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RESUMEN 

J\lediame delerlllinaciones lIuJ//ológicas y/fsioló
gicas. se describe el prilller aislalllienlo del hongo 
delllaliáceo le vaduri(o 1'111 e Hortllell werlleckii ell lH~lIa 
de lIIar y lIIoluscos ;Iel lIorte chilello( A 11 l(laga.l· 1;. Jl 
Región) . 

S'e cOlllellla al/l/islI/() lie/l/¡JO junIo a los af10rles de 
la lileralllra. algllllos datos ecológicos. epidellliológicos 

y taxonó/l/icos de es la levadllra negra. 

INTRODUCCION 

Debido al escaso aislamiento dc levaduras negras 
desdc ambientes acuáticos, telúricos o material clínico, su 
hallazgo es siempre un motivo de interés para el micro
biólogo. 

Como comenta De Hoog & McGinnis (1 <)X7), estos 
microorganismos, no se consideran nonnalmente en los 
textos de taxonomía de levaduras, dcbido a la presencia de 
melanina en sus parcdcs y a la frecuente capacidad de 
t0l111ar sinanari1Orfos miceliales,. y por ende~ prescntar un 
comportamiento ecológico diferente a la mayoría de las 
levaduras. Los ciclos de vida elc algunas esp~cies consi
deradas como levaduras negras, pucden presentar varias 
fases (polimorJismo), pero en general , son inicialmente 
higromicas, con predominio de formas le\'udurilonncs 
gemantes (de rápido crecimiento cn medios líquidos) y 
posteri0\111ente higrofóbicas, con fonnación dc hinls que 
producen conidios lejos de! sustrato, pcnnitiendo s~ dis
persión aérea . Este plcoanmnorlismo sc considera como 

SUl\1MARY 

Trollgh lIIorphological ánd physiological deter
/l/inaliollS. Ihe .¡¡rsl isolalioll (?( de/l/aliaceous yeast-Iike 
/lIlIglIS Hortllell werlleckii ill sea 11 ' (~/er ami o/ /l/olluscs ill 
lIorlhem Chile . (.:1 1I1(!(agasla. 11 Regioll) is described 

Besides Ihe conlribl/lions oIlilerall/re. sOllle eco
logical. epide/l/iological al/;' laxo/lolllical in/orlllalion 
abol/l this black yeast is also givell. 

una adaptación genética que le otorga fuertes ventajas eco
lógicas, pero complica para el micólogo médico la delimita
ción de las especies de este grupo. 

En los últimos 2 decenios,con el empleo de técnicas 
moleculares, la literatura de las llamadas levaduras negras, 
ha prescntado füertes cambios taxonómicos, desde e! 
variable conccpto de morro especie, basado en criterios 
conidiogénicos (De Hoog, 1977; Cole 1978), hacia el más 
estable de especie tilogenética (Uitjthof et aL , 1993 ; Haase 
etaL, 1995; MasclauxetaL, 1995). 

McGinnis et aL (1992), define a una levadura negra 
como un hongo demati¡íceo, de morfología simple, que se 
prcsenta como una célula solitnria , gemante, que durante 
parte dc su ciclo de vida, funciona como un conidiótoro 
reducido. Algunas especies no son' capaces de !:lrodueir 
hil'as (PlllIeocOccol1l.l'ces lligricallS (Rich & Stcm) de 
I-Ioog), mientras otrns como PlllIeoallellol1lyces eLegalls 
McGinnis & Shcll , prcscntan a menudo cn los cultivos 
viejos, un sinnnamorro hiromicctoso asociado (Exophia
La jeallsell1lei (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, Phaeoallellomyces 
werneckii, (Horta) McGinnis & Shell o Cladosporium 
werneckii Horta (consulte McGinnis et al. , 1985, para todos 
los sinónimos), es un Ascomycete polimórfíco con un 
sistema de coenzima Q (Takeo & De Hoog, 1991), pero 
carente en su pared celular de la estructura lamelar típica 
de los Basidiomycetes (Kreger van Rij & 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 (Moket al. , 1981 ; Mattedeetal., 1986,1988; DeCock, 
1994). Pero su mayor importancia radica en que se considera 
como un agente etiológico de linea nigJ'a palmoJ'is 
(faeohifomicosis) en el hombre, una infección asintomática, 
generalmente limitada a las superficies palmares o plantares 
(Rippon, 1988). La mayor casuística de esta enfeIllledad se 
describe en la literatura micológica de los paises tropicales 
o sub tropicales, especialmente en Sudamerica (Borelli, 
1977; Fischman,etal. , 1983; Conti-Diazetal. , 1984: Cordero 
et al., 1985, Severo et al. , 1994). Sin embargo, en Chile no se 
ha descrito su aislamiento, ni existen referencias de cua
dros clínicos. La única relación con esta enfeIllledad, es 
un caso en la literatura brasilera, donde se afiIllla su 
adquisición en Chile (Severo et al. , 1994). 

Los objetivos de esta nota son: comentar junto a 
los aportes de la literatura, algunos datos ecológicos, 
morfológicos, fisiológicos y taxonómicos de esta levadura. 

MATERIALES Y METOnOS 

Biogeografía J obtención de las cepas. 

Investigando el posible uso de vanas levaduras 
marinas en los cultivos de moluscos bivalvos en el norte 
chileno (Antofagasta , 11 Región) , llamó la atención el aisla
miento de levaduras negras (3 veces en baja cantidad), 
desde estanques con cultivos comerciales de larvas de 
Argopectell purpuratus (Ostión del Norte) y a veces desde 
las mismas larvas. La temperatura del agua en la época de 
muestreo lluctuó entre los 20-21"C. 

Los aislamientos se obtuvieron en culti\'os en agar 
Sabourauddextrosa (2'% NaCl), incqbadosdurante 4-5 días 
a2rC. 

• 1 \-" ' 1 j" 

Estudios morfplúgicos . ¡ . 
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A partir de los 2 primeros aislamientos conservados 
a baj a 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 
Papa dextrosa. Cada 4 días, mediante preparaciones entre 
lámina y laminilla, se observaron (sin fines comparativos) 
sus características macroscópicas (lupa estereoscópica) y 
microscópicas (contraste de fase y óptica n01111al). 

Como liquido montante se empleó lactofenol sólo 
o con azúl de algodón. 

Fisiología 
Los patrones nutricionales de las 4 cepas Sé 

efectuaron en galeras de ID 32C (API) BioMerieux, incuba
dasdurante7 días a 28°C (de I-Iooget al, 1992). La producción 
de U\-easa se estudió en agar urea de Christensen, la osmo
tolerancia (10% NaCI y 10% MgCI

2
) en agar Malta a 28°C, 

durante 5 días y los rangos de tolerancia a la temperatura 
se efectuaron en agar Malta a 40°C durante 7 días. 

RESULTADOS 

Macro01orfología. 
En los 3 medios de cultivo a 27°C, las colonias 

presentaron un aspecto netamente levadurifoIllle; lisas, 
brillantes, con márgenes enteros, solevantadas, con un 
diámetro que osciló entre 8-16 11m en 7 días, olivaceas a 
negras en el tiempo, revcrso del mismo color del anverso. A 
las 3-4 semanas de crecimiento se apreció en agar Malta y 
Sabouraud (más que en Papa dextrosa), algunas colonias 
levadurifoJ111CS que presentaron, hifas aéreas, laxas, cortas, 
poco agregadas, finas ,de Un tono café intenso. 

En agar Malta (10% Mg CI), a 27° C, entre las 3-4 
semanas de incubación, algunas colonias levadurifOlmes 
presentaron en su reverso abudantes hifas negras sumer
gidas (como pseudomicelio) y escasas hifas áereas cOlias 
en sus superlicies. En agar Malta (10% Na CI) a 27° C, se 
obsevó la misma situación pcro en menor cantidad. 

M ic romo rfologí a. 
Células levadurifon11es unicelulares y bicelulares, 

primariamente de paredes linas, subhialinas, posteriop11ente 
de pared más gruesa y de color oscuro, sub globosas, 
elípticas a clavadas. Las bicelulares presentaron un septo 
que constriñe la parte ccntral. Las unicelulares 7-8 x 3-3,5 
11m y las bicelulares 8,5-13 x 3 ,5-4 11m. Células conidiógenas 
no diferenciadas, apicales o laterales, uni o bipolares, 
conspicuas, con anélides que se alargan en el tiempo por 
depósitos de pared (Fig.. I). Conidios unicelulares, per
cUITcntes, pero también que nacen en 1'on11a simpodial , uni 
o multilaterales (6-8x3-3,5 ~lln) ; losbicelular~s(8-11 x3,5-
4,5 pm), en el ticmpo, adquieren las dimensiones de las 
células le"adurifolTIles adultas (Fig.2-3-4). Después de 2 



semanas de incubación, se oh servó la prcsencia de células 
mós grandes (clamidosporas) de coloración cale oscuro, 
que genninan por rotura de su pared, liherando endoconi
dios por alargamiento meristemMico (fig. 7 -8). 

Hifas dematiúceas escasas en los cultivos jóvenes, 
pero mós visihles en cutivos viejos (Malta y Sabouraud), 
4,5-6 flm de ancho, septadas , de gruesas paredes de color 
oliva a cale oscuro, estructuras ancladas conspicuas, anchas 
en su base 1,5- 2,5 flm , que se originan en células coni
diógenas intercalares o laterales, formando conidios 
percuITentes o en l' 01111 a simpodial (fig. 5-6), al igual que las 
células levadurifonnes y con medidas semejantes. Presencia 
de escasos racimos de c1amidosporas. . 

Patrones nutricionales y fisiológicos. 
El patrón fisiológico y nutricional de las cepas 

estudiadas se presenta en Tabla 1; todas las cepas crecieron 
antes de los 3 días en : glucosa, galactosa , actidionc, saca-

TalJla l. Patrones nutricionales y fisiológicos de 
H. werneckii (ID 32C), a 27°C du rante 7 días 

Glucosa + 
Galactosa + 
Sacarosa-sucrosa + 
Nacetil glllcosamina 
ulctato 
Arahinosa + 
Celobiosa + 
Rafinosa + 
Maltosa + 
Trehalosa + 
2 Cetogluconato + 
Alfa metí! D glucosidasa 
Manitol 
Lactosa 
Inositol 
Sorbitol 
Xilosa 
Ribosa 
Glicerol 
Ramosa 
Palatinosa 
Eritritol 
Melobiosa 
GllIcoronato 
Melizitosa 
GllIconato 
Lc\'ulinato 
Sorhosa 
GllIcosamina 
Esclllina 
Ciclohcximida 

lO%NaCl 
10% MgCI 
Ureasa 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+/-

Crecimiento a 30"C + 
Crecimiento a ·to°c -
Nitrato + 

Notasmicológicas : Hor/aca wemeckii - E.Piolltellietal. 

rosa, arahinosa, nifinosa, manitol , inositol, xilosa, glicerol , 
ramosa, palatinosa, eritritol , melohiosa y ureasa , y con mús 
Icntitud en los restantes compuestos mencionados en 
Tabla l . La actidiona presente en las galeras del ID 32C, 
inhibió parcialmente el crecimiento de las cepas, sin em
bargo todas crecieron en agar Malta con 10% NaCI o con 

10% de MgCl
1 

. 

DISCUSION 

Las levaduras negras con pared bilamelar y con un 
poro simple comunmente delineado con cueq)os de Woronin, 
son consideradas como anamorfos de Ascomycetes. Su 
variada conidiogénesis, es fuertemente inlluenciada por las 
condiciones de laboratorio o del medio ambiente exógeno 
(De Hoag, I 993),peroprincipalmente exhihen el tipo blóstico 
(fiúlidico o anelidico). En estos microorganismos, el tipo 
dominate de conidiogénesis se considera la característica 
plincipal para delimitm'el taxon ilnmnorJü(Cole, 1978; Gams, 
1982), sin embargo, el grupo presenta dificultades para una 
huena detenninación taxonómica, las cuales se acentuan 
por el empico de medios no estandarizados (Ha ase et al. , 
1995). 

El ciclo de vida observado durante las 4 semanas 
de incubación de H. wemeckii, difiere levemente de lo 
descrito en la literatura (de Hoog, 1995, De Hoog & Genits 
van der Ende,1992). En los medios sólidos empleados, 
detectamos preferentemente un microciclo higro11lico con 
colonias siempre lcvadurilcll111eS, olivaceas a negras y con 
una fase inicial de células uni y bice1ulares. Sus células 
conidiógenas prcscntaron sucesivas gemaciones polares 
o intercalares, con anelaciones bien visibles y variables en 
cantidad y grosor (dependiendo de los días de incubación) 
y similares a los observados en varias especies de Exoplzia[a 
y otros I-Iyphomycetes anelidicos. 

Nos llamó la atención el frecuente patrón coni
diogénico de proliferación simpodial anelídica en muchas 
células !cvadurilllI111eS yen las hifas, generalmente de! tipo 
monopolar, una situación que parece ser cepa dependiente 
(De Hoog & GelTits var der Ende, 1992). 

Cuando Nishimura & Miyaji (1984), propusieron el 
género Hortllell para incluir Exop/¡ia[a wemeckii, se 
basaron en una cepa única (CBS 107.67), describiendo sus 
característicns morfológicas al microscopio electrónico de 
banidn, principalmente por haber observúdo en las hit:'1s, 
células conidiógenas (anélides) con proliferación simpodial 
y células hijas que nacen en tl1I111a espiralada, un proceso 
que también observaron Col e (1978) Y De Hoog & Genits 
van der Ende (1992), bajo el nombre de conidiogénesis 
simpodial. 

McGinnis et al. (1985), Dixon & Polak-Wyss (1991) 
Y Mittag (1993), analizando la especie tipo del género, no 
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encontraron células con desarollo simpodial, sino una 
conidiogénesis estrictamente anelídica, recalcando los 
primeros autores, que Nishimura & Miyaji (1984), no 
e:-.:aminaron la especie tipo para confíllnar que su nuevo 
género contenía las estructuras por ellos descritas. Debe 
resaltarse, que todas nuestras cepas presentaron ambos 
tipos de conidiogénesis, donde la prolireraeión simpodial 
se observó frecuentemente a lo largo de las 4 semanas de 
incubación. 

El comportamiento de nuestras cepas fue prin
cipalmente levaduriroIllle en las primeras 3 semanas (más 
que micelial), con la sola presencia de algunas pseudohiras 
o pequeños conjuntos de hilas a medida que los cultivos 
envejecían, lo cual es comparable a.lo descrito en la lite
ratura. Este ciclo mayoritariamente blústico, presentó una 
dominante conidiogénesis anelidica, que McGinnis et al. 
(1985),reconocen bajo el género anamórllcode PlllIealle[lo
myces (P. werneckii) , dentro de la Familia Phacococco
mycetaceae, que incluye también los representantes del 
género Plzaeococcol1lyces de l-Ioog. 

A medida que los cultivos cnvejecían, algunas 
células matemas, de aspecto ovoide, cngrosaron sus pare
des celulares, cesaron en su conidiogénesis anelídica y 
mediante maduración meristcmótica y rotura de su pared, 
liberaron endoconidios lisos. Este tipo de conidiogénesis 
endógena se relaciona con cl género anamórrico de 
Phaeofeca Sigler et al. ( 1 981 ). 

Se ha observado que algunas cepas pueden producir 
otros sinanamorros, eomo cueqJos esclerotialc~ multi
celulares (tipo PlllIeosclera, Sigler et al. , 1981). Nuestras 
cepas presentaron pocas de estas característica~ morlt)
lógicas en el tiempo de observación. 

A pesar que los test Jlsiológieos son una buena 
ayuda en la detemlinación de las especies, necesitmi mucho 
tiempo, pudiendo ser de mayor utilidad si rueran mús 
completos y especíllcos. Además e:-.:istcn bastantes clisen:
pancias en los resultados de estas pruebas en la literatura, 
situación que deHoogetal. (1992), relacionan con el empleo 
de medios sólidos. 

Como ejemplo, algunas de las delimitaciones 
principales entre H. werneckii y Exophia[a derl1latititlis, 
se deben al crecimiento( +) de la primera en : lactosa, nitrato, 
10% Na Cl y Mg Cl

1
, y. (-) a temperaturas de 40"C. 

Recientemente en la ta:-.:onomía rúngica, se están 
utilizando técnicas moleculares (8nms el al. , 1991 ; McGinnis 
et al. , 1992), pero no e:-.:isten aún muchos e~tudios en las 
levaduras negras (Haase el al. , 1995; Masclau:-.: et al. , 1995. 
La mayoría estún basados en las secuencias parciales de 
SSU o LS rRNA yconllrman la relaeión entre varias especies 
anamórficas (Exop/¡ialll, Pllileococcol1l.l'ces, PlllIeollllello-
11Iyces, Phia[opllOl'a, Sal'cillol1lyces) , con las HeqJotri
chiellaceae (y la relación de alguna deéstascon su teleolllorlo 
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en Caprollia) 
Reeientemente Masclau:-.: et al.( 1995), comparando 

lilogeneticmnente las secuencias parciales (Ls rRNA), de 42 
cepas de hongos y levaduras dematiáceas, con especies 
patógenas de CLadosporiul11 (XyLo"J'plw), pudieron 
constatar la e:-.:istencia de 2 grupos monoJlléticos distintos 
(I y 1I). El grupo 1, contenía todas las especies patógenas 
humanas de Cladosporilll11 (actualmente incluidos dentro 
del género Cladophia[opllOray Exophia[a con teleomorfos 
en ClIprollia), mientras el grupo II, contenía especies 
saproríticas de· CLadosporiul11, junto con M,J'cosplwereLla 
ta.uillllll, que probablemente son anamodos de los miembros 
de las Mycosphaerellaceae, demostrandose la distancia 
tilogenética de cada grupo. Sin embargo, un pequeño 
número de especies se e:-.:clu)'cron de estos 2 grupos y entre 
ellas,Allreohasidilll1l pllLlllltms, HOl'faea wemeckii y las 
especies de Xilohypha , que se alejan de las otras levaduras 
neg.ras clasificadas en Exophiala. Cuando es posible 
reconocer sus teleomorJtlS, la mayoría se incluyen en los 
Dothideales; Exophia[a (I-leq)otrichiellaceae), Hormolle
ma, AlIl'eohllSidill11l (Dothideaceae), pero las cepas de H. 
werlleckii, parecen no tener reproducción sexual o 
simplemente han perdido la capacidad de intercambiar 
material genético (Uijthot'et al. , 1994). 

Uijthoret al. (1994), mediante PCR de DNAnuclear 
y mitocondrial, analizaron la estructura poblacional de 
diferentes cepas de H. Jl.'emeckii obtenidas de fuentes 
humanas y otros ambientes naturales. Pudieron delimitar 6 
sub grupos y observar que las cepas humanas no se 
agrupaban cntre si como se esperaba, pero se distribuían 
al azar entre 2 grupo~ de poblaciones que contenían cepas 
de otros ambientes. Concluyeron que, las in lecciones en 
humanos por H. wemeckii , se deben a las semejanzas de 
los nichos ecológicos naturales de esta especie, con la 
superllcie salada de la palma de las manos, más que a una 
adaptaeión del hongo a un nuevo ambiente. Parece ser que 
el ractor homólogo en ambos ambientes, debe cOlTela
cionarsc COI1 los nivcles de NaCl , la sequedad intelll1itente 
yel crccimiento a tO alrededor de 30"C.(De Cook, 1994). 

CONCLUSIONES 

Nuestras cepas a pesar de su polimorfismo, 
presentaron las caraeterísticas del género Horfaea y la de 
varios sinanamorlos (PlllIeoallellol1lyces y PlllIeofheca) , 
manteniendo un ciclo predominantemente hidromico más 
que hidrolúbico. La prcsencia de micelio se presentó gene
ralmente en los culti\'o~ mús viejos, pero también en fases 
mús tempranas , sin alterar mayormente el aspecto 
lcvadurirollne de las colonias. 

8asandonos en las características morfológicas y 
fisiológieas de nuestras cepas, con una constante eonidio
génesis anelídica, prolireración ~impodial y un moderado 
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5· 

Figura l al 8. Horfaea werneckii. 1.- Células levadurifOImes uni y bicclulares con anelaciones conspicuas. 2.-3-4. 
Conidiogéncsis simpodial unilateral. 5~6.- Hit:'1s septadas y células conidiógenas. 7-8.- Clamidosporas de paredes glUesas 
y endoconidios. 
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polimorllsmo, consideramos a nuestros aislamientos como 
Hortaea wemeckii (Horta) Nishimura & Miyaji . 

Se destaca . el primer aislamiento y por ende la 
presencia de esta levadura en el país en ambientes salinos, 
situación que debe considerarse debido 11 su COtH.lición de 
agente de faeohilt1micosis en el hombre. 
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