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1. INTRODUCCIÓN

1.1. LOS HONGOS QUERATINOFÍLICOS

Los hongos queratinofílicos son aquellos que tienen su hábitat en

sustratos queratinizados. Algunos de ellos poseen la capacidad de

degradar la queratina, denominándose entonces hongos queratinolíticos

(Kunert, 2000). La mayoría pueden parasitar tejidos queratinizados del

hombre y de otros animales, comportándose en algunos casos como

hongos patógenos (dermatofitos). Utilizando la técnica del anzuelo de

queratina descrita por Vanbreuseghem en 1952, se ha demostrado que el

suelo es un importante reservorio para muchos de estos hongos.

Mediante dicha técnica se han aislado numerosas formas perfectas o

teleomorficas (fase sexual), teniendo algunas de estas como fase

anamorfica (asexual) a especies de hongos dermatofitos. En su mayoría

se incluyen dentro del orden Onygenales, concretamente en las familias

Onygenaceae, Gymnoascaceae y Arthrodermataceae (Currah, 1985), y

sus anamorfos o estados asexuales, se incluyen mayoritariamente en los

géneros Blastomyces Costantin y Rolland, Chrysosporium Carmichael,

Malbranchea Sacc., Microsporum  Gruby, Trichophyton Malmstein,

Geomyces Traaen. y Oidiodendron Robak.

1.1.1. Ecología de los hongos queratinofílicos

La queratina es una proteína que forma parte de numerosas

estructuras de los animales, tales como pelos, plumas, lana, cuernos,

pezuñas, uñas, etc., siendo un sustrato difícil de descomponer por la

mayoría de los microorganismos del suelo debido a su estructura química

compleja y sumamente resistente a la acción de agentes físicos y

químicos (Mathison, 1964; Pugh y col., 1984), lo cual comporta una gran

importancia a nivel ecológico así como en micología médica. La presencia

de esta molécula en el suelo es importante para el desarrollo de las

especies queratinofílicas, pero existen otros factores que condicionan o
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afectan su distribución y supervivencia en la naturaleza. Según Garg y col.

(1985) estos factores se pueden agrupar en dos categorías; factores

abióticos y factores bióticos.

1.1.1.1. Factores abióticos

Dentro de los factores abióticos más importantes cabe señalar la

temperatura. Los hongos queratinofílicos generalmente son mesofílicos,

con una temperatura óptima de crecimiento entre 25-27ºC. Existen sin

embargo excepciones, ya que se han aislado cepas de especies

mesofílicas en ambientes extremos. Por ejemplo, se han aislado en

suelos alpinos Microsporum gypseum (E. Bodin) Guiart y Grigoraki,

Trichophyton ajelloi (Vanbreuseghem) Ajello y T. terrestre Durei y Frey

(Batelli y col., 1978), o Chrysosporium pannorum (Link) S. Hughes en la

Antártida (Pugh y Allsopp, 1982) . También se han descrito especies

queratinofílicas psicrofílicas, como por ejemplo Keratinomyces ceretanicus

Punsola y Guarro,  aislada de suelos de bosques de España (Punsola y

Guarro, 1984) y Chile (Cano y Sigler, 1992), con una temperatura óptima

de crecimiento de 15-17ºC. Según Saez y Chauvier (1977) la temperatura

más alta a la que algunos hongos queratinofílicos podrían desarrollarse es

de 41ºC, como es el caso de Chrysosporium keratinophilum  D. Frey ex

J.W. Carmichael

Otro factor abiótico importante es la luz, y más concretamente la luz

UV, ya que inhibe la germinación de las esporas y, eventualmente, el

crecimiento de las hifas. La inhibición de la germinación de las esporas

por la luz visible (400-700 nm) fue estudiada por Buchnicek (1968). Según

dicho autor, la exposición continuada a la luz tiene inicialmente un efecto

fungistático, y posteriormente, fungicida. Ello explicaría el descenso en la

frecuencia de dermatomicosis en el periodo estival (Garg y col., 1985).

En el suelo, la variación en la microbiota queratinofílica está

condicionada por las variaciones de temperatura y luz que se producen.

Esta variación es más marcada en regiones tropicales y subtropicales

(Garg y col., 1985).
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La supervivencia de los hongos queratinofílicos en el suelo está

también directamente influenciada por los factores edáficos del mismo.

Cabe destacar el pH (cuyo óptimo para el crecimiento de los hongos es de

6 a 9), la existencia de una fuente de nitrógeno próxima y accesible, la

humedad (importante en los procesos de germinación, crecimiento y

reproducción), y también es importante la presencia de materia orgánica

en descomposición. Según las concentraciones de materia orgánica que

se encuentren en el suelo, se pueden considerar dos grupos de hongos

queratinofílicos: los dependientes de concentraciones de materia orgánica

elevada, como es el caso de M. Gypseum, y de concentración baja de

materia orgánica, Trichophyton terrestre (Durei & Frey) y un segundo

grupo, cuya distribución no depende de dicha concentración, T. ajelloi

(Vanbreuseghem) Ajello y C. keratinophilum. El tipo y la cantidad de

ácidos grasos también afecta a la supervivencia de los hongos

queratinófilos, provocando generalmente una inhibición de su crecimiento

(Hajini y col., 1970). La concentración de metales pesados presente en el

suelo no parece afectar a la distribución de estos microorganismos, los cuales

actuarían como acumuladores de los mismos, preferentemente en las

hifas (Garg y col., 1985). Se ha descrito un efecto inhibitorio del NaCl en

el crecimiento de los dermatofitos, y aunque la salinidad tolerada por los

mismos no se ha determinado, estos se han aislado repetidamente en

muestras de suelos procedentes de la costa mediterránea, los que

poseen una salinidad entre 5.8 y 15.6% (Orrú y col., 1968).

1.1.1.2. Factores bióticos

La presencia de animales o restos de los mismos constituye el

principal factor biótico que influye en la distribución de los hongos

queratinofílicos. La asociación de las aves con la supervivencia y

dispersión de los dermatofitos ha sido estudiada por diferentes autores

(Ajello, 1953; Kuehn, 1960; Gierloff y Katic, 1961; Bühlmann y Reith,

1962; Dvorak y Otcenasek, 1964; Pugh, 1966; Rees, 1967-a,-b; Pugh y

Evans, 1970; Hubalek, 1972, 1974, 2000, Hubalek y Balat, 1976). El que
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estos hongos se encuentren asociados a los animales en general

favorece la infección secundaria en el hombre (Garg y col., 1985).

1.1.1.3. Los hongos queratinofílicos como potenciales patógenos

Cuando ciertos hongos queratinofílicos que sobreviven en el suelo

entran en contacto con un huésped susceptible, en condiciones

ambientales y fisiológicas adecuadas, se puede producir la proliferación

del mismo, sobre el huésped, dando una afectación denominada

genéricamente tiña (Garg y col., 1985).

Se han descrito muchos hongos queratinofílicos como agentes

causantes de infecciones en el hombre y animales. Los más conocidos,

por su mayor incidencia, son los denominados dermatofitos. Los

dermatofitos se agrupan en tres géneros/forma: Epidermophyton Sabour.,

Microsporum Gruby y Trichophyton Malmsten, los cuales causan

infecciones en la piel denominadas “dermatofitosis”. La mayoría de ellos

tienen una forma teleomorfica perteneciente al orden Onygenales (Currah,

1994). Las dermatofitosis, según su localización, se llaman onicomicosis o

tinea unguinum (cuando se producen en las uñas), tinea corporis (en la

piel) y tinea capitis (en el pelo) (Kane y col., 1997). Se han descrito otros

géneros patógenos incluidos en el orden Onygenales, que tienen una

menor incidencia y no son queratinofílicos, pero que pueden causar

cuadros clínicos más graves tales como infecciones sistémicas. Entre

estos se encuentran Ajellomyces capsulatus Kwon-Chung, McGinnis y

Katz, que posee como anamorfo a Histoplasma capsulatum Darling,

siendo el agente causal de la histoplasmosis, una micosis intracelular del

sistema monocito-macrófago, que se caracteriza por provocar inflamación

granulomatosa con una posterior necrotización y calcificación, y cuya

diseminación suele ser fatal. Otra especie importante es Ajellomyces

dermatitidis McDonough y Lewis, que posee a Blastomyces dermatitidis

Gilchhrist y Stokes como anamorfo, siendo el causante de la

blastomicosis, que se inicia como una infección pulmonar, diseminándose

por vía sanguínea y que, en estadios más avanzados se ven afectados el

sistema nervioso y diferentes órganos (Hoog de y col., 2000).
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También se han descrito otros Onygenales como patógenos

oportunistas, entre los que podemos destacar Aphanoascus fulvescens

(Cooke) Apinis, del que se han descrito diferentes casos de infecciones

cutáneas en el hombre (Marín y Campos, 1984; Guého y col., 1985) y en

animales (Vanbreuseghem y de Vroey, 1979; Pal, 1995); Gymnoascus

dankaliensis (Castell.) v. Arx, implicado en casos de otomicosis (Batista y

col., 1960), lesiones de piel (Vanbreuseghem y de Vroey, 1966; Sanyal y

col., 1971) y en onicomicosis (Summerbell y col., 1989); y Narasimhella

hyalinospora (Kuehn, Orr y Ghosh) v. Arx, documentada como la

responsable de una infección pulmonar en un paciente con leucemia

mieloide aguda por Iwen y col. (1999). Los géneros/forma Chrysosporium

Carmichael y Malbranchea Sacc. también se encuentran asociados a

determinadas patologías de la piel. Así C. keratinophilum ha sido aislado

como responsable de onicomicosis y de infecciones superficiales (Reboux

y col., 1995); C. pannicola (Corda) v. Oorschort y Stalpers y C.

queensladicum (Apinis y Rees) Sigler han sido aislados de infecciones de

piel y onicomicosis (Reboux y col., 1995); y C. zonatum Al-Musallam y

Tan, aislado de una infección sistémica en un paciente con enfermedad

granulomatosa crónica (Roilides y col., 1999). Malbranchea presenta una

menor incidencia, pudiéndose destacar un caso de sinusitis debido a

Malbranchea pulchella (Miehe) Sigler y Carmichael, descrito por Bendra y

Corey (1994).

También se han citado diferentes especies queratinofílicas que

pertenecen a diferentes órdenes y que, como los descritos hasta el

momento, también son capaces de causar queratitis. Estos géneros son

Aspergillus Link y Fusarium Link. También hay que destacar otros hongos

queratinofílicos tales como Piedraia hortae (Brumpt) da Fonseca y de

Area Leao, que provoca la denominada “piedra negra”, una invasión del

pelo caracterizada por la formación de nódulos superficiales (Reboux y

col., 1995). Arthrographis kalrae (Tewari y Macpherson) Sigler y

Carmichael fue citado en 1939 por Cochet como causante de una

onicomicosis, y Tewari y Macpherson (1968), en una inoculación

experimental en animales observaron un neurotropismo positivo, también
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se ha reportado como responsable de queratitis (Perlman y Binnis, 1997)

y micetoma (Degrave y col., 1997), habiendo sido aislada en dos

pacientes inmunosuprimidos (Delage y col., 1998). También

Chrysosporium zonatum (Al-Musallam y Tan) ha sido aislado de una

infección sistémica en un paciente con enfermedad granulomatosa

crónica (Roilides y col., 1999).

1.1.2.Fisiología

1.1.2.1. Queratinolisis

La degradación fúngica de la queratina consiste en un proceso mixto,

bioquímico y mecánico. La degradación de los sustratos queratínicos se

debe a la acción de enzimas proteolíticas llamadas queratinasas. La

secreción de estas es inducida por la presencia de queratina en el

sustrato (Siesenop y Böhm, 1995). Este proceso, es acompañado por

diferentes adaptaciones morfológicas del hongo, las que facilitan la acción

mecánica del mismo sobre dicho sustrato. La expresión morfológica de la

queratinolisis en el pelo ha sido estudiada por diversos autores mediante

microscopía electrónica de barrido (MEB) (Guarro y col., 1988; Fusconi y

Filipello Marchisio, 1991; Cano y col., 1991; Filipello Marchisio y col.,

1994), diferenciándose dos formas de ataque del pelo: erosión

superficial y penetración radial. La erosión superficial consiste en la

destrucción gradual del pelo desde fuera hacia dentro. Las hifas que

realizan esta actividad pueden mantener su apariencia normal, o dilatarse

formando ramas cortas, dando lugar a estructuras digitiformes. La

penetración radial es un ataque en cualquier localización del pelo por

varias hifas especializadas que penetran en el mismo formando un ángulo

recto respecto al eje mayor del mismo. Estas últimas estructuras se

denominan órganos perforantes (Filipello Marchisio, 2000).
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1.1.2.2. Degradación de la celulosa

Históricamente se consideraba la degradación de la celulosa como

una característica importante en la taxonomía de los Onygenales (Currah,

1985). Sin embargo, en la actualidad esta no es relevante, ya que la

mayoría de los hongos celulolíticos pertenecen a la familia Myxotrichaceae, la

cual se considera de posición incierta y que ha sido excluida del orden

Onygenales (Eriksson y col., 2003).

1.2. TAXONOMÍA DE LOS HONGOS QUERATINOFÍLICOS

La taxonomía de los hongos queratinofílicos es muy compleja, ya

que dentro de los mismos se encuentran diversos taxones, tales cómo los

hifomicetos, incluyendo a los dermatofitos y a Aspergillus, Chrysosporium,

Fusarium y Scopulariopsis Bainier, así cómo algunos celomicetos

(Gugnani, 2000).

1.2.1. El orden Onygenales

Históricamente, y debido a su importancia clínica, se han estudiado

separadamente a los dermatofitos del resto de los Onygenales,

considerando como dermatofitos a un grupo de hongos estrechamente

relacionados y que son los causantes de infecciones bien definidas como

las dermatomicosis o dermatofitosis. Todos ellos se comportan como

queratinolíticos, teniendo la capacidad de invadir tejidos in vivo. Los

dermatofitos se reproducen asexualmente mediante la formación de

mitosporas (conidios) uni o pluricelulares, siendo utilizadas las

características morfológicas y culturales como principales criterios

taxonómicos en la clasificación del grupo. Actualmente se aceptan dentro

de los dermatofitos tres géneros: Epidermophyton, Microsporum y

Trichophyton, mientras que un cuarto genero, Keratinomyces Vanbreus.

es objeto de discusión entre los especialistas (Vanbreuseghem, 1952;
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Georg y col., 1959; Ajello, 1968; Punsola y Guarro, 1984; Cano y Sigler,

1992; Simpanya, 2000).

Utilizando las técnicas del “anzuelo de queratina”, se describieron las

formas teleomórficas de los géneros/forma Microsporum y Trichophyton

como Nannizzia Stockdale y Arthroderma Currey ex Berkeley

respectivamente (Currey, 1854; Stockdale, 1961). Posteriormente,

Weitzman y col. (1986) sinonimizaron ambos géneros dejando cómo

taxonómicamente válido a Arthroderma. El género Arthroderma actualmente

se incluye en la familia Arthrodermataceae, del orden Onygenales,

aunque los dermatofitos históricamente se han estudiado por separado,

pertenecen al orden Onygenales que es el objeto de nuestro estudio.

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoría de los hongos

queratinofílicos se encuentran dentro del orden Onygenales

(Ascomycota), y actualmente agrupa un total de 39 géneros (Eriksson y

col., 2003). El orden Onygenales ha sido estudiado por varios autores

(Benjamin, 1956; Kuehn, 1958, 1959; Apinis, 1964, 1967 y Benny y

Kimbrough, 1980). El estudio de dicho orden se ha basado siempre en las

características morfológicas del ascoma. Una de las revisiones más

completas ha sido la de Currah (1985). Dicho autor consideró como uno

de los criterios taxonómicos más útiles la organización del peridio,

diferenciando varios tipos (Fig.1), a pesar de que, posteriormente, otros

autores llegaron a la conclusión que estas características no reflejaban la

filogenia del grupo (Sugiyama y col., 1999). También estudió las

características de las ascosporas y conidios, incluyendo también aspectos

fisiológicos tales como la capacidad de degradación de diferentes sustratos,

como la queratina y la celulosa. Según estos criterios propuso la división

de los Onygenales en cuatro familias: Arthrodermataceae,

Gymnoascaceae, Myxotrichaceae, y Onygenaceae. (Fig.2). Esta

propuesta fue ampliamente aceptada, aunque con alguna excepción,

como la de v. Arx en 1987, el cual establece una clasificación diferente,

basada principalmente en la morfología de las ascosporas (forma,

simetría, pigmentación, etc.), así como la ontogenia y el tipo de forma

inicial de los ascos. Este autor no acepta el orden Onygenales, e incluye
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algunas de las familias anteriormente citadas dentro del orden Eurotiales.

Para dicho autor, el orden Eurotiales comprendería un total de cuatro

familias: Amauroascaceae, Eurotiaceae, Gymnoascaceae y

Onygenaceae. (Tabla 1).

Figura 1. Tipos de peridio de los Onygenales según Currah

(1985). a: telaperidio; b: reticuloperidio; c: incompositoperidio; d:

cleistoperidio.

b

d

a

c
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Figura 2. Esquema de las familias del orden Onygenales según Currah

(1985).

AscosporesFamily Peridia and
appendages

Anamorphs Substrate and
Habitats

ONYGENACEAE

ARTHRODERMATACEAE

MYXOTRICHACEAE
E

GYMNOASCACEAE

carnivore
dung
soil enriched
with keratin
or dung

KERATIN

decaying
hoof,horn,
feathers, hair
and skin

some are
parasitic on
animals

processed or
decaying plant
materials

CELLULOSE
paper, straw,
soil around the
roots of plants

decaying
vegetation
soil rich in
organic matter

VARIABLE

Various types
of dung
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Tabla 1. Clasificación del orden Onygenales según Currah (1985), y del orden

Eurotiales según v. Arx (1987).

Currah 1985 Onygenales

Arthrodermataceae Onygenaceae Gymnoascaceae Myxotrichaceae

Arthroderma Ajellomyces Acitheca Byssoascus

Ctenomyces Amauroascus Arachniotus Myxotrichum

Nannizzia Aphanoascus Gymnascella Pseudogymnoascus

Apinisia Gymoascoideus

Ascocalvatia Gymnoascus

Auxarthron

Keratinophyton

Kuehniella

Nannizziopsis

Neogymnomyces

Neoxenophila

Onygena

Renispora

Shanorella

Spiromastix

Uncinocarpus

Pectinotrichum

Xynophila

Arx 1987 Eurotiales

Amauroascaceae Eurotiaceae Gymnoascaceae Onygenaceae

Ajellomyces Cristaspora Arthroderma Ascocalvatia

Amauroascus Chaetosartorya. Ctenomyces Byssoascus

Aphanoascus Dichalena Gymnoascus Byssochlamys

Apinisia Dichotomomyces Leucothecium Cephalotheca

Auxarthron Emericella Nannizia Eremascus

Keratinophyton Eupenicillium Narasimhella Hamigera

Kuehniella Eurotium Shanorella Monascella

Hemicarpenteles Spiromastix Monascus

Fennellia Uncinocarpus Myxotrichum

Mallochia Xynophila Onygena

Neosartorya Penicilliopsis

Saitoa Pseudogymnoascus

Renispora

Talaromyces

Thermoascus

Trichocoma
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Así, la subdivisión en familias dentro del orden Onygenales o

Eurotiales presenta cierta controversia. Actualmente, la propuesta más

ampliamente seguida continúa siendo la de Currah (1985).

Los Onygenales, muestran diversos tipos de peridio, desde los

típicamente cleistoteciales a los formados por un entramado laxo de hifas.

Los miembros de los Onygenales presentan ascos prototunicados

(considerando como ascos prototunicados a aquellos que poseen una

pared fina y delicada, y rápidamente evanescente) con ocho ascosporas

pequeñas (usualmente de una longitud de 8 µm), unicelulares, hialinas a

ligeramente pigmentadas (nunca pardo oscuras o negras) (Fig.3.) (Sigler,

1993).

Figura 3. Algunas ascosporas morfológicamente representativas de los

Onygenales. a: reticuladas; b: lisas; c: foveoladas; d: con cresta

ecuatorial.

Los miembros de las familias Arthrodermataceae y Onygenaceae

tienen la capacidad de degradar sustratos queratinizados, pudiéndose

aislar a menudo de diferentes especies de mamíferos y aves. Las

ascosporas de Arthrodermataceae son lisas, y sus anamorfos pertenecen

a los géneros/forma Trichophyton, Microsporum o Chrysosporium. Las

ascosporas de Onygenaceae tienen paredes reticuladas o foveoladas, y

c

a b

d

5µm
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sus anamorfos se incluyen en los géneros/forma Chrysosporium,

Histoplasma Darling, Blastomyces Costantin y Rolland o Malbranchea.

Los géneros incluidos en Myxotrichaceae presentan ascosporas

fusiformes o elipsoidales, con paredes lisas o estriadas, tienen la

capacidad de degradar celulosa, y la mayoría poséen como anamorfos a

los géneros/forma Geomyces Traaen. o Malbranchea. Finalmente los

miembros pertenecientes a la familia Gymnoascaceae presentan

ascosporas lisas o rugosas, obladas, a menudo con engrosamientos

polares. La ausencia de anamorfos bien desarrollados y la ausencia de

afinidad por los sustratos queratinizados sugiere que algunos de sus

miembros están estrechamente relacionados con los Eurotiales (Sigler,

1993).

Estudios moleculares recientes indican que la familia Myxotrichaceae

debe excluirse del orden Onygenales, aunque su posición sigue siendo

taxonómicamente incierta (Sugiyama y col., 1999; Vidal y col., 2000-b;

Eriksson y col., 2003). En la ultima edición del “Outline of Ascomycota”

(Eriksson y col., 2003), el orden Onygenales comprende las familias

Arthrodermataceae, Gymnoascaceae, Onygenaceae,  Ascosphaeraceae y

Eremascaceae (Tabla 2). Debido a que las familias Gymnoascaceae y

Onygenaceae son las más complejas, ya que poséen el mayor número de

géneros dentro del orden y siendo las que plantean más problemas a

nivel taxonómico, nos hemos centrado preferentemente en el estudio de

las mismas en la presente tesis doctoral.
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Tabla 2. Clasificación del orden Onygenales según Eriksson y col. (2003).

Onygenales

Arthrodermatace

ae

Ascosphaerac

eae

Eremascaceae Gymnoascaea

e

Onygenaceae

Arthroderma Arrhenosphaera Eremascus Acitheca Ajellomyces

Ctenomyces Ascosphaera Arachniotus Amauroascus

Bettsia Arachnomyces Aphanoascus

Gymnascella Apinisia

Gymnoascoideus Arachnotheca

Gymnoascus Ascocalvatia

Kraurogymnocarpa Auxarthron

Leucothecium Bifidocarpus

Mallochia Byssonygena

Narasimhella Kuehniella

Orromyces Monascella

Nannizziopsis

Neoarachnotheca

Neogymnomyces

Onygena

Pectinotrichum

Polytolypa

Renispora

Shanorella

Spiromastix

Uncinocarpus

Xanthothecium

Onygenales de posición incierta

Eurotiomycetes

Amaurascopsis

Azureothecium

Calyptrozyma

Leiothecium

Pisomyxa

Samarospora

Veronaia

1.2.2. Antecedentes históricos de las familias Gymnoascaceae y

Onygenaceae
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Estas familias incluyen a los hongos que degradan eficientemente

la queratina, y entre los cuales se encuentran algunos de los más

importantes patógenos humanos.  Los miembros de estas familias se

aíslan habitualmente de estiércol de aves y otros animales, especialmente

de carnívoros, de suelos ricos en materia orgánica, y sustratos de

queratina. Aparte de los hongos queratinofílicos, algunas de las especies

incluidas tradicionalmente en la familia Gymnoascaceae son celulolíticas,

y mientras que otras no atacan ninguno de estos dos sustratos (Currah,

1985).

Estas dos familias se estudian de forma independiente,

distinguiendo dos grupos según la morfología de la especie tipo de cada

familia: Gymnoascus reesii Baran. y Onygena equina Pers.,

respectivamente. Cronológicamente, el primero que se describe es el

género Onygena Pers., que da nombre a la familia Onygenaceae, pero

esta familia recibe históricamente poca atención (Malloch y Cain, 1971-a,

1971-b; Rammeloo, 1982) ya que la más extensamente estudiada es

Gymnoascaceae. A pesar de que diferentes autores proponen la

existencia de relaciones entre Onygenaceae y Gymnoascaceae

(Matruchot y Dassonville, 1899; Fennell, 1973; Malloch, 1981), hasta la

fecha nunca se ha realizado un estudio comparativo.

Familia Gymnoascaceae

La familia Gymnoascaceae fue propuesta por Baranetzky en 1872.

Según este autor, la familia se caracterizaba por la ausencia de un peridio

continuo. Este criterio tan simple permitía incluir en un único grupo a

Endomyces Reess, Saccharomyces Meyen ex E. Hans, Taphrina Fr. y

Gymnoascus Baran. Eidam (1880) excluyó los dos primeros por su

similitud estructural y morfológica con otros grupos de hongos

(Phycomycetes). Este autor incluyó en la familia al nuevo género

Ctenomyces Eidam y creó dos subfamilias, basándose en las

características tróficas “gymnoascaceae parasíticos”, donde incluyó

Ascomyces, Taphrina y Exoascus Fuckel y “gymnoascaceae saprofíticos”

donde incluyó al género coprófilo Ascodesmis Tiegh. y Gymnoascus.
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Dicho autor también mencionaba que Ascomyces, Ascodesmis, Exoascus

y Taphrina estaban estrechamente relacionados con los discomicetos, y

Gymnoascus con los pirenomicetos.

Brefeld (1891) no aceptó la relación entre los Gymnoascaceae

propuestos por Eidam, y situó a Gymnoascus en “carpoasci” (carpoasci,

ascos dentro de un cuerpo fructífero), y a Ascomyces y Taphrina en

“exoasci” (exoasci, ascos no cerrados en un cuerpo como tal).

Schroeter (1893) redefinió la familia, e incluyó en la misma a

ascomicetos cleistoteciales con peridio formado por un entramado de

hifas envolviendo los ascos. Este autor incluyó a Amauroascus Shröt,

Arachniotus Shröt, Ctenomyces, Gymnoascus y Myxotrichum Kunze.

Posteriormente, Masee (1895) planteó un concepto de familia basado en

la ausencia de estructuras peridiales, y emplazó de nuevo a Ascodesmis,

Ascomyces y Taphrina en la familia Gymnoascaceae, ubicando a los dos

géneros últimos en una subfamilia a parte.

Matruchot y Dassonville (1899), siguiendo en parte las propuestas

de Schroeter y Brefeld pero manteniendo una definición amplia para la

familia, dividieron a Gymnoascaceae en tres “tribus”: Endomycetees, a la

que pertenecía el género Endomyces; Onygenees, formada por el género

Onygena; y Gymnoascees, que incluía a los géneros Ctenomyces y

Gymnoascus.

Clements y Shear (1931) propusieron el nuevo orden

Gymnoascales, caracterizado por “ascos libres o agrupados, sin hifas

protectoras o limitados por una masa de hifas más o menos densa”. En

este orden incluyeron cuatro familias: Endomycetaceae,

Schizosaccharomycetaceae, Monascaceae y Gymnoascaceae. La familia

Gymnoascaceae incluía los géneros Amauroascus, Arachniotus,

Conidiascus Holterm, Ctenomyces, Diplostephanus Langeron, Eidamella

Matr. y Dassonv., Gymnoascus, Hexagonella Stevens y Guba, Lilliputia

Bound. y Pat., Myrillium Clem., Myxotrichum, Penicilliopsis Solms, y

Rollandina Pat.

Benjamin (1956), no mencionó el orden Gymnoascales, y consideró

como características definitorias de la familia Gymnoascaceae los
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ascomas esféricos, limitados por un entramado laxo de hifas a menudo

anastomosadas, con pared delgada o gruesa, envolviendo a los ascos,

poseer hifas peridiales, cuando estaban presentes, de pared lisa o

rugosa, simples o ramificadas o presentar apéndices; ascos dispuestos

irregularmente, globosos o piriformes, octosporados, con pared

evanescente; ascosporas unicelulares, globosas, obladas, ovoides o

lenticulares, lisas u ornamentadas. La reproducción asexual era mediante

la producción de conidios o clamidosporas. Este autor, incluyó en la

familia Gymnoascaceae a los géneros Amauroascus, Arachniotus,

Arthroderma, Byssochlamys Westling, Ctenomyces, Eidamella,

Gymnoascus, Myxotrichum, Pseudogymnoascus Raillo y un nuevo

género, Shanorella Benj. (Tabla 3). Benjamin también excluyó a

numerosos géneros que eran considerados como pertenecientes a la

familia por Clements y Shear (1931): Carpenteles Langeron, Conidiascus,

Diplostephanus, Hexagonella, Lilliputia, Myrillium  Clem., Penicilliopsis y

Rollandina.

Kuehn (1958, 1959) incluyó el nuevo género Pseudoarachniotus

Kuehn en dicha familia. Para este autor la definición de familia era similar

a la anterior, pero daba especial importancia al tipo de conidiogénesis.

En 1964, Apinis, realizó una revisión de la familia, en base a las

especies aisladas en Gran Bretaña, excluyendo a Byssochlamys por su

conidiogénesis fialídica. Dicho autor propuso tres subfamilias atendiendo

al tipo de peridio y a sus apéndices. La subfamilia Gymnoascoidae incluía

a Gymnoascus (considerando a Auxarthron Orr y Kuehn y a

Pseudogymnoascus como subgéneros del mismo), Myxotrichum y

Actinodendron Orr y Kuehn. La subfamilia Arthrodermoidae incluía

Arthroderma, Ctenomyces, Nannizzia y Shanorella y finalmente

Arachnoidae incluía Amauroascus y Arachniotus.

Benny y Kimbrough (1980) consideraron 3 subfamilias dentro de

Gymnoascaceae, también separadas en base a las características de sus

hifas peridiales. Este sistema coincidía bastante con la propuesta de

Apinis (1964). Arachnoideae incluía Amauroascus, Arachniotus,

Arachnotheca v. Arx, Byssoascus v. Arx, Renispora Sigler y Carmichael, y
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Narashimella Thirum. y Mathur. Arthrodermoidae incluía Ajellomyces

Donough y Lewis, Apinisia La Touche, Arthroderma, Nannizzia,

Shanorella y Spiromastix Kuehn y Orr. Auxarthron, Ctenomyces y

Pseudogymnoascus, debido a sus hifas peridiales muy diferentes de las

vegetativas, los emplazaba en la subfamilia Gymnoascoidae. Este sistema

de subfamilias no tenía en cuenta la morfología de las ascosporas.

Tabla 3. Diferentes clasificaciones de la familia Gymnoascaceae propuestas

entre 1956 y 1980.

Benjamin 1956

Amauroascus Arachniotus Arthroderma

Byssochlamys Ctenomyces Eidamella

Gymnoascus Myxotrichum Pseudogymnoascus

Shanorella

Kuehn 1958,1959

Amauroascus Arachniotus. Arthroderma

Byssochlamys Ctenomyces Eidamella

Gymnoascus Myxothrichum Pseudoarachniotus

Pseudogymnoascus Shanorella.

Apinis 1964

Arachnoideae Arthrodermoideae Gymnoascoideae

Amauroascus Arthroderma Actinodendron

Arachniotus Ctenomyces Gymnoascus

Shanorella Myxotrichum

Benny y Kimbrough 1980

Arachnoideae Arthrodermoideae Gymnoascoideae

Amauroascus Ajellomyces Auxarthron

Arachniotus Apinisia Ctenomyces

Arachnotheca Arthroderma Gymnoascus

Byssoascus Nannizzia Myxotrichum

Narasimhella Shanorella Pectinotrichum

Renispora Spiromastix Pseudogymnoascus

Familia Onygenaceae

La familia Onygenaceae fue propuesta por Fries en 1849, siendo

Onygena su género tipo. Sin embargo, en 1897 Fisher consideró a dicho
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género cómo incluido en los Gymnoascales. Clements y Shear (1931)

incluían la familia Onygenaceae en el orden Tuberales, junto con

Elaphomycetaceae y Tuberaceae. Estos autores consideraron que

Onygenaceae comprendía únicamente a los géneros Dendrosphaera Pat.,

Onygena y Trichocoma Jungh. En 1935 Boedijn llevó a cabo una revisión

de la familia, dividiéndola en tres subfamilias monogenéricas:

Dendrosphaeroidae (Dendrosphaera), Onygenoidae (Onygena) y

Trichocomoideae (Trichocoma) (Tabla 4). En 1971 Malloch y Cain,

aportaron una definición nueva de la familia, y excluyeron los géneros que

presentaban un cleistotecio con pie (“stipitate”) y cuyos anamorfos eran

fialídicos o anelídicos (Dendrosphaera y Trichocoma). Dichos autores

describieron a los Onygenales de la siguiente manera: micelio hialino, a

menudo con protuberancias ampuliformes; formas iniciales consistentes

en hifas helicoidales largas y prominentes o en células hinchadas;

ascomas de diferente tamaño, con o sin pie, hialinos o ligeramente

coloreados, nunca pardo oscuro o negros, de lisos a tomentosos con

apéndices de diversos tipos, no ostiolados, variando frecuentemente en

tamaño; ascos de subglobosos a globosos, en disposición irregular, no

estipitados, evanescentes, formándose habitualmente en los extremos

uncinados de las hifas ascógenas; ascosporas unicelulares, hialinas o

ligeramente pigmentadas, nunca pardo oscuras ni negras, de tamaño

variable, a menudo obladas, de lisas a rugosas, con crestas ecuatoriales

en algunos géneros, sin poro germinativo. Los estadios conidiales fueron

descritos simplemente como artroconidios o aleurioconidios.

Frecuentemente aislados de sustratos con queratina, pero también de

sustratos vegetales y del suelo. Estos autores incluyeron a Aphanoascus

Zukal (Keratinophyton no era considerado un género diferente),

Arachnomyces Massee y Salmon, Ascocalvatia Malloch y Cain,

Dichotomomyces Saito ex Scott., Onygena, y Xynophila Malloch y Cain.

Pleuroascus Masee y Salmon fue añadido posteriormente, en 1973, por

Malloch y Benny.

Fennell (1973) consideraba incluidos en los Onygenaceae y los

Gymnoascaceae a todos aquellos géneros que poseían cleistotecios y
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que se aislaban frecuentemente de sustratos con queratina. Las

características definitorias de familia, según este autor, eran muy similares

a las propuestas por Malloch y Cain (1971). Ninguno de estos autores se

refirió a los géneros Ascocalvatia ni a Xynophila.

Malloch (1979) estudió la similitud entre los anamorfos de los

géneros pertenecientes a Gymnoascaceae y a Onygenaceae, sugiriendo

la proximidad entre ellos. Para este autor, la característica definitoria de

los anamorfos de la familia Onygenaceae consistía en que los conidios

eran de ontogenia holoblástica o tálica, pero nunca enteroblástica (Fig.4).

Figura 4. Tipos de conidiogénesis en la familia Onygenaceae

El mismo autor, en 1981, señaló que los Gymnoascaceae diferían

de los Onygenaceae solo en la naturaleza del peridio, y sugirió que la

familia Onygenaceae podría incluir géneros intermedios entre las dos

familias. Benny y Kimbrough (1980) revisaron los géneros incluidos en

Onygenaceae, reiterando esencialmente la definición propuesta por

Malloch y Cain (1971).
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Tabla 4. Clasificación de géneros pertenecientes a la familia Onygenaceae y

familias relacionadas, desde 1935 a 1980.

Boedijn 1935

Dendrosphaereceae Onygenaceae Trichocomaceae

Dendrosphaera Onygena Trichocoma .

Malloch y Cain 1971 Onygenaceae

Aphanoascus Arachnomyces Ascocalvatia

Dichotomomyces Onygena Thermoascus

Xynophila

Benny y Kimbrough 1980 Onygenales

Dendrosphaeraceae Gymnoascaceae Onygenaceae

Dendrosphaera Ajellomyces Anixiospsis

Amauroascus Aphanoascus

Apinisia Arachnomyces

Arachniotus Ascocalvatia

Arachnotheca Dichotomomyces

Arthroderma Diehliomyces

Auxarthron Leucothecium

Byssoascus Keratinophyton

Ctenomyces Neoxenophylla

Gymnoascus Onygena

Myxotrichum Pleuroascus

Nannizia Thermoascus

Narasimhella Xanthothecium

Pectinotrichum Xylogone

Pseudogymnoascus Xynophila

Renispora

Shanorella

Spiromastix

1.2.3. Morfología y estructura de los Onygenales

Según Currah (1985) los taxones incluidos dentro de los Onygenales

presentan: peridios con diferente grado de estructuración, desde

entramados de hifas indiferenciadas a estructuras cerradas (cleistotecios)

delimitados por paredes membranáceas; ascos generalmente esféricos,

con pared lisa y evanescente; ascosporas pequeñas, unicelulares y

hialinas, o de tonos pálidos, con diferentes tipos de ornamentación
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(fóveas, celdillas,...); anamorfos consistentes en aleurio o artroconidios,

de secesión rexolítica; diferentes taxa tienen la capacidad de degradar la

queratina, y están asociados a animales o a sus productos, incluyendo

estiércol, plumas y huesos (Sigler, 1993).

1.3. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR EN TAXONOMÍA FÚNGICA

La limitación de los carácteres morfológicos para diferenciar

hongos estrechamente relacionados, así como la laboriosidad requerida

en su estudio y, en algunos casos, la insuficiente resolución que

proporcionan a nivel taxonómico, ha propiciado el uso de las técnicas

moleculares (Guarro y col., 1999). Hasta el momento han sido usadas

numerosas técnicas moleculares para el estudio taxonómico de los

hongos, desde las clásicas técnicas de ADN, basadas en la determinación

del contenido guanina/citosina del ADN nuclear (Kurtzman, 1994), hasta

la hibridación ADN-ADN, para establecer la identidad o no de cepas

morfológicamente similares (Vilgalys, 1988). En los últimos años las

técnicas más utilizadas en la taxonomía fúngica son los métodos de

electroforesis y secuenciación, siendo una de las técnicas más utilizadas,

el análisis comparativo de secuencias nucleotídicas. Entre los métodos

electroforéticos se emplean de forma muy extendida el de RFLP

(Restriction Fragment Length Polimorphism Analysis). Esta técnica ha

sido utilizada en taxonomía para la diferenciación molecular de cepas de

una misma especie (Jackson y col., 1999; Blanz y col., 2000; Quirk y

Kupinski, 2002), y también para revelar las conexiones anamorfo–

teleomorfo (Gené y col., 1996). Con el mismo objetivo se ha usado la

técnica de RAPD (Random Amplification of polimorphic DNA), además de

realizar el “tipado” de distintos aislamientos de una misma especie; es

decir, determinar la variabilidad intraespecífica (Kano y col., 1998; Boldo y

col., 2003). Otra de las técnicas utilizadas para la identificación y tipado es

la de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism Analysis) (Gräser y

col., 1999). En los últimos años se han descrito otras muchas técnicas con

el objetivo de tipar y diferenciar entre especies cercanas, como las que se
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basan en la amplificación de regiones repetidas en tandem como los

microsatélites (Dalle y col., 2000; Lasker y Ran, 2004). Por lo que refiere a

la secuenciación, son muchos los genes y regiones estudiadas hasta el

momento, desde el análisis del ADN mitocondrial (Yamamoto y col., 1995)

hasta el ADN nuclear, aunque siguen siendo los genes del ARN ribosomal

los más estudiados. También, se han estudiado genes estructurales que

codifican para proteínas, como la β-tubulina (O’Donnell, 1992), la actina

(Cox y col., 1995), la quitina sintasa (Bowen y col., 1992; Szaniszlo y

Momany, 1993), el factor de elongación (EF-1α) y la calmodulina

(O’Donnell y col., 2000), entre otros.

1.3.1. Secuenciación del ADN ribosómico

Como ya se ha comentado anteriormente, el ADN ribosómico ha

sido una de las regiones del ADN más utilizadas para realizar análisis

filogenéticos de hongos (Hillis y Dixon, 1991; Bruns y col., 1992). La

principal razón para ello se encuentra en que es un gen multicopia que

contiene regiones que no codifican para proteínas, y que estas copias

están repetidas en tándem, (facilitando así su amplificación) (Guarro y

col., 1999).  En el ADN ribosómico existen fragmentos con distinto grado

de conservación, lo que permite realizar estudios a diferentes niveles. Las

regiones que se encuentran altamente conservadas nos permiten realizar

estudios evolutivos a nivel de géneros y familias y suelen usarse para el

diseño de cebadores universales. La heterogeneidad de estas secuencias

nucleotídicas ha sido utilizada para clasificar filogenéticamente a los

microorganismos (Hillis y Dixon, 1991; Bruns y col., 1991; Iwen y col.,

2002). Entre las secuencias altamente conservadas de los genes de esta

región se encuentran regiones variables, denominadas espaciadores

(intrones), cuya función es desconocida. La tasa de variabilidad en estas

regiones espaciadoras es más elevada que en los genes, pero sus

secuencias se pueden alinear con confianza entre taxones estrechamente

relacionados (Guarro y col., 1999). La heterogeneidad de estas
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secuencias ha sido utilizada para separar géneros, y sobretodo especies

(Summerbell y col., 1999; Stchigel y col., 2000; Vidal y col., 2000-a; Cano

y col., 2002-a; Iwen y col., 2002). La región del ADNr (Fig.5) incluye el gen

18S (esta región también se denomina SSU), el espaciador intergénico

ITS1, el gen 5.8S, el espaciador ITS2 y el gen 28S (también denominado

LSU). Las regiones 18S, 5.8S, 28S están relativamente conservadas entre

los hongos, facilitando una base molecular para buscar relaciones

filogenéticas a diferentes niveles (Iwen y col., 2002; Sugiyama y col.,

2002; Untereiner y col., 2002).

Figura 5. Representación esquemática de las regiones estudiadas del ADN

ribosomal y los diferentes cebadores.

NS1:GTA,GTC,ATA,TGC,TTG,TCT,C; NS2:GGC,TGC,TGG,CAC,CAG,ACT,TGC;

NS3:GCA,AGT,CTG,GTG,CCA,GCA,GCC; NS4:CTT,CCG,TCA,ATT,CCT,TTA,AG;

NS5:AAC,TTA,AAG,GGA,ATT,GAC,GGA,AG; NS6:GCA,TCA,CAG,ACC,TGT,TAT,TGC,CTC;

NS7:GAG,GCA,ATA,ACA,GGT,CTG,TGA,TGC; NS8:TCC,GCA,GGT,TCA,CCT,ACG,GA;

ITS5:GGA,AGT,AAA,AGT,CGT,AAC,AAG,G; ITS4: TCC,TCC,GCT,TAT,TGA,TAT,GC. (White y

col., 1990). NL1:GCA,TAT,CAA,TAA,GCG,GAG,GAA,AA; NL4: GGT, CCG, TGT, TTC, AAG,

ACG, G. (O´Donnell, 1993).

1.4. FILOGENIA MOLECULAR

La filogenia molecular establece las relaciones evolutivas entre

organismos basándose en la comparación de caracteres moleculares,

fundamentalmente entre las secuencias de ADN. Los diferentes métodos

de filogenia molecular asumen que las diferencias observadas entre

secuencias homólogas de diferentes seres vivos son el resultado de

procesos evolutivos específicos. Así pues, los diferentes métodos

pretenden ser modelos de estos procesos evolutivos, y poder así

18S ITS1 5.8S ITS 2 28S

ITS 5

ITS 4

NS1

NS 6NS 2 NS 4

NS3 NS 5 NS 7 NL1

NL4

D1-D2

NS 8
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reconstruir las relaciones existentes entre esos organismos. Los métodos

de filogenia molecular basados en secuencias de ADN se pueden

diferenciar en dos grupos: los métodos basados en distancias genéticas y

los métodos basados en carácteres conservados (Bruns y col., 1991; Hillis

y Bull, 1993; Felsenstein, 1996; Berbee y Taylor, 1999).

1.4.1. Métodos basados en las distancias genéticas

Los métodos basados en distancias genéticas calculan para cada

par de secuencias comparadas un índice de diferencia entre los mismos,

denominado distancia genética. Con todas las distancias calculadas se

elabora una matriz de distancias, que sirve para construir el árbol

filogenético que mejor se ajuste a ellas, utilizando distintos algorismos.

Estos métodos basados en distancias genéticas tienen el inconveniente

que reducen toda la información de la secuencia a un único número,

asumiendo que este parámetro refleja la divergencia evolutiva existente.

Por ello, estos métodos se consideran reduccionistas (Bowman y col.,

1992).

Uno de los métodos basados en distancias genéticas es el método

de "neighbour-joining", o del vecino más próximo (Saitou y Nei, 1987)

(Fig.6), que agrupa entre sí a las secuencias con menor distancia genética

entre ellas, siguiendo el principio de mínima evolución propuesto por

Saitou y Imanishi (1989). Así, el árbol obtenido es aquel en el que la suma

total de las longitudes de las ramas es la menor.
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Figura 6. Tipo de árbol obtenido con el método de “neighbour-joining”

(NJ).

1.4.2. Métodos basados en caracteres conservados

Los métodos basados en caracteres conservados consideran cada

posición nucleotídica como un carácter independiente. Por tanto, cuando

más largas son las secuencias que comparamos, habrá mayor número de

caracteres, y se obtendrá más información. Este método, a partir del

alineamiento de las secuencias, evalúa los cambios que han tenido lugar

en cada posición nucleotídica entre las distintas secuencias, y establece

las posibles relaciones filogenéticas siguiendo distintos criterios (DeSalle y

col., 1994). A diferencia de los métodos basados en distancias genéticas,

los métodos basados en caracteres conservados utilizan toda la

información contenida en la secuencia, que no se minimiza al no haber

conversión a distancias genéticas. Un inconveniente de estos métodos es

el mayor requerimiento de tiempo y potencia de cálculo que necesita.

Debido a esto, en muchas ocasiones no es posible realizar una  búsqueda

exhaustiva del mejor de todos los árboles posibles, siendo inevitable el

uso de algoritmos de búsqueda heurística, los que permiten una

estimación bastante aproximada de las relaciones filogenéticas que mejor

se ajustan al criterio elegido, aunque sin garantizar que el árbol obtenido

sea el mejor de todos los posibles (DeSalle y col., 1994).

El método basado en caracteres conservados más utilizado es el de

máxima parsimonia (Czelusmiak y col., 1990; Swofford y Olsen, 1990)

(Fig.7). En él se calcula el número de cambios evolutivos que requiere

cada uno de los árboles posibles. A dicho número se le considera como la

longitud del árbol. De todos los árboles posibles se selecciona el que

requiere un menor número de cambios (el árbol de menor longitud). Una

vez obtenido el árbol, es necesario determinar el grado de fiabilidad del

mismo. Existen diferentes métodos para determinarla, de entre ellos uno

de los más utilizados es el análisis de “bootstrap” (Felsenstein, 1985; Hillis
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y Bull, 1993). Este método se basa en una reordenación al azar de los

datos originales que genera una serie de árboles–réplica, y calcula el

porcentaje de conservación de cada una de las ramas del árbol original a

lo largo de los diferentes árboles-réplica. De esta forma establece el

índice de “bootstrap” para cada rama del árbol original.

 Figura 7. Ejemplo de árbol obtenido mediante el método de parsimonia.

Blastomyces  dermatitidis
Chrysosporium  parvum
Histoplasma  capsulatum
Coccidioides  immitis
Uncinocarpus  reesii
Malbranchea  dendritica
Auxarthron  zuffianum
Renispora  flavisima
Gymnoascus  petalosporus
Ctenomyces  serratus
Trichophyton  rubrum
Trichophyton  flavus
Neurospora  crassa
Candida  albicans
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2. OBJETO E INTERÉS

Los Onygenales incluyen un gran número de hongos que se

caracterizan por poseer como hábitat sustratos queratinizados. Algunos

de ellos además son importantes patógenos humanos. Su taxonomía,

hasta hace relativamente poco tiempo, se ha basado casi exclusivamente

en criterios morfológicos, a partir de los cuales se han propuesto

diferentes clasificaciones, todas ellas claramente artificiales. Estas

propuestas no siempre han sido coincidentes entre sí, ya que los

principales investigadores que han estudiado este orden han concedido

una importancia diferente a características tales como la morfología de las

ascosporas, la estructuración del peridio o la capacidad de degradar

sustratos como la queratina o la celulosa. Si a ello le sumamos la posible

subjetividad en la valoración de dichos criterios, no es de extrañar que se

hayan publicado diferentes propuestas de clasificación. En la actualidad

se dispone de técnicas más objetivas para el estudio de los hongos, tales

como las técnicas moleculares, concretamente la secuenciación del ADN

ribosomal. La correcta utilización de estas técnicas permite comprobar si

los taxones estudiados han sido propuestos sobre bases sólidas o no, y

complementar de esta forma los estudios morfológicos. El poder

establecer relaciones filogenéticas entre estos organismos nos permitirá

diseñar modelos taxonómicos y sistemas de clasificación más naturales.

Dos de los géneros del orden Onygenales que presentan la mayor

diversidad de especies, y que plantean problemas taxonómicos, de difícil

solución, son Auxarthron y Amauroascus. Ambos géneros son

morfológicamente similares, y los límites entre ellos no han sido bien

definidos, existiendo especies que presentan características intermedias.

Dichas especies incluyen a: Amauroascus pseudoreticulatus,

Amauroascus kuehnii y Auxarthron pseudoauxarthron. De ellas destaca A.

Kuehnii, por presentar una elevada variabilidad morfológica.

El género Gymnoascus merece también una atención especial, ya

que las diferentes propuestas taxonómicas son muy dispares. Éstas van
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desde considerar únicamente la existencia de dos especies hasta estar

integrado por un mayor número de especies.

En el presente trabajo nos proponemos como objetivo principal el

estudiar morfológica y molecularmente algunos de los géneros del orden

Onygenales, concretamente aquellos que actualmente plantean una

mayor problemática en el ámbito taxonómico; para ello perseguimos los

siguientes objetivos concretos:

1.- Proponer criterios taxonómicamente estables para la

clasificación de los Onygenales, basados principalmente en

el análisis de las secuencias del  DNA  ribosómico y en la

morfología de las estructuras de reproducción sexual.

2.-  Determinar las relaciones filogenéticas existentes entre las

especies de los géneros Amauroascus y Auxarthron, ambos

caracterizados por presentar ascosporas esféricas y

ornamentadas.

3.- Caracterizar la especie Amauroascus kuehnii a nivel

molecular y morfológico.

4.- Proponer un esquema de clasificación para las especies del

género Gymnoascus y otros géneros relacionados, basado

en el análisis de las secuencias nucleotídicas del gen

ribosomal 5.8S y los espaciadores intergénicos

circundantes.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

La relación de cepas y especies estudiadas se detalla en el Anexo

1. Generalmente fueron aisladas durante el presente trabajo a partir de

muestras de suelo. También fueron incluidas en el estudio numerosas

cepas procedentes de diferentes colecciones de cultivos tales como:

UAMH (University of Alberta Microfungus Collection and Herbarium,

Edmonton, Canada), IMI (CABI Bioscience, Egham, Gran Bretaña), CBS

(Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Holanda), RV (Institute

de Medicine Tropicale "Prince Léopold", Belgica), IFO (Institute for

Fermentation, Osaka, Japón) actualmente NBRC (National Biological

Resource Center, National Institute of Technology and Evaluation, Chiba,

Japón).

3.1. ORIGEN, RECOLECCIÓN Y CONSERVACIÓN DE LAS MUESTRAS DE

SUELO

Las muestras de suelo (aproximadamente 50-100 gramos) se

recogían con la ayuda de espátulas estériles y se colocaban en bolsas de

polietileno, que eran conservadas a 4ºC en cámara frigorífica hasta su

procesamiento en el laboratorio.

Las muestras fueron recolectadas principalmente en España y

Australia.

3.2. AISLAMIENTO DE HONGOS QUERATINOFÍLICOS

Para el aislamiento de los hongos queratinofílicos se utilizó la

técnica del anzuelo de queratina “ToKaVa hair baiting method”, descrita

por Vanbreuseghem (1952). Esta técnica consistía en depositar

aproximadamente 20-30 g de suelo en placas de Petri estériles, formando

una capa de aproximadamente un centímetro de grosor, se añadía

después una cierta cantidad de agua esterilizada con la finalidad de

conseguir un grado de humedad óptimo, y finalmente se colocaba la
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fuente de queratina previamente, autoclavada dos veces, y en días

alternos. Como fuente de queratina se usó crin de caballo cortada en

fragmentos de aproximadamente un centímetro de longitud. La

temperatura de incubación fue de 25+/-3ºC. Para evitar la desecación de

los cultivos se iba adicionando periódicamente agua estéril. Los cultivos

se observaban regularmente mediante el empleo de un microscopio

estereoscópico para detectar crecimiento fúngico.

3.2.1. Obtención de cultivos puros

A partir del micelio que se desarrollaba en la superficie del

substrato se recogía una porción con una aguja hipodérmica, y se

colocaba en un portaobjetos con lactofenol o lactofenol azul algodón para

su observación mediante un microscopio binocular de campo claro. Una

vez observado el especimen se procedía a aislar los hongos detectados

en cultivos puros. Ascomas individuales se recogían mediante una aguja

hipodérmica estéril y se inoculaban en placas de Petri de 5 cm de

diámetro con agar con infusión de patata zanahoria (PCA) o agar con

infusión de harina de avena (OA). Las placas se rotulaban

pertinentemente y se incubaban en las mismas condiciones que el cultivo

original.

3.2.2. Conservación de los cultivos

Los cultivos puros se conservaban en tubos de polietileno con el

medio de cultivo más adecuado para cada especie inclinado en “pico de

flauta”, preferentemente OA, PCA y agar infusión de patata y glucosa

(PDA). Para la conservación durante periodos más largos se cubría

totalmente el cultivo con aceite de vaselina o parafina líquida estéril. Estos

cultivos se almacenaban a temperatura ambiente.

Las cepas también se conservaban en agua. Para ello se sembraban

en placas con un medio de cultivo adecuado para la producción de

ascomas, se incubaban en condiciones óptimas y una vez desarrolladas

las colonias se cortaba el medio de cultivo con un bisturí estéril
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delimitando cubos de unos 10 mm de lado. Posteriormente, dichos cubos

se introducían en viales de cristal que contenían agua destilada estéril, se

cerraban herméticamente y se almacenaban a temperatura ambiente.

Para conservar material en herbario se procedía a la desecación de

las colonias en las que se había observado un crecimiento óptimo del

hongo, en una estufa a 45-55ºC. Una vez deshidratadas se almacenaban

en sobres de papel encerado.

Tanto los holotipos como cultivos vivos de las cepas de interés se

depositaban en colecciones internacionales de cultivos preferentemente

en el International Mycological Institute (IMI, CABI), Egham, Gran Bretaña

y  el Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht, Holanda.

3.3. ESTUDIOS MORFOLÓGICOS

Para realizar una caracterización más detallada de las cepas

problema se procedía en primer lugar a su estudio morfológico.

Realizando un estudio macroscópico en cultivo de las colonias y,

posteriormente el estudio morfológico microscópico.

3.3.1. Estudios culturales

Para la caracterización macroscópica de las colonias se utilizaban

diferentes medios de cultivo: agar de Sabouraud glucosado (SDA;

Pronadisa, Madrid, España), agar con extracto de malta (MEA; Difco,

Detroit, USA), agar con infusión de patata y zanahoria (PCA; patata 20 g,

zanahoria 20 g, agar 15 g, cloranfenicol 0.05 g, agua 1 l), agar con

infusión de patata y glucosa (PDA; Pronadisa), agar avena (OA; Difco,

Detroit, USA), agar con extracto de levadura y fitona (PYE; BBL,

Cockeysville, USA) y medio de Takashio (TK; glucosa 2 g, peptona 1 g,

SO4 Mg 1 g, PO4H2K 1 g, agar 20 g, cloranfenicol 1 mg, agua destilada 1 l;

pH 7.0; Takashio, 1972).
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Las colonias se incubaban a diferentes temperaturas (15ºC, 25ºC,

temperatura ambiente, 37ºC y 45ºC), observando las características

macroscópicas de las mismas a los 7, 14 y 21 días de su inoculación, y

determinando las siguientes características:

- Diámetro

- Color (anverso y reverso) mediante el catálogo de Kornerup y

Wanscher (1984).

- Textura (algodonosa, pulverulenta, granulosa, aterciopelada,....)

- Topografía (lisa, rugosa, radiada, cerebriforme, plana, elevada,..)

- Márgenes (enteros, fimbriados,…)

- Pigmento difusible (ausencia, presencia y color)

- Gotas de exudado

- Olor

Otras características que ocasionalmente se determinaban eran:

• Resistencia a la cicloheximida (actidiona)

Para determinar la resistencia a la cicloheximida de la cepa fúngica (a

concentración 0.04%) se utilizaba medio Mycosel (MYC; Becton Dickinson

and Company, Cockeysville, USA).

••  Actividad queratinolítica y capacidad de originar órganos perforantes

Para poner en evidencia la capacidad queratinolítica se utilizaban

diferentes técnicas:

- Se preparaban placas de Petri estériles que contenían 20 gramos

aproximadamente de una mezcla de tierra y crin de caballo esterilizados

tres veces en días alternos. A esta mezcla se le inoculaba una suspensión

de esporas y micelio del hongo del que se pretendía detectar la capacidad

queratinolítica.

- Determinada por la capacidad de digerir los pelos depositados en

placas con medio PDA (Sigler y Carmichael, 1976).

- Técnica de Rebell y Taplin (1979). En este método se utilizaban

placas de cristal a las que se les añadía 20 ml de agua destilada estéril, 1

ml de extracto de levadura al 10 % (Pronadisa); (previamente esterilizado
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por filtración) y fragmentos de pelo humano prepuberal estéril, de

aproximadamente 1 cm de longitud. Estas placas se sembraban con una

suspensión de esporas de la cepa en estudio y se incubaban a 25 ºC. La

técnica además permite saber si el hongo es capaz de formar órganos

perforantes.

• Actividad celulolítica

Se evaluaba la capacidad de digerir una membrana de celofán colocada

en la superficie de una placa de Petri que contenía medio PDA, según el

método descrito por Sigler y Carmichael (1976).

3.3.2. Técnicas morfológicas

Para caracterizar microscópicamente los hongos se han estudiado

diferentes estructuras: ascosporas (color, forma, tamaño,

ornamentación), ascos (tipo, forma), ascoma (color, forma, tamaño),

peridio (tipo, forma, tamaño), hifas peridiales (grado de diferenciación,

color, forma, tamaño, ramificación, grosor, ornamentación de la pared),

apéndices (presencia, color, forma, tamaño, ramificación, grosor,

ornamentación de la pared).

Para estudiar las estructuras descritas anteriormente se han

utilizado diferentes técnicas.

3.3.2.1. Microscopía óptica

Las muestras fueron observadas con los siguientes microscopios

Leitz Dialux 20EB, Leitz Laborlux, Zeiss ZP y Olympus BH2. El sistema

que se utilizaba para realizar las microfotografías era una cámara digital

Olympus DP10 acoplada a un microscopio Leitz Dialux 20 y el sistema de

captación y procesamiento de imágenes es el programa “Analysis” (Soft

Imaging System GMBH, Germany).

a. Preparación directa

Con una aguja hipodérmica estéril se recogía una porción de la

colonia y se depositaba en un portaobjetos al que previamente se le
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colocaba una gota de lactofenol-azul algodón (Panreac). Luego se

depositaba un cubreobjetos y se procedía al estudio de dicha preparación.

De cada una de las cepas fúngicas se realizaban preparaciones

procedentes de los diferentes medios de cultivo.

Para la observación y la documentación gráfica de los mismos, se

utilizó el microscopio Olympus BH-2 con dispositivo de contraste de fases

y una cámara clara Olympus, para la determinación de la ornamentación

de las ascosporas e hifas peridiales se utilizó la técnica de contraste

interdiferencial (óptica de Nomarski).

Se utilizaron los objetivos de x4 y x10 para medir y fotografiar los

ascomas, utilizándose los objetivos de x40 y x100, para realizar los

dibujos de los microcultivos, siendo el último el único empleado en la

observación de ascos y ascosporas.

b. Microcultivo

Una vez aislados los hongos en cultivo puro, se estudiaban las

características de sus anamorfos, mediante la técnica del microcultivo. En

una placa de Petri se depositaban tiras de papel de filtro estériles, sobre

las cuales se depositaba un soporte de vidrio (varilla en forma de V o un

portaobjetos) y finalmente otro portaobjetos perpendicular al soporte. A

continuación se añadía una solución de glicerol al 20 % sobre el papel de

filtro, para proveer un grado de humedad suficiente para el crecimiento

fúngico. Se cortaban asépticamente bloques de 1 cm2 del medio de cultivo

mas adecuado (PDA, OA, etc.) y se colocaban sobre el portaobjetos

superior, se inoculaban las cuatro aristas superiores de cada uno de estos

y se depositaba un cubreobjetos estéril. Cuando se observaba un

desarrollo apropiado del hongo, se hacían preparaciones, separando

cuidadosamente el cubreobjetos del bloque de agar, y depositándolo

sobre otro portaobjetos con líquido de montaje (lactofenol, etc).

3.3.2.2. Microscopía electrónica de barrido (SEM)

Diferentes estructuras fúngicas eran observadas mediante el

microscopio electrónico de barrido, mayoritariamente las ascosporas, para
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poder determinar su ornamentación. Se utilizaron dos técnicas para el

montaje y la observación de las muestras:

a. Montaje directo previa desecación de la muestra:

Consistente en un secado al aire de los ascomas que se

seccionaban y se depositaban abiertos sobre un portamuestas de

aluminio (“stub”), al que previamente se le adhería un disco bi-adhesivo

de carbono (para mejorar la conducción), quedando así fijados en el

portamuestras. Posteriormente se procedía a la metalización de la

muestra mediante vaporización de oro para proceder a la observación de

la misma; las muestras se introducían en un metalizador Polaron Sputter

Coater (Bal-Tec, Liechtenstein), donde se sometían a una atmósfera de

gas argón y, siguiendo la técnica de sputtering (Echlin y Kaye, 1979) se

recubría con una capa de 100-200 nm de espesor.

b. Método del punto crítico

Se siguió la técnica descrita por Figueras y Guarro (1988), que

consistía en las siguientes fases:

• Fijación

Se seleccionaban las áreas de la colonia con crecimiento óptimo

mediante el microscopio estereoscópico, y se cortaban mediante una hoja

de bisturí estéril. Las muestras, de unos 5-7 mm de lado, se sumergían en

una solución fijadora de 2-glutaraldehido al 2% v/v en tampón fosfato de

concentración 0.1 M y pH 7.3-7.4 (Sabatini y col., 1963), contenida en

viales de cristal. Para evitar que las muestras flotaran y aumentar la

superficie de contacto entre la muestra y el fijador, se agregaba una gota

de Tween 80 (Carroll y Carroll, 1973). Los viales se colocaban dentro de

un desecador y se sometían a la acción del vacío, generado por una

bomba acoplada, durante una hora (Campbell, 1972; Hanlin, 1982;

Rosing, 1982). Posteriormente, las muestras eran separadas del fijador

por decantación cuidadosa y se lavaban durante 15 minutos con solución

de tampón fosfato 0.1 M. Se llevaba a cabo una fijación secundaria

mediante una solución de tetraóxido de osmio (O4Os) 1% p/v en solución

de tampón fosfato 0.1M (Palade, 1952).
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• Deshidratación

Las muestras se deshidrataban progresivamente mediante

concentraciones crecientes de etanol en agua. A continuación se indican

dichas concentraciones y el tiempo de exposición durante los sucesivos

pases hasta lograr su deshidratación completa:

Solución 30% v/v......................................................................15 minutos

Solución 50% v/v......................................................................15 minutos

Solución 70% v/v......................................................................15 minutos

Solución 80% v/v......................................................................15 minutos

Solución 90% v/v......................................................................15 minutos

Solución 96% v/v......................................................................15 minutos

Solución 100% v/v...................................................................60 minutos

(renovando el  alcohol absoluto cada 20 minutos)

El siguiente paso consistía en la sustitución secuencial del etanol

por acetato de amilo, empleando soluciones de concentración crecientes

de este último en etanol absoluto. A continuación se describen las

concentraciones y el tiempo que se empleaba para lograr dicha

sustitución de disolventes.

Solución de acetato de amilo en etanol absoluto, 1:3 v/v            15 minutos

Solución de acetato de amilo en etanol absoluto, 1:2 v/v            15 minutos

Solución de acetato de amilo en etanol absoluto, 1:1 v/v            15 minutos

Solución de acetato de amilo en etanol absoluto, 2:1 v/v            15 minutos

Solución de acetato de amilo en etanol absoluto, 3:1 v/v            15 minutos

Solución de acetato de amilo en etanol absoluto, 4:1 v/v            15 minutos

Acetato de amilo puro           60 minutos

• Secado

Para secar las muestras se utiliza la técnica del punto crítico, previa

sustitución del agua de la muestra por CO2 (Anderson, 1953; Bartlet y

Burstyn, 1975).
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• Montaje y metalización

Las muestras ya secas se pegaban a un portamuestras de aluminio

mediante plata coloidal o pegamento de secado rápido. Los bordes de la

muestra se cubrían con plata coloidal para favorecer su conductividad.

• Observación y fotografía de las muestras

Las muestras ya procesadas se examinaban en el microscopio

electrónico de barrido Jeol JSM-6400 (Japón) del servicio de Microscopía

Electrónica de la Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud

(Universidad Rovira y Virgili, Reus). Las microfotografías se obtenían

empleando la película de 35 milímetros Kodak Tri-X Pan 400 ASA. La

distancia de trabajo variaba entre los 8 y los 39 mm. El voltaje aplicado

estaba comprendido entre 10 y 20 kV. Actualmente las fotografías se

obtienen de forma digitalizada y son enviadas al usuario vía internet en

formato .tif o .jpg.

3.4. MÉTODOS MOLECULARES

3.4.1. Extracción de ADN

Para la extracción del ADN fúngico se han utilizado dos métodos

de extracción: la extracción con nitrógeno líquido o bien la extracción con

“Pipette tips”.

Extracción con nitrógeno líquido. Las cepas se inoculaban en

100 ml de caldo Sabouraud, contenidos en matraces de 250 ml, y se

incubaban a 28ºC en un agitador orbital a 250 r.p.m. Cuando el cultivo

tenía suficiente biomasa se hacía un control de pureza del mismo,

inoculando una suspensión del cultivo en placas de Petri con medio OA.

El micelio se recuperaba por filtración a través de un tul previamente

autoclavado. Se lavaba el micelio con agua destilada estéril, se secaba

con papel de celulosa, se procedía a su congelación en nitrógeno líquido
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y se pulverizaba con ayuda de un mortero previamente esterilizado en el

autoclave. El polvo se incubaba durante una hora a 65ºC en 2 ml de

tampón de extracción (Tris HCl  200 mM, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM,

SDS 0.5%, pH 8). El lisado era extraído con una solución de

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) y el ADN se recuperaba

mediante precipitación con isopropanol. El precipitado se lavaba con

etanol al 70 % v/v, se secaba al vacío en un desecador del tipo DyNA Vap

(Lab net, Woodbrige, NJ, USA), resuspendiéndose posteriormente en

tampón TE (10 mM Tris HCl pH 8.0, EDTA 0.1 mM) (Sambrook y col.,

1989).

Pipette tips. El ADN fúngico se extraía usando la técnica descrita

por Estruch y col., (1989) con algunas modificaciones (Cano y col., 2002-

b). Las cepas se hacían crecer a 28ºC en 0.8 ml de caldo Sabouraud que

se dispensaba en tubos de microcentrifuga (eppendorfs) de 1.5 ml de

capacidad, en un agitador orbital a 250 r.p.m. Cuando se había generado

suficiente biomasa se procedía a hacer un control de pureza del mismo,

inoculando una pequeña fracción de esta en placas de Petri con agar OA.

El micelio se lavaba con agua destilada estéril para eliminar los restos de

medio de cultivo y, después se procedía a su liofilización (Advantage

Freeze Dryer, VirTis Company, NY). Posteriormente, el liofilizado se

trituraba con la ayuda de unas puntas individuales y estériles que se

adaptaban a la forma de la base del eppendorf (pipette tips), obteniendo

así un fino polvo. Éste se resuspendía en 500 µl de tampón de extracción

(50 mM TrisHCl pH 7.2, 50 mM EDTA, 3% SDS) durante una hora a 65ºC.

El lisado se extraía con una solución de fenol:cloroformo:alcohol

isoamílico (25:24:1) y el ADN se recuperaba mediante precipitación con

isopropanol. El pellet se lavaba con etanol al 70%, después se secaba al

vacío y se resuspendía en tampón TE (10 mM Tris HCl pH 8.0, EDTA 0.1

mM).
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3.4.2. Amplificación del gen 18S del ARNr

Para la amplificación del fragmento correspondiente al gen 18S del

ARNr se utilizaron los cebadores NS1 y NS 24UCB descritos por White y

col. (1990) y Gargas y Taylor (1992) (Tabla 5).

Cada reacción de PCR se desarrolló en un volumen final de 50 µl.

La mezcla de reacción estaba compuesta por 100 mM Tris HCl, 500 mM

KCl, 2.5 mM MgCl2, 10 pmol de cada cebador, 2.5 mM de cada

desoxiribonucleótido (gene Amp dNTP Mix with dTTP, Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.1-10 ng de ADN y 2.5 unidades de

Taq polimerasa (AmpliTaq DNA polymerase, Applied Biosystems). Para

cada reacción de PCR se realizaban controles negativos que contenían

agua destilada estéril reemplazando el ADN fúngico.

El protocolo utilizado para la amplificación fue el descrito por

Henrion y col. (1994) con algunas modificaciones (Gené y col., 1996). La

reacción de PCR constaba de los siguientes pasos: un primer ciclo de

desnaturalización de 5 min a 94ºC; 30 ciclos, cada uno de los cuales

constaba de tres fases: un paso de desnaturalización 1 minuto a 94ºC,

anillamiento de 1 minuto a 42ºC, elongación 3 minutos a 72ºC y un ciclo

de extensión final de 7 minutos a 72ºC. Las reacciones de amplificación

se realizaban en un termociclador Perkin Elmer 2400 (Perkin-Elmer Cetus

Co., Emeryvillle, CA). Una vez terminado el proceso de amplificación se

tomaban 2 µl de cada reacción para visualizar y analizar el producto

resultante mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Boehringer

Mannheim). Como marcador de peso molecular se usaba una mezcla de

los marcadores “DNA molecular weight marker I” y “DNA molecular weight

marker II” (Boehringer Manheim).

El producto de PCR fue purificado mediante el kit GFXTM PCR

DNA kit (Amersham biosciences, Piscataway, NJ) y congelado a –20ºC

hasta el momento de su utilización.
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3.4.3. Amplificación de la región ITS y el gen 5.8S del ARNr

Para la amplificación de la región ITS completa (ITS1, ITS2) y el

gen 5.8S del ARNr se usaron los cebadores ITS 5 y ITS 4 (Tabla 5),

descritos por White y col. (1990). El protocolo usado para la amplificación

fue descrito por Gené y col. (1996). El programa de amplificación fue el

siguiente: pre-desnaturalización de 5 minutos a 94ºC; seguido de treinta

ciclos de 30 segundos a 95 ºC; 1 minuto a 50ºC y 1 minuto a 72ºC; a

continuación un paso final de 72ºC durante 7 minutos para completar la

extensión. Los productos finales se analizaban por electroforesis en geles

de agarosa al 2% (agarose MP; Boehringer-Mannheim). Para comprobar

el tamaño de los amplificados se añadía en el primer y último pocillo de

cada gel el marcador de peso molecular 100 bp Ladder (Invitrogen,

Groningen, The Netherlands).

El producto de PCR se purificaba con el Geneclean II kit (Bio 101,

Inc. La Jolla, USA), o con el kit comercial GFXTM PCR DNA and gel band

Purification kit  (Amersham Biosciences, NJ. USA.), y  se  almacenaba a

-20ºC hasta el momento de su utilización.

3.4.4. Análisis de restricción

El análisis de restricción se realizó siguiendo el método descrito por

de Hoog y col. (2000). Las enzimas que se utilizaron en las digestiones de

los amplificados correspondientes al gen 5.8S y a las regiones ITS 1/2

fueron: DdeI, HaeIII, HdeII, HhaI,  HinfI, HpaII, RsaI y TaqI. Para el gen

18S del ARN ribosomal las enzimas utilizados fueron DdeI, HdeII, HhaI,

HinfI, HpaII, RsaI y TaqI. Se añadían 2 U de cada enzima de restricción a

8 µl del amplificado, se incubaban durante 2 h a 37ºC.   Las digestiones

se comprobaban en geles de agarosa al 1.5 al 2% en el caso de los

genes 5.8S y 18S respectivamente, durante 2-3h a 4-6 V/cm. Para cada

digestión se obtenía un “bandeo” específico. Las longitudes de las bandas

esperadas se mostraban en cada caso en forma de un mapa de

restricción.
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3.4.5. Secuenciación de los productos de la PCR

El protocolo usado para la secuenciación recomendado por la casa

comercial, fue el “Taq DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit”

(Applied Biosystems). Las reacciones se llevaron a cabo utilizando los

cebadores ITS5 y ITS4, para secuenciar las regiones ITS y el gen 5.8S

del ARNr, mientras que para el gen 18S se usaron los siguientes

cebadores: NS1, NS19UCB, NS20UCB, NS21UCB, NS22UCB, NS23UCB

y NS24UCB, descritos por White y col. (1990) y Gargas y Taylor (1992)

(Tabla 5). La secuenciación se realizó mediante un secuenciador capilar

ABIPrism310 DNA sequencer (Applied Biosystems). Las secuencias

consenso se obtenían utilizando el programa Autoassembler (Applied

Biosystems).

Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación de las

diferentes regiones del ADN ribosomal.

Cebador Secuencia 5’- 3’

NS1 GTA,GTC,ATA,TGC,TTG,TCT,C White y col., 1990

NS19UCB CCG,GAG,AAG,GAG,CCT,GAG,AAA,C Gargas y Taylor, 1992

NS20UCB CGT,CCC,TAT,TAA,TCA,TTA,CG Gargas y Taylor, 1992

NS21UCB GAA,TAA,TAG,AAT,AGG,ACG Gargas y Taylor, 1992

NS22UCB AAT,TAA,GCA,GAC,AAA,TCA,CT Gargas y Taylor, 1992

NS23UCB GAC,TCA,ACA,CGG,GGA,AAC,TC Gargas y Taylor, 1992

NS24UCB AAA,CCT,TGT,TAC,GAC,TTT,TA Gargas y Taylor, 1992

ITS5 GGA,AGT,AAA,AGT,CGT,AAC,AAG,G White y col., 1990

ITS4 TCC,TCC,GCT,TAT,TGA,TAT,GC White y col., 1990

3.4.6. Alineamiento de secuencias

Las secuencias se alineaban utilizando el programa informático

alineamiento múltiple Clustal W (versión 1.5) (Thompson y col., 1994) y

Clustal X (Thompson y col., 1997). Los alineamientos se corrigieron
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visualmente mediante procesador de textos cuando fue necesario. El

porcentaje de similitud de las secuencias alineadas se calculó

manualmente, estableciendo la diferencia de caracteres entre dos

secuencias dividido por el total de caracteres. Los resultados se

mostraban en forma de matriz de porcentajes de similitud entre

secuencias (Tabla 6).

Tabla 6. Ejemplo de los porcentajes de similitud entre secuencias del gen 18S

ARNr entre diferentes especies.
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Aphanoascus fulvescens - - - - - - - -

Uncinocarpus reesii 98.7 - - - - - - -

Pseudoamauroascus australiensis 98.8 98.3 - - - - - -

Auxarthron conjugatum 98.2 97.9 97.7 - - - - -

Ctenomyces serratus 97.5 96.8 96.8 97.0 - - - -

Gymnoascus marginosporus 96.7 96.5 96.4 96.2 97.0 - - -

Ajellomyces capsulatus 97.6 97.5 97.3 97.2 97.4 97.4 - -

Amaurascopsis perforatus 97.0 96.7 96.9 96.4 96.9 96.6 97.3 -

3.4.7. Depósito y obtención de secuencias de bases de datos

internacionales

Todas las secuencias obtenidas durante el desarrollo de esta tesis

doctoral han sido depositadas en la base de datos del European

Molecular Biology Laboratory (EMBL) y GenBank. Otras secuencias

empleadas  en  la  misma  han sido obtenidas de dichas bases de datos a
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través de Internet mediante la siguiente página:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

3.4.8. Análisis filogenético

A partir de la alineación de las secuencias nucleotídicas de las

diferentes cepas estudiadas y correspondientes a las regiones (ITS1-ITS2

gen 5.8S y 18S), se efectuó el análisis filogenético para tratar de

reconstruir las relaciones evolutivas existentes entre las mismas. Por este

motivo se utilizaron diferentes métodos.

3.4.8.1. Método de las distancias genéticas, o Neighbour-joining

Se tomaron los alineamientos y se analizaron mediante el

programa MEGA 2.1 (Kumar y col., 2001), utilizando el modelo de 2

parámetros de Kimura (Kimura, 1980), incluyendo las transiciones y

transversiones. Los valores de confianza para cada agrupamiento se

determinan con el análisis de “bootstrap” (1000 replicas) (Felsenstein,

1985).

3.4.8.2. Método de máxima parsimonia (basado en caracteres

conservados)

Se aplicó el método de máxima parsimonia utilizando para ello el

programa PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) en su versión

3.1.1. (Swofford, 1991) con la opción de búsqueda heurística bajo las

siguientes condiciones: adicción de secuencias simple con la estrategia

del stepwise addition y del branch swapping algorithm a través del TBR

(tree-bisection reconnection). La fiabilidad de los agrupamientos se evaluó

mediante el índice de bootstrap (300 réplicas).



4. RESULTADOS  Y  DISCUSIÓN
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Se ha realizado un estudio taxonómico sobre los hongos

queratinofílicos, concretamente de los pertenecientes al orden

Onygenales. Como se ha detallado anteriormente, el orden Onygenales

ha sido tratado por diferentes autores, pero los trabajos más importantes

por sus propuestas taxonómicas han sido Currah (1985) y v. Arx (1987).

Los criterios morfológicos aplicados por estos autores no eran

coincidentes, por lo que la ubicación taxonómica de algunos géneros no

está bien definida. Estudios moleculares posteriores, utilizando un numero

representativo de cepas recientemente aisladas, cepas tipo y de

referencia han aportado nuevos criterios objetivos que, en algunos casos,

han permitido clarificar la sistemática de alguno de estos géneros, y

establecer nuevas propuestas taxonómicas.

Concretamente el presente estudio se ha centrado en los géneros

Amauroascus, Auxarthron y Gymnoascus, todos ellos conteniendo

numerosas especies, además de otros géneros morfológicamente

relacionados. También se proponen los nuevos géneros Castanedomyces

y Pseudoamauroascus para el orden Onygenales en base a los

aislamientos procedentes de diferentes regiones geográficas.



4.1. Molecular phylogeny of Amauroascus, Auxarthron and

morphologically similar onygenalean fungi. Solé M., Cano J. &

Guarro J. Mycological Research 106: 388-396 (2002).
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4.1. Filogenia molecular de los géneros Amauroascus, Auxarthron y

otros géneros relacionados morfológicamente

Objetivo: .... Este trabajo se centra en el análisis de las secuencias

nucleotídicas de las regiones ITS1 e ITS2 y el gen 5.8S del ARNr de 37

cepas de Onygenales, 9 de las cuales pertenecían a especies del género

Auxarthron, algunas especies representativas del genero Amauroascus

(16 cepas) y otros géneros morfológicamente relacionados

(Amaurascopsis, Apinisia, Mallochia, Nannizziopsis, Pectinotrichum,

Shanorella y Uncinocarpus), para establecer la relaciones filogenéticas

existentes entre ellos.

Articulo: “Molecular phylogeny of Amauroascus, Auxarthron, and

morphologically similar onygenalean fungi”. Maria Solé, Josep Cano &

Josep Guarro. Mycologial Research 106: 388-396 (2002).

En el estudio de la región 5.8S y los espaciadores intergénicos ITS1

e ITS2 del ADNr de los géneros Amauroascus y Auxarthron se ha puesto

de manifiesto que ambos son genéticamente muy próximos. Los géneros

con más de una especie, incluidos en este estudio y morfológicamente

relacionados con Auxarthron, han resultado ser claramente polifiléticos,

mientras que el género Auxarthron es claramente monofilético, ya que

todas las especies se encuentran en la misma rama o agrupamiento, con

un elevado soporte estadístico (índice de bootstrap del 88%). Dentro de

este agrupamiento se incluyeron también dos especies que previamente

habían sido consideradas problemáticas por sus características

morfológicas, y que tradicionalmente han sido incluidas en el género

Amauroascus: A. kuehnii y A. pseudoreticulatus. Según nuestros

resultados, debemos considerar que estas dos especies pertenecen al

genero Auxarthron, ya que estas se encuentran mucho más próximas

tanto genética como morfológicamente a la especie tipo del género

Auxarthron que a la del género Amauroascus. En consecuencia, hemos

propuesto las siguientes nuevas combinaciones:
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Auxarthron kuehnii (Arx) Solé, Cano y Guarro y Auxarthron

pseudoreticulatum (Currah) Solé, Cano y Guarro, incluyéndose un total de

nueve especies en el género Auxarthron de las cuales se detalla una

clave de identificación.

También se detectó una gran heterogeneidad a nivel molecular y

morfológico de las cepas incluidas dentro de la especie Amauroascus

kuehnii, discutiendo la necesidad de llevar a cabo un estudio más

detallado de las cepas de esta especie.

Se proponen nuevas combinaciones en el género Amauroascus:

Uncinocarpus queenslandicus se considera como una especie de

Amauroascus, ya que la ornamentación de sus ascosporas es parecida a

las de este género. Presentan protusiones similares a las que se

observan en otras especies del género. Además dicha especie se

encuentra genéticamente más relacionada con Amauroascus que con

Uncinocarpus.

En este estudio también se muestra una estrecha relación genética

entre Mallochia echinulata y Amaurascopsis reticulatus, ya que forman un

agrupamiento altamente soportado. La morfología de estas especies es

muy similar, ya que su ascoma esta muy poco diferenciado o ausente y la

morfología de sus ascosporas también es similar, ambas poseen

ascosporas ornamentadas con prominencias en forma cónica. Estas

características no se muestran en ninguna otra especie del género

Amauroascus, por lo que se propone la nueva combinación Mallochia

reticulata.

Algunas especies de géneros relacionados morfológicamente con

Auxarthron, tales como Apinisia racovitzae y Shanorella spirothricha pero

que presentan características diferenciales que pueden ser consideradas

importantes (como son el tipo de ascoma o la presencia de apéndices

peridiales característicos, etc.) se correlacionan molecularmente con esta

distinción morfológica, ya que presentan distancias genéticas

significativas con respecto a Auxarthron.



4.2. Two new species of Auxarthron mophologically and

genetically close to Auxarthron kuehnii. Solé M., Cano J., Stchigel

A.M. & Guarro J. Studies in Mycology 47:97-102 (2002).
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4.2. Dos nuevas especies de Auxarthron morfológica y genéticamente

relacionadas a Auxarthron kuehnii

Objetivo: En este estudio se pretende clarificar la taxonomía de la especie

Auxarthron kuehnii y especies relacionadas, mediante el estudio de sus

características morfológicas y la secuenciación del gen 5.8S y las

regiones ITS1-ITS2 del ADNr.

Articulo: “ Two new species of Auxarthron mophologically and

genetically close to Auxarthron kuehnii.” Solé M., Cano J., Stchigel

A.M. & Guarro J. Studies in Mycology 47:97-102 (2002).

Este estudio pretendía dar respuesta al problema planteado en el

anterior trabajo, ya que parecía probable que debido a la descripción

general de Auxarthron kuehnii se podían incluir a otras especies

morfológicamente relacionadas, como parecía indicar el estudio

molecular. Para ello se llevó a cabo un estudio morfológico y molecular

más exhaustivo, empleando el mayor número de cepas disponibles de la

especie.

Se han estudiado un total de 12 cepas que respondían al patrón

morfológico típico de Auxarthron kuehnii, entre ellas la cepa tipo, y

también se han incluido cepas de algunas especies morfológicamente

relacionadas, tales como Amauroascus oblatus, Auxarthron

pseudoauxarthron y Auxarthron pseudoreticulatum. El análisis de este

trabajo mostró que algunas de las cepas previamente identificadas como

Auxarthron kuehnii se encontraban filogenéticamente distantes de la cepa

tipo. Se observaban diferentes “clusters” con buenos soportes estadísticos

(índice de “bootstrap”), cuyos integrantes presentaban diferencias

morfológicas consistentes con respecto a la cepa tipo. Como resultado de

este trabajo se proponen dos nuevas especies para la Ciencia:

Auxarthron concentricum Solé, Cano y Guarro y Auxarthron

chlamydosporum Solé, Cano y Guarro. Estas dos especies se distinguen
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morfológicamente de Auxarthron kuehnii tanto por sus características

culturales como microscópicas.

Auxarthron concentricum presenta colonias formadas por anillos

concéntricos de crecimiento, la pigmentación de la colonia es de tonos

rojizos, dependiendo del medio de cultivo. Microscópicamente, es de

destacar su peculiar ascoma, que presenta engrosamientos de sus hifas

peridiales y forma hifas en raqueta, con presencia de cadenas de

clamidosporas conectadas a las hifas peridiales en la madurez del mismo,

ascomas con una rápida pleomorfización y hifas muy pigmentadas. Su

anamorfo esta representado por macroconidios muy peculiares.

Auxarthron chlamydosporum se caracteriza por poseer colonias

flocosas (en forma de copos), ascomas blanquecinos que al madurar se

oscurecen hasta tonos amarronados. Microscópicamente, las hifas

peridiales que forman el ascoma son tuberculadas, y algunas de ellas al

madurar evolucionan hacia estructuras más pigmentadas, con numerosas

clamidosporas de diferentes formas y tamaños.



4.3. Molecular phylogeny of Gymnoascus and related genera. Solé

M., Cano J., Pitarch L.B., Stchigel A.M. & Guarro J. Studies in Mycology

47:141-152 (2002).
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4.3. Filogenia molecular de Gymnoascus y géneros relacionados

Objetivo: Llevar a cabo un estudio filogenético del género Gymnoascus y

géneros afines, comparar los resultados con los principales esquemas de

clasificación del grupo y formular nuevas propuestas taxonómicas para

establecer un sistema de clasificación más natural. Para ello se realizó el

análisis de las secuencias de los espaciadores ITS1 e ITS2 y la región

5.8S del ADNr de diferentes cepas representativas del género

Gymnoascus y de otros géneros relacionados o que tradicionalmente han

pertenecido al mismo.

Articulo:“Molecular phylogeny of Gymnoascus and related genera”.

Solé M., Cano J., Pitarch L.B., Stchigel A.M. & Guarro J. Studies in

Mycology 47:141-152 (2002).

En este estudio se pretendía determinar las relaciones filogenéticas

entre las especies pertenecientes al género Gymnoascus y géneros

morfológicamente similares (ver Tabla 1, del artículo). En el mismo se

incluyeron todas aquellas especies que fueron consideradas, en algún

momento, pertenecientes a dicho género (Currah, 1985; v. Arx, 1986), así

como otros taxones que presentaban características morfológicas

similares. El árbol resultante (ver Figura 1, del artículo) muestra que la

mayoría de las especies de los géneros Gymnascella, Gymnoascoideus,

Gymnoascus, Narasimhella y Arachniotus forman un grupo monofilético

bien soportado estadísticamente (87% de índice de bootstrap). Por lo

tanto, estos resultados están en concordancia con el concepto definido

por von Arx (1986), de que las características morfológicas del peridio no

son fiables como criterio taxonómico para la distinción entre géneros de la

familia Gymnoascaceae, (debido a que las mismas varían con las

condiciones de cultivo), en contraposición a Currah (1985), quién

aceptaba los géneros mencionados como diferentes de Gymnoascus.

Tras el examen de las características morfológicas de los taxones en
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cuestión, se propone considerar a los géneros Arachniotus, Narasimhella,

Gymnascella y Gymnoascoideus como sinónimos de Gymnoascus. Esta

propuesta de unificación conlleva un escaso número de cambios

nomenclaturales, proponiéndose las siguientes combinaciones nuevas: G.

hyalinosporus (Kuehn, Orr y Gosh) Solé, Cano y Guarro, G.

marginosporus (Kuehn y Orr) Solé, Cano y Guarro, y G. japonicus

(Uchiyama, Kamiya y Udagawa) Solé, Cano y Guarro.

Se considera que G. arxii debe ser transferido al género

Aphanoascus Zukal como A. orissi (B. Sur y G.R.Ghosh) Cano y Guarro.

Esta propuesta se encuentra sustentada tanto molecular como

morfológicamente, dado que este taxon exhibe un peridio rudimentario

formado por células aplanadas y ascosporas anaranjadas o parduscas,

con engrosamientos polares y un surco ecuatorial poco profundo

ornamentado con pequeñas depresiones (SEM), y anamorfo

perteneciente a Chrysosporium, características que nunca han sido

descritas para el género Gymnoascus. Gymnoascus alatosporus, otra

especie excluida del género, se considera morfológicamente indistinguible

de Spiromastix princeps Udagawa y Uchiyama, posteriormente

renombrada como Acanthogymnomyces princeps Udagawa y Uchiyama

(Udagawa y Uchiyama, 2000).

La cepa CBS 125.78 de Gymnascella hyalinospora ha servido de

base para la nueva especie Gymnoascus armeniacus Solé, Cano y

Guarro. Dicha especie es morfológicamente similar a G. hyalinosporus,

pero se pueden diferenciar una de otra por la ornamentación de sus

ascosporas, observable mediante microscopía electrónica de barrido.

Otro aislamiento (CBS 500.86), identificado previamente como

Gymnoascus reticulatus por Cano y col. (1987), ha servido de base para

la propuesta del nuevo género y especie: Testudomyces verrucosus Solé,

Cano y Guarro. Dicha especie es fácilmente distinguible de todos los otros

Onygenales por sus esporas oscuras y su peculiar ornamentación, única

dentro del orden. El anillo ecuatorial, que es ancho cuando las ascosporas

son jóvenes, se colapsa al madurar, dando origen a un anillo incompleto,

con protuberancias de gran tamaño. Estas diferencias morfológicas se
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ven reflejadas en el árbol filogenético, difiriendo su secuencia nucleotídica

respecto de la de G. reessii (la especie tipo del género) en casi 140 pb.

Por último, se propone una clave dicotómica para el total de las

trece especies aceptadas en el género.



4.4. Pseudoamauroascus, a new genus of the Onygenales

(Ascomycota) Cano J., Solé M., Pitarch L.B. & Guarro J. Studies in

Mycology 47:173-180 (2002).
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4.4. Pseudoamauroascus un nuevo género de los Onygenales

(ascomycota)

Objetivo: Se describe un nuevo género en el orden Onygenales, y se

estudia la situación taxonómica del mismo discutiendo las relaciones

existentes con diferentes géneros en base al análisis de secuencias del

ADNr.

Articulo:“Pseudoamauroascus, a new genus of the onygenales

(ascomycota)” Cano J., Solé M., Pitarch L.B. & Guarro J. Studies in

Mycology 47:173-180 (2002).

Se describe el nuevo género Pseudoamauroascus a partir de una

cepa aislada de muestras de tierra de origen australiano mediante el

método del anzuelo de queratina.

Este género presenta un peridio similar al género Amauroascus,

formado por un entramado de hifas indiferenciadas. Ambos géneros se

diferencian sin embargo por la morfología de sus ascosporas, ya que el

patrón de reticulación de la superficie de las ascosporas del género nuevo

es irregular, formado por crestas, y no se observa en ninguna especie de

Amauroascus. Tras el estudio del gen 5.8S del ARNr y las regiones ITS1

e ITS2 de Pseudoamauroascus, y de diferentes especies de

Amauroascus, Auxarthron y otros géneros morfológicamente

relacionados, se verificó que dichos géneros están filogeneticamente muy

distantes. La ornamentación de las ascosporas de la especie tipo que

aquí se describe, Pseudoamauroascus australiensis Cano, Solé y Guarro,

es similar a la que presenta Amauroascus purpureus Ito y Nakagiri, pero

las ascosporas de esta última presentan un reticulado con borde sinuoso

(“frilled rims”) y son esféricas. También es fácil la distinción entre ambas

especies por sus ascomas, ya que en el caso de Amauroascus purpureus

es de color púrpura (como indica la etimología de la especie) y el de P.

australiensis es de color blanquecino.   Otro  género  con   el  que  guarda
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cierta similitud es Aphanoascus, concretamente Aphanoascus

keratinophilus Punsola y Cano. Ambas especies presentan ascosporas de

subglobosas a obladas, con una pared reticulada-alveolada y con

pequeñas verrugas dentro de los alvéolos. Pero se diferencian claramente

en que las especies de Aphanoascus tienen un peridio

pseudoparenquimático (o membranáceo) y Pseudoamauroascus, como

fue mencionado, presenta un peridio formado por un entramado de hifas

indiferenciadas.

Con el objetivo de intentar estudiar las relaciones filogenéticas

entre Pseudoamauroascus y otros géneros de Onygenales, se han

analizado las secuencias del gen 18S del ARNr, el que al presentar un

mayor grado de conservación lo que lo hace idóneo para dicha finalidad.

Se han comparado las secuencias del nuevo taxon con las de las cepas

de Uncinocarpus, Aphanoascus, Auxarthron, Ctenomyces,

Amaurascopsis, Gymnoascus y Ajellomyces. Según este estudio, el

nuevo género está molecularmente más relacionado con Uncinocarpus y

Aphanoascus, concretamente con las especies U. reesii Sigler y Orr y A.

fulvescens (Cooke) Apinis que con el resto de géneros del orden

Onygenales. Esto se correlaciona perfectamente con las características

morfológicas, ya que las tres especies presentan ascosporas

ornamentadas con un patrón de reticulación con fóveas, pero que se

pueden diferenciar entre ellos por el tipo de peridio que presentan.



4.5. Castanedomyces australiensis gen. nov., sp. nov., a

keratinophilic fungus from Australian soil. Cano J., Solé M., Pitarch

L.B. & Guarro J. Studies in Mycology 47:165-172 (2002).
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4.5. Castanedomyces australiensis  gen. nov., sp. nov. un hongo

queratinofílico de suelo australiano

Objetivo:   Se propone al nuevo género monotípico Castanedomyces del

orden Onygenales, en base a un aislamiento de una muestra de suelo

procedente de Australia. Se ha realizado un estudio morfológico y

molecular del género, discutiendo las relaciones existentes con otros

géneros de dicho orden.

Articulo:Castanedomyces australiensis gen. nov., sp. nov., a

keratinophilic fungus from australian soil. Cano J., Solé M., Pitarch

L.B. & Guarro J. Studies in Mycology 47:165-172 (2002).

En este trabajo se describe e ilustra un género y especie nuevos

para la Ciencia, aislado a partir de una cepa aislada de una muestra de

tierra procedente de Australia. Este nuevo género para los Onygenales se

denominó Castanedomyces Cano, Pitarch y Guarro, siendo la especie tipo

Castanedomyces australiensis. Una de las características más relevantes

es el peridio de tipo membranáceo, que no es un carácter común entre los

Onygenales. En general, los miembros de este orden poséen ascomas

delimitados por un entramado de hifas, a excepción de los géneros

Aphanoascus y Arachnomyces, los que presentan un ascoma con

paredes pseudoparenquimáticas o membranáceas. Para determinar la

relación taxonómica con otros géneros del orden se realizó el estudio de

las secuencias del gen 18S del ARNr. En dicho trabajo se incluyeron 20

especies del orden, y se analizaron mediante el método de “neighbour-

joining”. Este estudio reveló que Castanedomyces esta alejado

filogenéticamente del resto de especies analizadas, siendo el género más

próximo Aphanoascus (con un índice de bootstrap del 98%). El nuevo

género se caracteriza por poseer apéndices en el ascoma. Esta

característica también la presentan otros géneros tales como

Uncinocarpus, Auxarthron, Ajellomyces y Ctenomyces, pero en todos ellos

el peridio nunca es membranáceo; además, ninguno de estos géneros



Resultados y discusión

108

presenta ascosporas con una cresta ecuatorial, que es otra de las

características distintivas de Castanedomyces. Dentro de los Onygenales

se encuentran algunas especies que presentan ascosporas con cresta

ecuatorial y polos aplanados, pero son fácilmente diferenciables de

Castanedomyces por la morfología de su ascoma.

Los Onygenales incluidos en este trabajo se dividen en cuatro

grupos: a excepción de Ajellomyces dermatitidis y Amaurascopsis

perforatus, todos estos agrupamientos están altamente soportados con un

elevado índice de bootstrap, pero solo se correlacionan parcialmente con

el esquema taxonómico tradicional propuesto por Currah (1985), que

divide a los Onygenales en cuatro familias, Arthrodermataceae,

Gymnoascaceae, Myxotrichaceae y Onygenaceae, considerando la

morfología de las ascosporas, la naturaleza y tipo de anamorfo y sus

capacidades enzimáticas. Ajellomyces, que fue incluido por Currah en los

Onygenacecae, es morfológicamente muy diferente de otros miembros de

la familia, y se encuentra filogenéticamente alejado. El hecho de que

Onygenales sea un orden polifilético ha quedado demostrado también en

otros estudios anteriores (Sugiyama y col., 1999; Vidal y col., 2000-b).



5. DISCUSIÓN GENERAL
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5. DISCUSIÓN GENERAL

Los Onygenales son uno de los grupos de hongos más

fascinantes que existen. Pertenecen a la división Ascomycota y agrupan a

una gran diversidad de taxones. Muchos de ellos presentan la rara

habilidad de degradar la queratina, característica poco común dentro del

reino de los hongos, lo que les hace indispensables para su

descomposición en los diversos ecosistemas (escamas, pelos, uñas,

cuernos, etc.). Pero ocasionalmente pueden atacar al hombre, causándole

importantes infecciones superficiales, las dermatofitosis. Pertenecen

también a los Onygenales otros importantes patógenos sistémicos, tales

como los hongos dimórficos: Histoplama, Coccidioides, Paracoccidioides y

Blastomyces. Estos hongos presentan un conjunto de características

morfológicas típicas, como son gimnotecios con ascos más o menos

esféricos, de paredes delgadas y evanescentes, y ascosporas pequeñas,

esféricas o lenticulares, y estructuras asexuales poco diferenciadas

(incluídas generalmente en Chrysosporium o Malbranchea). La

observación detallada de estas características permite clasificar fácilmente

a estos hongos como pertenecientes al orden Onygenales; sin embargo,

su inclusión en alguna de sus familias ya no resulta tan sencillo. La

delimitación en las familias que se ha propuesto tradicionalmente para

este orden es confusa. Recientemente, Leclerc y col. (1994) demostraron

que las delimitaciones entre las familias no eran consistentes, ya que

algunos miembros de Onygenaceae estaban filogenéticamente más

relacionados con miembros de la familia Gymnoascaceae que con otros

géneros incluídos en la primera. En este mismo sentido, Sugiyama y col.

(1999) demostraron que Onygenaceae era claramente polifilética. Otros

trabajos recientes han puesto de manifiesto la limitación de los caracteres

morfológicos para establecer una clasificación natural en los Onygenales

(Currah, 1994, 1997; Sugiyama y Mikawa 2001;Untereiner y col., 2002;

Sugiyama y col., 2002). De todo ello se desprende que la taxonomía del

orden Onygenales resulta artificial, por lo que se plantea la necesidad de

realizar esfuerzos para intentar elaborar una clasificación más natural
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(Guarro y Cano, 2002). Diferentes autores están de acuerdo en que, para

ello, se necesitan nuevas aproximaciones que tengan en cuenta además

de la morfología características bioquímicas, ecológicas y, especialmente,

el análisis de las secuencias nucleotídicas (Untereiner y col., 2002;

Sugiyama y Mykawa, 2001). Sin embargo la tarea no parece fácil, ya que

trabajos recientes que han utilizado el análisis de secuencias han dado

resultados contradictorios. Así, Sugiyama y col. (2002) consideran que se

debería aceptar la familia Amauroascaceae establecida por v. Arx (1987),

mientras que según otros no debería ser así (Currah, 1994). Aunque hasta

la realización de la presente tesis la mayoría de los autores han seguido

los criterios de Currah (1985), los últimos esquemas de clasificación de los

ascomicetos siguen considerando 5 familias, incluyendo también

Amauroascaceae (Eriksoon 2003, 2004-a). En lo que si están de acuerdo

dichos autores es en el análisis de múltiples genes para inferir la

estructura filogenética más probable de los Onygenales (Sugiyama y

col.,2002; Untereiner y col., 2002).

En los últimos años se han llevado a cabo diversos estudios sobre

la filogenia de los Onygenales, entre otros (Cano y col., 2002-a,-b;

Sugiyama y col., 2002; Sigler y col., 2002; Untereiner y col., 2002). En

estos estudios se han analizado las secuencias de diferentes regiones de

ADN ribosómico, tales como el gen 18S (SSU), los espaciadores

intergénicos ITS2-ITS2 y el gen 5.8S del ARNr, así como el gen 28S.

Eriksoon y col. de la Universidad de Umea, en su publicación periódica

Notes on Ascomycete Systematics vienen revisando los trabajos

taxonómicos sobre Onygenales, y en su último número (Eriksoon, 2004-b)

mencionan que el estudio de la estructura secundaria de la región ITS2 es

el elemento más útil para inferir la filogenia del orden. Un ejemplo claro de

este tipo de estudios es el realizado por estos mismos autores sobre el

género Aphanoascus (comunicación personal), obteniendo unos

resultados similares a los observados por estudios realizados mediante el

análisis de las secuencias (Cano y col., 2002-a).
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Sin embargo, dichas estructuras no han sido estudiadas por ningún otro

autor.

Debido a la problemática actual de la sistemática del orden a nivel

supragenérico, parece más acertado intentar proponer una taxonomía

basada en el establecimiento de relaciones filogenéticas a nivel de género,

siendo innecesario la división en familias, que resulta artificial. En

consecuencia, el objetivo principal de la presente tesis, ha sido proponer

una base estable para la taxonomía de los Onygenales centrada en el

análisis de las secuencias el ADN ribosómico, pero sin dejar de lado la

morfología que, a nuestro entender, es también fundamental.

Como ya se ha comentado, los géneros incluidos en los

Onygenales se separaban tradicionalmente en función de sus

características morfológicas, ocupando un lugar central la estructura del

peridio, que ha sido considerado fundamental para la delimitación de los

mismos (Currah, 1997). Sin embargo, existen algunos casos en que la

delimitación entre géneros en base de las características morfológicas no

resulta clara, como en el caso de los géneros Amauroascus y Auxarthron.

También se encuentran limitaciones a la utilización exclusiva de los

caracteres morfológicos para la delimitación de especies dentro de

determinados géneros, especialmente aquellos más complejos. En la

presente tesis se han revisado algunos de estos géneros problemáticos,

proponiendo algunos cambios taxonómicos importantes.

Dos de los géneros más conflictivos a nivel morfológico, ya que se

separan únicamente por el grado de diferenciación de las células del

peridio, son Auxarthron y Amauroascus. Por otra parte, ambos géneros

agrupan a un número importante de especies (15), difíciles de separar

entre sí, algunas de las cuales presentan características morfológicas

intermedias entre ambos géneros. Para intentar esclarecer las relaciones

filogenéticas entre dichos géneros, e intentar delimitar las especies que los

integran, se han estudiado 25 especies en medios de cultivo

estandarizados.

El estudio de las secuencias del gen 5.8S y los espaciadores

intergénicos ITS1 e ITS2 del ADNr  puso de manifiesto que diferentes
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géneros incluidos en el estudio (Amaurascopsis, Amauroascus, Apinisia,

Shanorella, Mallochia, Nannizziopsis, Pectinotrichum y Uncinocarpus) eran

polifiléticos, mientras que el genero Auxarthron era claramente

monofilético. Todas las especies de este género se encontraban en la

misma rama o agrupamiento, con un elevado soporte estadístico. En

consecuencia, hemos propuesto mantener al género Auxarthron  como

válido y dividir el género Amauroascus en un conglomerado de nuevos

géneros, con un número reducido de especies en cada uno de ellos. El

género Amauroascus debería limitarse a la especie tipo A. niger, y a las

especies A. aureus, A. mutatus, A. oblatus, A. purpureus, A.

queenslandicus y A. volatillis-patellis, que tienen unas características

morfológicas comunes tales como el tipo y estructuración del peridio, así

como la morfología de sus ascosporas. Sin embargo, hacen falta más

estudios que incluyan un mayor número de cepas y más genes, para

delimitar los posibles géneros dentro del complejo Amauroascus.

Precisamente, las dos especies de Amauroascus más conflictivas

son A. kuehnii y A. pseudoreticulatus, debido a que presentan un peridio

mas diferenciado que el resto de especies del género, pero no lo suficiente

como para ser consideradas como especies de Auxarthron. El estudio

molecular reveló que deberían de ser integradas en este último género.

Otro de los aspectos que nos permitió resolver el análisis de las

secuencias fue el poder evidenciar la existencia de otras especies dentro

del complejo Auxarthron kuehnii. Habíamos observado que las cepas de

A. kuehnii presentaban una importante variabilidad morfológica: así por

ejemplo, la cepa IMI 387183 presentaba un ascoma peculiar, con

engrosamientos en las hifas peridiales, formaba hifas en raqueta y sus

hifas son muy pigmentadas. El estudio molecular nos demostró que se

trataba de una nueva especie, a la que denominamos Auxarthron

concentricum.

Con la adición de estas nuevas especies, el género queda

constituido por nueve especies. En esta tesis se aporta una clave

dicotómica para la identificación de las mismas. Sin embargo,

recientemente Sigler y col. (2002) han publicado dos nuevas especies,
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Auxarthron filamentosum (Sigler, Hamblenton y Flis) y Auxarthron

alboluteum  (Sigler y Hamblenton).

El género Gymnoascus es uno de los géneros más complejos de

los Onygenales, ya que incluye un gran número de especies. V. Arx (1986)

y Currah (1985) en sus revisiones del orden, trataron dichos géneros de

una forma muy diferente. El primero, utilizando un criterio más

convergente, no aceptó algunos géneros relacionados con Gymnoascus y

los consideró como sinónimos del mismo, por lo que el número de

especies aumentó considerablemente. Currah, en cambio, se basó en

criterios de divergencia y aceptó nuevos géneros tales como

Gymnoascoideus, Gymnascella, Arachniotus, etc. como relacionados pero

distintos a Gymnoascus, limitando a dicho género solo a dos especies (G.

reessii y G. intermedius). En el presente trabajo basado en el estudio de

las secuencias del gen 5.8S y de los ITS1-ITS2 del ADNr, se ha revisado

críticamente ambas propuestas, poniendo de manifiesto las

inconsistencias de las mismas, lo que ha llevado a formular una nueva

propuesta. Se considera a Gymnoascus en un sentido amplio, y se acepta

en el a un total de 18 especies. Se aporta una clave dicotómica para la

identificación de las mismas. También se esclarece la posición taxonómica

de un taxon interesante, que había sido publicado erróneamente como

Auxarthron reticulatum (CBS 500.86), una especie confusa, y que en la

presente tesis se propone como el nuevo género Testudomyces.

Finalmente, en base a aislamientos recientes procedentes de

diferentes partes del mundo, hemos propuesto los géneros

Castanedomyces y Pseudoamauroascus como nuevos para la ciencia.

Como conclusión final se puede decir que, en la elaboración de la

presente tesis y de los artículos de ella derivados, la utilización conjunta de

carácteres morfológicos y moleculares ha sido fundamental para la

obtención de los objetivos planteados. Ambos criterios se han

complementado perfectamente, y la utilización de uno solo de ellos no

habría permitido resolver la mayoría de problemas planteados.
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1. A partir del análisis filogenético de las secuencias nucleotídicas de la

región ITS1-5.8S-ITS2 de las especies del género Auxarthron y

Amauroascus podemos concluir que el primero es monofilético, en tanto

que  el segundo  es polifilético.

2. A partir del análisis de las secuencias de la región ITS y de un detallado

estudio morfológico, se proponen las siguientes nuevas combinaciones:

Auxarthron kuehnii (Arx) Solé, Cano y Guarro, Auxarthron

pseudoreticulatum (Currah) Solé, Cano y Guarro, Amauroascus

queeslandicus (Apinis y R.G .Rees) Solé, Cano y Guarro y  Mallochia

reticulata (Kuehn y Goos) Solé, Cano y Guarro.

3. El estudio de  las características morfológicas de un gran número de

cepas de Auxarthron kuehnii y el posterior análisis de secuencias de la

región ITS, permite confirmar que se trata de un taxon filogenéticamente

heterogéneo. A raíz del presente estudio se proponen como nuevas

especies para la Ciencia Auxarthron concentricum Solé, Cano y Guarro y

Auxarthron chlamydosporum Solé, Cano y Guarro.

4. Del estudio de la filogenia molecular, basada en el análisis  de las

secuencias  nucleotídicas de la región ITS, de las diferentes especies

pertenecientes al género Gymnoascus y otros morfológicamente

relacionados, se proponen nuevos criterios para la taxonomía del género

Gymnoascus, considerando los géneros Arachniotus, Gymnascella,

Gymnoascoideus y Narasimhella como sinónimos del mismo. Se proponen

las nuevas combinaciones Gymnoascus hyalinosporus  (Kuehn, Orr y

Ghosh) Solé, Cano y Guarro y Gymnoascus japonicus (Uchiyama, Kamiya

y Udagawa) Solé, Cano y Guarro.
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5. De acuerdo con el citado análisis, tres especies pertenecientes a

Gymnoascus son excluidas: Gymnoascus arxii, que se transfiere a

Aphanoascus; Gymnoascus alatosporus, se sinonimiza con

Acanthogymnomyces princeps, y Gymnoascus reticulatus se propone

como un nuevo género para la Ciencia: Testudomyces, con T. verrucosus

como especie tipo.

6. En base a la morfología de las ascosporas, las características culturales

y el análisis de la secuencia de la región ITS, se propone a Gymnoascus

armeniacus Solé, Cano y Guarro como nueva especie para la Ciencia, a

partir de la cepa CBS 125.78.

7. Se proponen dos nuevos géneros para la Ciencia: Castanedomyces

Cano, Pitarch y Guarro, y Pseudoamauroascus Cano, Solé y Guarro.
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Anexo I
Especie Cepa Nº GenBank Region

rDNA

Ajellomyces dermatitidis CBS1 124.34 X 59420 18S

Amaurascopsis perforatus RV2 24813(T3) AJ 390377 5.8S

ITS1/2

Amaurascopsis perforatus IMI4 350687 AJ 315171 18 S

Amaurascopsis perforatus RV 24813 (T) AJ 390377 5.8S

ITS1/2

Amaurascopsis perforatus IMI 350687 AJ 315171 18S

Amaurascopsis reticulatus IFO5 9196 AJ 271434 5.8S

ITS1/2

Amaurascopsis reticulatus CBS 392.61(T) AJ 271418 5.8S

ITS1/2

Amauroascus aureus CBS 593.71 AJ 271431 5.8S

ITS1/2

Amauroascus aureus IMI 151274 (T) AJ 271433 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii UAMH6 3115 AJ 271422 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii RV 22810 AJ 271424 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii CBS 539.72 (T) AJ 271417 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Amauroascus oblatus UAMH 2296 AJ 271421 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Auxarthron concentricum FMR7 4054 (T) AJ 271428 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii =Auxarthron concentricum FMR 4053 AJ 271427 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii CBS 539.72 (T ) AJ 271417 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii 8IHEM 16190 AJ 426454 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii IHEM 16191 AJ 426455 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii CBS 632.72 AJ 426453 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii IHEM 16193 AJ 426457 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii IHEM 16192 AJ 426456 5.8S

ITS1/2
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Especie Cepa Nº GenBank Region

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii UAMH 3115 AJ 271422 5.8S

ITS1/2

Amauroascus kuehnii = Auxarthron kuehnii RV 22810 AJ 271424 5.8S

ITS1/2

Amauroascus mutatus IFO 32600 AJ 271565 5.8S

ITS1/2

Amauroascus mutatus CBS 181.70 AJ 271567 5.8S

ITS1/2

Amauroascus niger IFO 32599 (T) AJ271563 5.8S

ITS1/2

Amauroascus oblatus UAMH 2296 AJ 271421 5.8S

ITS1/2

Amauroascus oblatus UAMH 2296 AJ 271421 5.8S

ITS1/2

Amauroascus pseudoreticulatus UAMH 3569 AJ 271423 5.8S

ITS1/2

Amauroascus pseudoreticulatus = Auxarthron

pseudoreticulatum

UAMH 3569 AJ 271423 5.8S

ITS1/2

Amauroascus pseudoreticulatus = Auxarthron

pseudoreticulatum

UAMH 3117 (T) AJ 426452 5.8S

ITS1/2

Amauroascus purpureus IFO 32622 (T) AJ 271564 5.8S

ITS1/2

Amauroascus sp. = Auxarthron chlamydosporum RV 24809 (T) AJ 271425 5.8S

ITS1/2

Amauroascus sp. = Auxarthron chlamydosporum FMR 7680 AJ 426458 5.8S

ITS1/2

Amauroascus sp. RV 24809 AJ 271425 5.8S

ITS1/2

Amauroascus volatilis-patellis IMI 155647 AJ 390378 5.8S

ITS1/2

Amauroascus volatilis-patellis UAMH 3406 AJ 390378 5.8S

ITS1/2

Aphanoascus fulvescens FMR 2179 AJ 315172 18S

Aphanoascus keratinophilus IMI 319010 AJ 133436 5.8S

ITS1/2

Apinisia queenslandica IMI 121675 (T) AJ 315173 18S

Apinisia racovitzae CBS 151.65 AJ 271429 5.8S

ITS1/2

Arachniotus ruber IMI 100913 AJ 315166 18S

Arachniotus ruber = Gymnoascus ruber IMI 100913(T) AJ 315839 5.8S

ITS1/2
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Especie Cepa Nº GenBank Region

Arachnomyces minimus CBS 324.70 (T) AJ 315167 18S

Arthroderma curreyi CBS 138.26 AJ 315165 18S

Auxarthron californiense UAMH 18891 AF 038352 5.8S

ITS1/2

Auxarthron compactum CBS 200.64 (T) AJ 271574 5.8S

ITS1/2

Auxarthron conjugatum FMR 5567 AJ 315174 18S

Auxarthron conjugatum UAMH 3519 AJ 271573 5.8S

ITS1/2

Auxarthron kuehnii UAMH 3115 AJ 271422 5.8S

ITS1/2

Auxarthron kuehnii RV 22810 AJ 271424 5.8S

ITS1/2

Auxarthron kuehnii FMR 4053 AJ 271427 5.8S

ITS1/2

Auxarthron pseudoauxarthron IFO 31701(T) AJ 271572 5.8S

ITS1/2

Auxarthron pseudoreticulatus UAMH 3117(T) AJ 271420 5.8S

ITS1/2

Auxarthron reticulatum UAMH2006 AJ 271568 5.8S

ITS1/2

Auxarthron reticulatum = Testudomyces

verrucosus

CBS 500.86 AJ 315841 5.8S

ITS1/2

Auxarthron sp. RV 24809 AJ 271425 5.8S

ITS1/2

Auxarthron sp. RV 26652 AJ 271426 5.8S

ITS1/2

Auxarthron thaxteri UAMH 3912(T) AJ 271571 5.8S

ITS1/2

Auxarthron zuffianum IMI 76603 AJ 271570 5.8S

ITS1/2

Auxarthron zuffianum UAMH 4566(T) AJ 271569 5.8S

ITS1/2

Brunneospora reticulata IMI 315744 AJ 315175 18S

Byssoascus striatosporus CBS 642.66(T) AJ 315170 18S

Byssoonygena ceratinophila IMI 370021 AJ 315176 18S

Castanedomyces australiensis IMI 370015 (T) AJ 315177 18S

Chrysosporium merdarium anamorph of

Gymnoascus uncinatus

CBS 408.72 AJ 390384 5.8S

ITS1/2

Ctenomyces serratus IFO 31712 U 29391 18S

Ctenomyces serratus IFO 61712 U 29391 18S
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Especie Cepa Nº GenBank Region

Gymnascella aurantiaca = Gymnoascus

aurantiacus

UAMH 3138 AJ 315834 5.8S

ITS1/2

Gymnascella citrina = Gymnoascus citrinus CBS 863.72 AJ 315836 5.8S

ITS1/2

Gymnascella confluens = Gymnoascus confluens IMI 100873 AJ 315837 5.8S

ITS1/2

Gymnascella confluens = Gymnoascus

desertorum

CBS 634.72 AJ 315838 5.8S

ITS1/2

Gymnascella dankaliensis = Gymnoascus

dankaliensis

IMI 119450 AJ 315832 5.8S

ITS1/2

Gymnascella hyalinospora = Gymnoascus

armeniacus

CBS 125.78 AJ 315827 5.8S

ITS1/2

Gymnascella hyalinospora = Gymnoascus

hyalinosporus

CBS 548.72(T) AJ 315826 5.8S

ITS1/2

Gymnascella littoralis = Gymnoascus littoralis CBS 454.73 AJ315833 5.8S

ITS1/2

Gymnascella marginospora = Gymnoascus

marginosporus

CBS 393.71 AJ 315824 5.8S

ITS1/2

Gymnascella nodulosa = Gymnoascus nodulosus FMR 3781 AJ 315831 5.8S

ITS1/2

Gymnoascus alatosporus = Spiromastix princeps IMI 169642(T) AJ 315840 5.8S

ITS1/2

Gymnoascus arxii = Aphanoascus arxii IMI 326523 AJ 315843 5.8S

ITS1/2

Gymnoascus boliviensis IMI 351986 AJ 315828 5.8S

ITS1/2

Gymnoascus marginosporus CBS 393.71 AJ 315168 18S

Gymnoascus petalosporus IFO 323.89 AJ 315829 5.8S

ITS1/2

Gymnoascus petalosporus UAMH 4152 U 29392 18S

Gymnoascus punctatus CBS 279.64 AJ 315825 5.8S

ITS1/2

Gymnoascus reessii FMR 6562 AJ 315169 18S

Gymnoascus reessii FMR 6562 AJ 315830 5.8S

ITS1/2

Gymnoascus udagawae IFO 8921(T) AJ 315835 5.8S

ITS1/2

Mallochia echinulata IFO 9192 AJ 271562 5.8S

ITS1/2

Nannizziopsis albicans IMI 155645 AJ 271432 5.8S

ITS1/2
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Especie Cepa Nº GenBank Region

Nannizziopsis vriesii CBS 407.71(T) AJ 131687 5.8S

ITS1/2

Narasimhella marginospora CBS 393.71 (T) AJ 315168 18S

Neogymnomyces demonbreunii UAMH 3382(T) AJ 315842 5.8S

ITS1/2

Neurospora crassa FMR 5141 X 04971 18S

Pectinotrichum llanense IMI 160413 (T) AJ 390391 5.8S

ITS1/2

Pectinotrichum llanense FMR 3779 AJ 315178 18S

Pseudoamauroascus australiensis IMI 370014 AJ 131787 5.8S

ITS1/2

Pseudoamauroascus australiensis IMI 370015 AJ 131788 18S

Renispora flavissima IMI 241796 U 29393 18S

Shanorella spirotrichia CBS 305.56 (T) AJ 271430 5.8S

ITS1/2

Uncinocarpus queenslandicus IMI 121675 AJ 390394 5.8S

ITS1/2

Uncinocarpus reesii IMI 211205 AJ 271419 5.8S

ITS1/2

Uncinocarpus reesii CBS 121.77 (T) AJ 271566 5.8S

ITS1/2

Uncinocarpus reesii IMI 211205 L 27991 18S

El nombre aceptado en la actualidad se indica después del símbolo =
1CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures,Utrech.; 2RV Institute de Medicine Tropicale “Prince

Léopold”. 3T cepa tipo; 4IMI CABI Bioscience, Egham; 5IFO Institute for Fermentation Osaka

(actualmente NBRC National Biological Resource Center, Chiba); 6UAMH University of Alberta

Microfungus Collection and Herbarium, Edmonton; 7FMR Facultat Medicina de Reus; 8IHEM Scientific

Institute of Public Health. Louis Pasteur. Mycology section.


