
como un hongo dematidceo, de morfologia simple, que se
presenta como una célula solitaria, gemante, que  durante
parte de su ciclo de vida, funciona como un conididforo
reducido. Algunas especies no son' capaces de producir
hifas (Phaeococcomyces nigricans (Rich & Stern) de
Hoog), mientras otras como Phaeoanellomyces elegans
McGinnis & Shell, presentan a menudo en los cultivos
viejos, un sinanamorfo hifomicetoso asociado (Exophia-
la jeanselmei (Langeron ) McGinnis & Padhye).
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Debe recalcarse que a pesar que casi todas las
levaduras negras se presentan como unicelulares,
Phaeoanellomyces werneckii, (Horta) McGinnis & Shell,
se caracteriza por ser bicelular.

Hortaea werneckii (Horta) Nishimura & Miyaji,
también conocida en la literatura bajo el nombre de Exo-
phiala werneckii (Horta) von Arx, Phaeoanellomyces
werneckii, (Horta) McGinnis & Shell o Cladosporium
werneckii Horta (consulte McGinnis et al., 1985, para todos
los sinénimos), es un Ascomycete polimérfico con un
sistema de coenzima Q (Takeo & De Hoog, 1991), pero
carente en su pared celular de la estructura lamelar tipica
de los Basidiomycetes (Kreger vanRij & Veenhius,1970).
Esta levadura se encuentra principalmente compitiendo
como saprotrofa en diversos ambientes con altas concen-
traciones salinas, tales como agua de mar y las arenas de
playas Moketal.,1981; Mattedcetal., 1986,1988; De Cock,
1994). Pero sumayor importancia radica en que se considera
como un agente etioldgico de tinea nigra palmaris
(faeohifomicosis) en el hombre, una infeccion asintomatica,
generalmente limitada a las superficies palmares o plantares
(Rippon, 1988). La mayor casuistica de esta enfermedad se
describe en la literatura micolégica de los paises tropicales
o sub tropicales, especialmente en Sudamerica (Borelli,
1977, Fischman, etal.,1983; Conti-Diazetal.,1984: Cordero
etal., 1985, Severoetal.,1994). Sinembargo, en Chileno se
ha descrito su aislamiento, ni existen referencias de cua-
dros clinicos. La tnica relacion  con esta enfermedad, es
un caso en la literatura brasilera, donde se afirma su
adquisicion en Chile (Severo et al., 1994).

Los objetivos de esta nota son : comentar junto a
los aportes de la literatura, algunos datos ecoldgicos,
morfologicos, fisioldgicos y taxondémicos de esta levadura.

MATERIALES Y METODOS

Biogeografiay obtencion delas cepas.

Investigando el posible uso de varias levaduras
marinas en los cultivos de moluscos bivalvos en ¢l norte
chileno (Antofagasta, Il Region), llamo la atencion el aisla-
miento de levaduras negras (3 veces en baja cantidad),
desde estanques con cultivos comerciales de larvas de
Argopecten purpuratus (Ostion del Norte) y a veees desde
las mismas larvas. La temperatura del agua en la época de
muestreo fluctud entre los 20-21°C.

Los aislamientos se obtuvieron en cullivos en agar
Sabouraud dextrosa (2% NaCl), incubadosdurante 4-5 dias
a27°C.

Estudios morfologicos
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Apartir delos2 primeros aislamientos conservados
a baja temperatura (4°C), se seleccionaron 4 cepas al azar
que se sembraron en 3 medios de cultivo a 27°C durante 4
semanas: agar Sabouraud dextrosa (2%), agar Malta y agar
Papadextrosa. Cada 4 dias, mediante preparacionesentre
lamina y laminilla, se observaron (sin fines comparativos)
sus caracteristicas macroscopicas (lupa estereoscopica) y
microscopicas (contraste de fase y oOptica normal).

Como liquido montante se emple6 lactofenol séle
o con azul de algodén.

Fisiologia

Los patrones nutricionales de las 4 cepas sc
efectuaronen galerasde ID 32C (API) BioMerieuy, incuba-
dasdurante 7 diasa 28°C (de Hooget al, 1992). La produccion
de ureasa se estudio en agar urea de Christensen, la osmo-
tolerancia (10% NaCly 10% MgCl, ) en agar Malta a 28°C,
durante 5 dias y los rangos de tolerancia a la temperatura
se efectuaron en agar Malta a 40°C durante 7 dias.

RESULTADOS

Macromorfologia.

En los 3 medios de cultivo a 27°C, las colonias
presentaron un aspecto nelamente levaduriforme; lisas,
brillantes, con margenes enteros, solevantadas, con un
didmetro que oscild entre 8-16 pm en 7 dias, olivaceas a
negras en el tiempo, reverso del mismo color del anverso. A
las 3-4 semanas de crecimiento se aprecio en agar Malta y
Sabouraud (méds que en Papa dextrosa), algunas colonias
levaduriformes que presentaron, hifas aéreas, laxas, cortas,
poco agregadas, finas ,de un tono café intenso.

En agar Malta (10% Mg Cl), a 27° C, entre las 3-4
semanas de incubacion, algunas colonias levaduriformes
presentaron en su reverso abudantes hifas negras sumer-
gidas (como pseudomicelio) y escasas hifas dereas cortas
en sus superficies . En agar Malta (10% Na Cl) a 27° C, se
obsevo la misma situacion pero en menor cantidad.

Micromorfologia.

Células levaduriformes unicelulares y bicelulares,
primariamentede paredes finas, subhialinas, posteriormente
de pared mas gruesa y de color oscuro, subglobosas,
elipticas a clavadas. Las bicelulares presentaron un septo
que constrifie la parte central. Las unicelulares 7-8 x 3-3,5
pumy lasbicelulares 8,5-13 x3,5-4 pm. Células conididégenas
no diferenciadas, apicales o laterales, uni o bipolares,
conspicuas, con anélides que se alargan en el tiempo por
depositos de pared (Fig.1). Conidios unicelulares, per-
currentes, pero también que nacen en forma simpodial, uni
omultilaterales (6-8x3-3,5 um); losbicelulares (8-11x3,5-
4,5 um), enel tiempo, adquieren las dimensiones de las
células levaduriformes adultas (Iig.2-3-4). Después de 2
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semanas de incubacion, se observo la presencia de células
mas grandes (clamidosporas) de coloracion calé oscuro,
que germinan por roturadesu pared, liberando endoconi-
dios por alargamiento meristematico (Iig. 7-8).

Hifas dematidceas escasas en los cullivos jovenes,
pero mas visibles en cutivos viejos (Malta y Sabouraud),
4,5-6 um de ancho, septadas , de gruesas paredes de color
oliva a café oscuro, estructuras aneladas conspicuas, anchas
en su base 1,5- 2,5 pm, que se originan en células coni-
diogenas intercalares o laterales, formando conidios
percurrentes o en forma simpodial (Fig. 5-6), al igual que las
células levaduriformes y con medidas semejantes. Presencia
de escasos racimos de clamidosporas.

Patrones nutricionales y fisiologicos.

El patrén fisioldgico y nutricional de las cepas
estudiadas se presenta en Tabla 1; todas las cepas crecieron
antes de los 3 dias en: glucosa, galaclosa, actidione, saca-

Tabla 1. Patrones nutricionales y fisiologicos de
H. werneckii (ID 32C), a27°C durante 7 dias

Glucosa

Galactosa
Sacarosa-sucrosa
Nacetil glucosamina
Lactato

Arabinosa
Celobiosa

Rafinosa

Maltosa

Trehalosa

2 Cetogluconato
Alfa metil D glucosidasa
Manitol

Lactosa

Inositol

Sorbitol

Xilosa

Ribosa

Glicerol

Ramosa

Palatinosa

Eritritol

Melobiosa
Glucoronato
Melizitosa
Gluconato
Levulinato

Sorbosa
Glucosamina
Esculina +
Cicloheximida +/-

L+ o+

+ 4+ +

+H++++ A+ +

+

10% NaCl +
10%MgCl  +
Urcasa +

Crecimiento a 30°C +
Crecimiento a 40°C -
Nitrato +

rosa, arabinosa, rafinosa, manitol, inositol, xilosa, glicerol,
ramosa, palatinosa, critritol, melobiosay ureasa,y con mas
lentitud en los restantes compuestos mencionados en
Tabla 1. La actidiona presente en las galeras del ID 32C,
inhibié parcialmente el crecimiento de las cepas, sin em-
bargo todas crecieron en agar Malta con 10% NaCl o con
10% de MgCl,.

DISCUSION

Las levaduras negras con pared bilamelar y con un
porosimplecomunmente delincado con cuerposde Woronin,
son consideradas como anamorfos de Ascomyceles. Su
variada conidiogénesis, es fuertemente influenciada por las
condiciones de laboratorio o del medio ambiente exdgeno
(DeHoog, 1993), peroprincipalmente exhibenel tipoblastico
(fidlidico o anclidico). Ln eslos microorganismos, el tipo
dominate de conidiogénesis se considera la caracteristica
principal para delimitarel taxon anamorfo (Cole, 1978; Gams,
1982), sin embargo, el grupo presenta dificultades para una
buena determinacion taxondmica, las cuales se acentuan
por el empleco de medios no estandarizados (Haase et al.,
1995).

El ciclo de vida observado durante las 4 semanas
de incubacion de H. werneckii, diliere levemente de lo
descrito en la literatura (de Hoog, 1995, De Hoog & Gerrits
van der Ende,1992). En los medios sélidos empleados,
detectamos preferentemente un microciclo higrofilico con
colonias siempre levadurilormes, olivaceas a negras y con
una fase inicial de células uniy bicelulares. Sus células
conididgenas presentaron  sucesivas gemaciones polares
o intercalares, con anclaciones bien visibles y variables en
cantidad y grosor (dependiendo de los dias de incubacion)
y similares alos observados en varias especies de Exophiala
y otros Hyphomycetes anelidicos.

Nos llamo la atencion el frecuente patron coni-
diogénico de proliferacion simpodial anelidica en muchas
células levaduriformes y en las hilas, generalmente del tipo
monopolar, una situaciéon que parece ser cepa dependiente
(De Hoog & Gerrits var der Ende, 1992).

Cuando Nishimura & Miyaji (1984), propusieron el
género Hortaea para incluir Exopliala werneckii, se
basaron en una cepa tnica (CBS 107.67), describiendo sus
caracleristicas morfologicas al microscopio electrénico de
barrido, principalmente por haber observado en las hifas,
células conidiogenas (anélides) con proliferacion simpodial
y células hijas que nacen en forma espiralada, un proceso
que también observaron Cole (1978) v De Hoog & Gerrits
van der Ende (1992), bajo el nombre de conidiogénesis
simpodial.

McGinnisetal. (1985), Dixon & Polak-Wyss (1991)
y Millag (1993), analizando la especie tipo del género, no
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encontraron células con desarollo simpodial, sino una
conidiogénesis estrictamente anelidica, recalcando  los
primeros autores, que Nishimura & Miyaji (1984), no
examinaron la especie tipo para conlirmar que su nuevo
género contenia las estructuras por ellos descritas. Debe
resaltarse, que  todas nuestras cepas presentaron ambos
tipos de conidiogénesis, donde la proliferacion simpodial
se observd [recuentemente a lo largo de las 4 semanas de
incubacion.

El comportamiento de nuestras cepas fue prin-
cipalmente levaduriforme en las primeras 3 semanas (mds
que micelial), con la sola presencia de algunas pseudohifas
o pequeiios conjuntos de hifas a medida que los cultivos
envejecian, lo cual es comparable a lo descrito en la lite-
ratura. Este ciclo mayoritariamente blastico, presentd una
dominante conidiogénesis anelidica, que MecGinnis et al.
(1985),reconocen bajoel género anamoérficode Phaeanello-
myces (P.werneckii), dentro de la FFamilia Phacococco-
mycetaceae, que incluye también los representantes del
género Phaeococcomyces de Hoog.

A medida que los cultivos envejecian, algunas
células maternas, de aspecto ovoide, engrosaron sus pare-
des celulares, cesaron en su conidiogénesis anclidica y
mediante maduracién meristematica y rotura de su pared,
liberaron endoconidios lisos. Este tipo de conidiogénesis
endogena se relaciona con ¢l género anamoarlico de
Phaeoteca Sigler et al. (1981).

Se ha observado que algunas cepas pueden producir
olros sinanamorfos, como cuerpos esclerotiales mulli-
celulares (ipo Phaeosclera, Sigler et al.,1981). Nueslras
cepas presentaron pocas de estas caracteristicas morfo-
légicas en el tiempo de observacion.

A pesar que los test {isioldgicos son una buena
ayuda en la determinacion de las especics, necesitan mucho
tiempo, pudiendo ser de mayor utilidad si fueran mas
completos y especificos. Ademas existen bastantes discre-
pancias en los resultados de estas prucbas en la literatura,
situacion que de Hoogetal. (1992),relacionan conel empleo
de medios sélidos.

Como ejemplo, algunas de las delimitaciones
principales entre H. werneckii y Exophiala dermatitidis,
sedeben al crecimiento(+) de la primera en : lactosa, nitrato,
10% Na Cly Mg Cl,, y.(-) a temperaturas de 40°C.

Recientemente en la taxonomia fungica, se estén
utilizandotécnicasmoleculares (Brunsetal.,1991;McGinnis
et al, 1992), pero no existen ain muchos estudios en las
levaduras negras (Haase et al., 1995; Masclaux et al.,1995.
La mayoria estan basados en las secuencias parciales de
SSUoLSTRNA yconlirmanla relacidén entre varias espeeies
anamorficas (Exophiala, Phacococcomyces, Phacoanello-
myces, Phialophora, Sarcinomyces), con las Herpolri-
chiellaceae (ylarelacion de algunadeéstas consu teleomorlo

92

en Capronia)

Recientemente Masclaux et al.(1995), comparando
filogeneticamente las secuencias parciales (Ls TRNA), de 42
cepas de hongos y levaduras dematiaceas, con especies
patdgenas de Cladosporium (Xylohypha), pudieron
constatar la existencia de 2 grupos monofiléticos distintos
(T'y 1D). El grupo 1, contenia todas las especies patdgenas
humanas de Cladosporium (actualmente incluidos dentro
del género Cladophialophoray Exophiala con teleomortos
en Capronia), mientras el grupo I, contenia especies
saproliticas de Cladosporium, junto con Mycosphaerella
tassiana, que probablemente son anamorfos de los miembros
de las Mycosphaerellaceae, demostrandose la distancia
filogenética de cada grupo. Sin embargo, un pequefio
numero de especies se excluyeron de estos 2 grupos y entre
ellas, Aureobasidium pullulans, Hortaea werneckii y las
especies de Xilohypha, que se alejan de las otras levaduras
negras clasificadas en Exophiala. Cuando es posible
reconocer sus teleomorfos, la mayoria se incluyen en los
Dothideales; Exophiala (FHerpotrichiellaceac), Hormone-
ma, Aureobasidium (Dothideaceac), pero las cepas de H.
werneckii, parccen no tener reproduccion sexual o
simplemente han perdido la capacidad de intercambiar
material genético (Uijthofet al.,1994).

Uijthofetal. (1994), mediante PCR de DNA nuclear
y mitocondrial, analizaron la estructura poblacional de
diferentes cepas de H.werneckii obtenidas de fuentes
humanas y otros ambientes naturales. Pudieron delimitar 6
subgrupos y observar que las cepas humanas no se
agrupaban entre si como se esperaba, pero se distribuian
al azar entre 2 grupos de poblaciones que contenian cepas
de otros ambientes. Concluyeron que, las inlecciones en
humanos por H.werneckii , sc deben a las semejanzas de
los nichos ecoldgicos naturales de esta especie, con la
superficie salada de la palma de las manos, mas que a una
adaptacion del hongo a un nuevo ambiente. Parece ser que
el factor homologo en ambos ambientes, debe correla-
cionarse con los niveles de NaCl, la sequedad intermitente
y el crecimiento a t® alrededor de 30°C.(De Cook,1994).

CONCLUSIONES

Nuestras cepas a pesar de su polimorfismo,
presentaron las caracteristicas del género Hortaea y la de
varios sinanamorlos (Phaeoanellomyces y Phaeotheca),
mantenicndo un ciclo predominantemente hidrofilico mas
que hidroldbico. La presencia de micelio se presentd gene-
ralmente en los cullivos mas viejos, pero también en fases
mas tempranas, sin alterar mayormente el aspecto
levaduriforme de las colonias.

Basandonos en las caracleristicas morfologicas y
fisioldgicas de nuestras cepas, con una conslante conidio-
génesis anclidica, proliferacion simpodial y un moderado



Notas micologicas: Hortaea werneckii - E. Piontelli et al.

Figura 1 al 8. Hortaea werneckii. 1.- Células levaduriformes uni y bicelulares con anelaciones conspicuas. 2.-3-4.
Conidiogénesis simpodial unilateral. 5-6.- Hifas septadas y células conidiégenas. 7-8.- Clamidosporas de paredes gruesas
y endoconidios.
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polimorlismo, consideramos a nuestros aislamientos como
Hortaea werneckii (Horta) Nishimura & Miyaji.

Se destaca el primer aislamiento y por ende la
presencia de esta levadura en ¢l pais en ambientes salinos,
situacion que debe considerarse debido a su condicion de
agente de facohilomicosis en el hombre.
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