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RESUMEN

Seanalizd la colonizacién in vitro de microhongos
filamentosos de rapido crecimiento en la litera de conife-
ras (Pinus elliottii) en el N.E argentino, mediante mues-
tras estacionales de aciculas senescentes de 4 localida-
des con semejanzas climaticas, edéficasy vegetacionales.
\einte muestras (5 de cada lugar) se sembraron en agar
papa dextrosa y agar agua (ambos adicionados con
dichloran) durante 21 diasa t® ambiente, para enumerar
la presencia relativa de su micota. Se contabilizé un to-
tal de 63 géneros fungicosy 117 especies, representadas
mayoritariamente por anamorfos de Ascomycota (85%),
Ascomycota (9,9%) y Zygomycota (4,1%). Los hongos
dematiaceos fueron dominantes (81,9%) y los 5 géneros
mas frecuentes y constantes en las 4 estacionesy locali-
dades, presentaron un variado comportamiento estacio-
nal, tales como: Cladosporium (31,8%), Alternaria
(13,5%), Epicoccum (8,8%), Trichoderma (5,7%) y
Fusarium (4,9%), con el 65% de la presencia total. Los
géneros con mayor variedad de especies fueron:
Curwularia (7), Fusarium (6), Phoma (6), Trichoderma
(5) y Cladosporium (4). Las especies de interés médico
fueron 52, con una presencia del 73,3% de la micota
total. Las frecuencias mas altas fueron: A.alternata,
A.tenuisssima, Bipolaris cynodontis, C.cladosporiodes,
C.oxysporum, Curvularialunata, E. nigrum, F. semitec-

tum, Nigrospora sphaerica, T. harzianumy T.viride.

INTRODUCCION

A partir de uno delos pionerostrabajos de Kendrick
& Burges (1962), las comunidades de microhongos en

ABSTRACT

The in vitro colonization of fast growth
filamentous microfungi in the coniferous litter (Pinus
dliottii) in northern-eastern Argentina was analysed by
using seasonal samples of senescent acicules from four
localities showing similar climatic, edaphic and
vegetational characteristics. Twenty samples (five from
each site) were cultured in dextrose potato agar and
water agar (both dichloran added) for 21 days at room
temperature in order to assess the relative presence of
their mycota. A total sixty three fungal genera and 117
strains wer e detected , most of them being anamorphs of
Ascomycota (85%), Ascomycota (9.9%) and Zygomycota
(4.1%). Dematiaceous fungi were dominant (81.9%)
whereas the five genera most frequent and constant in
the four stations and localities showed a varied seasonal
behaviour such as:Cladosporium (31.8), Alternaria
(13.5%), Epicoccum (8.8%), Trichoderma (5.7%) and
Fusarium (4.9%) with 65% of the entire presence.
Genera bearing a higher variety of species were:
Curvularia(7),Fusarium (6), Phoma (6), Trichoderma
(5) and Cladosporium (4). Species showing medical
interest were 52, with a 73.3% presence of the total
mycota. The highest frequencies were:A:alternata
A.tenuisssima, Bipolariscynodontis, C. cladosporiodes,
C.oxysporum, Curvularialunata, E. nigrum, F.semitec-

num, Nigrospora sphaerica, T.harzianum and T.viride.

aciculas de coniferas senescentes se han estudiado desde
varios puntos de vista en muchos continentes, principal-
mente analizando sus roles ecol 6gicos, su sucesion, lava-
riacion de su distribucion geogréficay la presencia de
fitopatdgenos (Groubiére, 1974; Miller, 1974; Black & Dix,
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1977; Minter, 1981; Takayuki & Tokumasu, 1995; Tokumasu,
1998; Groubier & Debouzie, 2003).

Se han observado grandes diferencias en la cons-
tanciay abundanciadeloshongosdominantes en aciculas
senescentes al caer estasen lalitera, principal mente por la
competencia de muchos saprofitos del suelo de répido o
lento crecimiento (Horizonte O), queimponen alacomuni-
dad varios estados en |a sucesién de especies (Tokumasu
& Aoiki, 2002; Jones & Hyde, 2002).

L as aciculas de coniferas constituyen una pequefa
unidad de recursos y sus poblaciones flngicas solo pue-
den cuantificarse acorde ala proporcién de unidades que
originan cuerposfructiferos (Rayner, 1994; Zak & Rabatin,
1997). Los problemas en la caracterizacion de especiesen
los ecosi stemasterrestres radican principa mente en deter-
minar su nimero sobre un determinado substrato, debido
aque mientrasalgunas se presentan como un Unico cuer-
po fructifero, otras 1o hacen sobre gran parte del substrato
creando problemas en laenumeraciény cuantificacion en
los model os estadisticos (Jones & Hyde, 2002).

La colonizacion de la litera de coniferas soporta
una micota saprofitica caracteristica que muestra ciertas
diferenciaspoblacionalessi se comparacon lapresente en
las angiospermas (Hudson 1968; Black & Dix, 1976). La
presencia de fenoles y &cidos ferdlicos en el substrato,
gjercen indudablemente un efecto estimulante o inhibidor
parael crecimiento de algunos hongosdel suelo o epifitos
de la filésfera, especialmente en la colonizacién de los
tegjidosinternos (Black & Dix, 1976).

Para su andlisis se han usado varias metodologias
gue van desde la obsevacion directa bajo el microscopio,
incubacion en cdmarahumeda, lavado, siembraen medios
decultivosdiversos, laimpresion directadelashojasen el
medio de cultivo, lamicroscopia electrénica(Scanner) y la
esterilizacion superficia (enddfito), entre otras ( Parkinson,
1982; Andrews & Hirano, 1991; Bills& Polishook. 1994).

No hemos encontrado aparentemente en lalitera-
tura trabgjos relacionados con la micota de la litera de
coniferas (Pinuselliottii) en el nordeste Argentinoy nues-
trointerésse centré basicamente en un andlisis estacional
deladiversidad de especiesderapido crecimiento y dis-
persién aérea desde este substrato, con la finalidad de
enumerar lapresenciarelativade aguellostaxa de interés
clinico (oportunistas), capaces de causar morbilidad y
hasta mortalidad en pacientes con previas enfermedades
graves 0 con compromiso de sus defensas. El espectro de
las capacidads patogénicas fungicas continta evolucio-
nando en el tiempo (hongos emergentes), en especial en el
aumento de las poblaciones de hospedadores con com-
promiso inmune, enfermedades crénicas o expuestosacier-
tas condiciones ambientales (espacios internos y exter-
nos), dondelainhalacién, el contacto con tejidos dafiados
o el trauma directo, son la puerta de entrada de estos
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microorgani smos con gran capacidad de dispersion aérea.

Nuestros objetivos fueron:

1) Establecer ladominanciay constanciade espe-
ciesflngicas capaces de esporular en acicul as senescentes
dela literamediante el empleo de 2 técnicas de cultivo en
un muestreo estacional en bosques de coniferas en el
nordeste argentino.

2) Determinar en la estructura de la comunidad la
frecuencia de presencia de especies consideradas poten-
cialmente patdgenas o alergénicas para el hombre.

MATERIALESY METODOS

1.- Datos geogr &ficos. El areaestudiada se encuentra ubi-
cadaen lazonade Misiones, entre los paralelos 25° 28" y
28°10' Latitud Sury losmeridianos53°38' y 56°03' Longi-
tud Oestedelaregion nordeste delaRepublicaArgentina,
atravesada por varios rios y constituyéndose en una de
las provincias mas humedas del pais. Tiene un clima
subtropical himedo, sin periodos secos con lluvias cons-
tantes y regulares durante todo el afio (1800 mm), pero
principal mente en primaveray verano. Por su cercaniaal
tropico de Capricornio, presenta veranos muy himedosy
calurosos e inviernos templados con temperaturas medias
anuales de 20°C y mayores de 30°C en la época estival.
(Areadezonade muestreo en Fig. 1).

2.-Recoleccion delasmuestr as. Larecoleccion del mate-
rial se efectud 4 veces en el afio, uno en lamitad de cada
estacion inicidndose en el otofio del afio 2003 hasta la
primaverade 2004.

Se recolectaron en cada estacion solo aciculasen-
teras detonalidades de color café, ubicadas principalmen-
teenlasuperficiedelaliteray desde 4 puntos de recolec-
cion diferentes, distanciadosunos 30 km uno del otro. En
cadaunadela4 éreas se calculé unaextension aproximada
de 1000m? donde se marcaron a azar entrelospinos (enlos
limites de estasy en el centro) 5 diferentes sub areas deli-
mitadas con estacas en una superficie de aproximada-
mente 30 m?, para que todos los muestreos fueran en €l
tiempo, siempreen losmismoslugares. De estamanera, las
5 muestras de las 4 areas geogréficas analizadas en cada
estaci 6nincluyeron 20 muestras que constituyeron el total
de cadaperiodo de recol eccién. Debe especificarse que no
secompararon entresi las4 areasde muestreo debidoala
uniformidad climética, edaficay de su floraen los puntos
muestreados'y por ser un solo muestreo por estacion.  En
bolsas de polietileno estériles se transporto el substrato a
cultivar (aproximadamente unas 60-90 acicul as por mues-
tra). Después delacolecta, éstasse mantuvieron refrige-
radas en el laboratorio (4-6°C) hasta su procesamiento.

3.-Mediosdecultivosusadosy técnicadesiembra. Seem-
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plearon dos técnicasde cultivo: a) cultivo directo en placa
delasaciculasen agar papa-zanahoria(PZ) + 0,0025¢/L de
Dichloran, para restringir €l crecimiento de las colonias
fangicasy 250mg Cloranfenicol /L ; b) cultivo directoen
placas de las aciculas en agar agua con Dichloran (como
camara himeda). Cada siembra se prepar6 de la siguiente
manera: considerando el largo de las aciculas, éstas se
cortaron aun tamafio de unos 3-5cm y luego selavaron 3
veces en matraces de vidrio vertiendo sobre estas agua
estéril. Los matraces se ocluyeron en su parte superior con
unamallametdicaparadejar fluir € exceso deaguasinque
escurrieran las aciculas. Luego se secaron a 35°C durante
3-4 horas colocandolas |o mas separado posible en placas
devidrio estériles. Con estos procedimientos se eliminé en
parte, lasimpurezas superficialescomotierray propagulos
libres paradejar principalmente |as estructuras fungicas
adheridas o que colonizaban €l substrato.

En cada medio de cultivo se colocaron 8 aciculas
tomadas a azar disponiendose en forma mas o menos
paralelay equidistantes en la superficie de ambos medios
parafacilitar ladeteccién y enumeracion delostaxa.

La frecuencia de presencia de las fructificaciones
de cada taxa se contabilizdé en ambos medios de cultivo
sblo unavez por aciculano importando que éste serepitie-
ramésvecesen lamisma. De estamaneracadataxaen una
placa de cultivo se enumerd del 0 a 8, patron que se
empled en lasumaen las 20 muestras por estacion.

Todos los cultivos (en todas las estaciones) sein-
cubaron atemperaturaambiente entre 18-25°C durante 21
diasy la presenciay determinacion de los taxa en las
aciculas fue mediante la lupa estereoscépica (20-40x) y

preparaciones tefiidas con lactofenol y azul de algodén.
Laliteraturade apoyo se baso principal mente en lostextos
deEllis1970-1976, Domsh et al, 1983, Ellis & Ellis 1985,
Sutton 1980, Ngj-Rag, 1993, Sivanesan, 1987. Ladetermi-
nacién de las especies de los géneros Aspergillus,
Fusarium, Penicilliumy Trichoderma seefectuaron en
medios de cultivos especificos acorde asus monografias
(Klich, 2002, Nelson et al, 1983; Pitt, 2000; Gams & Bisset
,1998).

4.- Analisis estadistico. En nuestro estudio se emplearon
lossigientesandlisis estadisticos: Diversidad de Shannon
Winner, el indice de similitud de Jaccard, el indice de aso-
ciacion X? y pruebas de significacion para asociaciones
entre grupos de taxa.

RESULTADOS

1.- Micotatotal. Lacomposicion total de la comunidad
fungica enambosmediosdecultivoy su presenciarelati-
va en todas las estaciones, arrojé un n= 4985, con un
58,8%(n=2931) en agar PZ y un 41,2%(n= 2054) en agar
agua (Tabla 1). Se contabiliz6é un total de 63 géneros
fungicosy 117 especies, delascuales 64 se presentaron en
ambosmedios, 37 crecieron sdlo en agar papazanahoria, y
en agar agua solo lo hicieron 16 (Tabla 1). La presencia
fungica en agar agua en las 4 estaciones fue menor en
invierno subiendo progresivamente desde invierno a oto-
fio, mientras en agar PZ fue menor en otofio y verano su-
biendo en invierno y primavera (Tabla 1, Figura2). Los
grupos taxondmicos fueron representados mayoritaria-
mente por taxas anamorfos de Ascomycota con conidios
exdgenos sobre conidiéforos (71%), siguiendo en impor-
tancialos anamorfos de Ascomycota con conidiéforosen
cuerpos fructiferos (picnidios o acérvulos) (14 %),
Ascomycota (9,9%) y Zygomycota (4,1%) (Tablal).
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Fig. 2. Frecuencia estacional total dehongos en ambos
mediosdecultivo.
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Los anamorfos de Ascomycota presentaron
mayoritariamente 3 modalidades de ontogeniaconidial; de
éstos, lostaxacon mayor presencianumérica(48,7%), fue-
ron los que presentaron una conidiogénesis bléastica y
conidios secos (21,5% de lostaxa), siendo |os més repre-
sentativos del grupo (80,8%), destacandose |as especies
de Cladosporium. Losgéneros con conidiogénesisfialidica
con o sin conidiomas fueron mayoritarios (46,2%), delos
cualesun 21,4% presentd conidios secos (5,4% de presen-
cia enel total detaxa) y un78,6% con conidioshimedos
(24,1% del total de presencia), destacandose Trichoderma
y Fusarium. Siguen en importancia los taxa con coni-
diogénesis trética (poroconidios) con una presencia del
17,3% en la micota, representados principalmente por
Alternaria, Curvulariay Bipolaris.

Un total de 26 géneros fueron constantes en su
presenciaen las4 estaciones, mientras 43 fueron esporadi-
COS 0 poco comunes, presentandose una sola vez en €l

tiempo (Tablal).

Los géneros con mayor variedad de especies fue-
ron: Curwularia(7), Fusarium(6), Phoma(6), Trichoderma
(5) y Cladosporium (4). L os hongos demati &ceos domina-
ron ampliamente sobrelos hialinos con un 81,9% del total
de presencia y los 5 géneros mas frecuentes detectados
en las 4 estaciones en ambos medios fueron: Clados-
porium (31,8%), Alternaria (13,5%), Epicoccum (8,8%),
Trichoderma (5,7%) y Fusarium (4,9%), los cuales re-
presentaron préacticamente el 65% de lapresenciafungica
total (Tabla 1, Figura 3). Los integrantes del género
Alternaria y Epicoccum nigrum tienen perfiles tempo-
rales similares (no significativamente diferentes al 1%),
presentandose ambos con un peak en primavera (Fig. 5).
Por el contrario, losperfilesdelasespeciesde Fusarium
y Trichoderma, que presentan peak en otofio y verano (el
primero mas en otofio y €l segundo mas en verano). Final -
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mente, losintegrantes de Cladosporium, se parecen méas
aestos dos Ultimos, especialmente al Gltimo, pues presen-
tatambién un peak en otofio (Fig. 5).

Los restantes taxas fueron mayoritariamente
esporadicos salvo 10 de ellos quetuvieron porcentajes de
frecuencias menores del 5% pero superiores al 1%, tales
como: Pestal otiopsis maculans, Phoma spp., Nigrospora
spp., Lophodermium pinastri, Harza spp., Aureoba-
sidium pullulans, Pithomyces chartarum, Clonostachys
rosea, Curvularia spp. y Bipolaris cynodontis (Tabla 1).
Los taxa méas constantes (presentes en todas las
estaciones) corresponden a los mismos que obtuvieron
porcentajes de presenciasuperiores al 1%, (destacados en
fondo gris en Tabla 1), los con porcentajes menores de

presencia fueron mas constantes solo en agar PZ.

2.- Micotadeinterésclinico. Lapresenciatotal de hon-
gos considerados de interésclinico segin la literatura
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Fig. 4. Frecuencia estacional total dehongosconsider a-
dos deinterésclinico, en ambosmediosdecultivo
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taxafungicossegun estacion en ambosmedios

(n=3702) fuede un 74,3% con respecto a resto delamicota
presente, siendo en general |os mismos con mayor constan-
ciaenTablal. El 68% dee€llos fructifican mediantelapro-
duccién de mitosporas secas de dispersion anemdfila. La
frecuencia estacional de éstos en ambos medios de cultivo
fue siempre mayor en agar papa zanahoria, con leve dismi-
nucién en invierno, mientras en agar aguatuvo un compor-
tamiento muy similar en todas|as estaciones, pero levemen-
temayor eninvierno.

Lamayor dominanciadetaxaen ambosmediosy

estaciones, estuvo tambien representada por integran-
tes de los géneros Cladosporium, Alternaria,
Epicoccum, Trichodermay Fusarium (Tablal). El com-
portamiento estacional delos principalestaxa seaprecia
en Figura4, donde Alternaria spp.y Epicoccum nigrum,
presentan unamisma curvade comportamiento estacional
con su mayor presencia en primavera, a igua que
Fusarium spp. y Trichoderma spp. en otofio y verano,
disminuyendo en invierno y primavera. Debe destacarse
gue F. semitectum fue constante todo €l afio y su ata
presencia en otofio se ve aumentada por la presencia de
otras especies. Cladosporium spp., presenta un com-
portamiento mas estable, sin grandes variaciones
estacionales, con una aparente mayor presencia en oto-
fio que decrece lentamente hasta el verano.

En primaveray verano hay un menor nimero de
especies, pero con unamejor representatividad relativa
de estas que en otofio einvierno (ver diversidades Tabla
3). Las estaciones mas similares en cuanto a la
coincidencia de especies, son primaveray veranoy las
menos similares, son otofio y verano (ver similitudes
Tabla 3). Las estaciones que mas se parecen en cuanto
al perfil de densidades de |os géneros més importantes,
son invierno, primavera, verano. Otofio por su parte, se

Tabla 1. Frecuenciarelativa (%) del total delostaxa aislados segun estacion y cultivo(PZ y
AA) . Lostaxaen fondogrisrepresentan losconsideradosdeinterésclinico

Taxa Fungicos Otofio Invierno | Primavera] Verano

PZ| AA| PZ| AA| PZ|AA| PZ| AA| n %FR
Acremonium breve (Sukap. & Thirum) W.Gams 2 2 0,04
Acremonium sp. 1 1 1 1 4 0,08
Acremonium strictum W.Gams 0 2 2 4,04 0,08
Alternaria alternata (Fr.) Keissler complex 32| 34| 58| 32|99]|58]| 87| 62| 462 | 9,27
Alternaria sp. 4 3 5 2 7 5 8 7 | 41 | 0,82
Alternaria tenuissima (Kunze ex Pers.) Wilts. 12| 12| 64| 9 | 24| 14| 22| 16 | 173 | 3,47
Arthrobotrys cladodes Drechsler var. cladodes 1 1 0,02
Aspergillus niger 3 1 4 0,08
Aspergillus sidowii 1 1 0,02
Aureobasidium pullulans (de Bary) Arn.var. pullulans 2 | 12 1 1 16 | 0,32
Aureobasidium pullulans (de Bary)Arn.var.melanigenum H.Nij. 371 121 16 | 4 8 3 4 3 87 | 1,75
Bipolaris cynodontis (Marignoni) Shoemaker. 3 8 20) 7 5] 10] 53 | 1,06
Bipolaris ellisii (Dinquah) Alcorn 1 1 0,02
Botrytis cinerea Pers. ex Nocca & Balb. 2 2 0,04
Chaetomium bostrychodes Zopf 1 1 0,02
Chaetomium sp. 1 1 0,02
Chalara hughesii Nag Raj & Kendrick 4 1 5 0,10
Chalara sp. 2 2 0,04
Chaetopsina fulva Rambelli 2 6 3 5 3 1 4 24 | 0,48
Choanephora cucurbitarum (Berkeley & Ravenel) Thaxter 1| 13 14 | 0,28
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Continuaciéon Tablal

Cladorrhinum anam. Cercospora samala Undagawa & Muroi 2 2 0,04
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries 116|132 136| 72 | 133| 67 | 98 | 81 | 835 | 16,75
Cladosporium oxysporum Berk. & Curt. 88 | 114 117| 44 | 112] 60 | 66 | 50 | 651 | 13,06
Cladosporium sp. 2 3 4 1 3 2 4 2 21 | 0,42
Cladosporium sphaerospermum Penz. 10| 12| 14| 7 | 13| 6 8 7 | 77 | 1,54
Clonostachys compactiuscula (Sacc.) Hawksworth & W.Gams 9 6 2 1 18 | 0,36
Clonostachys rhizophaga (Theon & Jacobs) Schoers 2 2 0,04
Clonostachys rogersoniana Schroers (similis)? 1 1 0,02
Clonostachys rosea (Link: Fr.) Schroers et al. 2001 26| 5 6 2 1 3 63 | 1,26
Codinea britannica M.B.Ellis 5 141 13| 2 9 2 45 | 0,90
Codinea fertilis Hughes & Kendrick 1 1 0,02
Curvularia clavata Jain 4 | 231 1 2 30 | 0,60
Curvularia eragrostidis (Tsuda & Ueyama)Sivanesan 4 4 8 0,16
Curvularia lunata (Wakker) Boedijn 1 4 4 126 4|19 24| 82 | 1,65
Curvularia lunata (Wakker) Boedijn var. aerea M.B.Ellis 2 1 3 6 0,12
Curvularia pallescens (Tsuda & Ueyama)Sivanesan 1 1 0,02
Curvularia senegalensis (Speg.) Subarm. 2 2 0,04
Curvularia verruculosa Tandom & Bilgrami ex M.B.Ellis 3 3 0,06
Cytospora chrysosperma Pers.:Fr. 1 1 0,02
Dactilaria sp. 1 1 0,02
Epicoccum nigrum Link 39| 23] 63| 36 |103| 52 | 60 | 65 | 441 | 8,85
Exserohilum rostratum (Drechsler) Leonard & Suggs 1 1 0,02
Fusarium chlamydosporum Wollenw. & Reinking 2 2 0,04
Fusarium oxysporum Schlecht.:Fr. 9 2 11 | 0,22
Fusarium semitectum sensu Wollenw. 191 23| 16| 17| 45| 7 | 66| 22| 215 | 4,31
Fusarium solani (Mart.) Sacc. 3 4 2 9 0,18
Fusarium sp. 5 5 0,10
Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremb. 1 2 3 0,06
Gelasinospora novoguineensis Tukada 4 4 0,08
Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld.& Schrenk 3 2 1 6 0,12
Harzia velata (Onions & D.Jones) Hol.-Jech. 1 5] 42 33 16| 97 | 1,95
Harzia verrucosa (Togn.) Hol.-Jech. 5 5 10 | 0,20
Hormonema dematioides Lagerberg & Melin 4 1 5 0,10
Leptosphaeria sp. 2 2 2 0,04
Leptosphaeria sp.1 4 4 | 0,08
Leptosphaerulina chartarum Roux. 1 1 0,02
Lophodermium pinastri (Schrad.:Hook) Chev. 41541211 23|13 20]| 4 9 | 185] 3,71
Metarrhizium anisopliae (Metschn.) Sorok. 1 1 0,02
Micelio sin fructificar 22 5 12 5 12 191 75 1,50
Micosphaerella sp. 7 7 0,14
Microsphaeropsis olivacea (Bonord.) H6hn. 1 3 2 2 8 0,16
Microsphaeropsis sp. 1 1 0,02
Monacrosporium sp. 2 2 0,04
Mortierella parvispora Linnemann 2 2 0,04
Mucor hiemalis Wehmer f. hiemalis 4 2 1 1 5 1 14 | 0,28
Myrothecium graminum Lib. 1 4 4 4 6 19 | 0,38
Myrothecium indicum Rama Rao 1 1 0,02
Myrothecium jollymannii Preston 1 1 0,02
Myrothecium roridum Tode : Steudel 1 2 141 1 | 12] 2 32 | 0,64
Myrothecium verrucaria (Alb. & Schw.) Ditm.:Fr. 2 2 4 0,08
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Continuaciéon Tablal

Nigrospora anamorph of Khuskia oryzae Hudson 5 5 0,10
Nigrospora panici Zimm. 2 2 0,04
Nigrospora sacchari (Speg.) Mason 16| 6 3 25 | 0,50
Nigrospora sphaerica (Sacc.) Mason 37| 8 | 11| 2 | 28| 24| 23| 24| 157 | 3,15
Nodulisporium sp. 4 4 0,08
Ochroconis constricta (Abbott) de Hoog 2 2 0,04
Ochroconis tshawytschae (Doty & Slater) Kirilenko & Al-Achmed 2 4 5 6 6 23 | 0,46
Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson 1 4 5 0,10
Paecilomyces variotii Bain. 1 1 0,02
Penicillium citrinum Thom 1 1 0,02
Penicillium glabrum (Wehmer) Westling 2 1 1 4 0,08
Penicillium herquei Bain. & Sart. 2 2 0,04
Penicillium purpurogenum Stoll 5 4 9 0,18
Penicillium spp. 8 2 5 3 18 | 0,36
Periconia byssoides Pers.:Mérat 2 1 1 4 0,08
Periconia cookei Mason & M.B.Ellis 1 2 3 0,06
Pestalotiopsis maculans (Corda) Nag Raj 171 19| 38| 42| 27| 28| 32| 25| 228 | 4,57
Pestalotiopsis sp. 1 1 0,02
Phoma eupirena Sacc. 5 5 0,10
Phoma glomerata (Corda) Wollenw. & Hochapfel 3 3 0,06
Phoma herbarum Westend. 1 6 4 151 2 | 12| 3 | 43 | 0,86
Phoma leveillei Boerema & Bollen 4 2 6 0,12
Phoma medicaginis Malbr. & Roum var. medicaginis 1 15| 4 4 5 2 3 34 | 0,68
Phoma sp. 1 2 4 7 5 3 1 7 30 | 0,60
Pithomyces chartarum (Berk. & Curt.) M.B.Ellis 7 3111 2 2 5114 25| 69 | 1,38
Podospora anserina (Ces.) Niessl 1 1 0,02
Polyscytatum fecundissimum Riess 2 2 0,04
Pullospora macrospora Nag Raj 1 9 10 | 0,20
Ramichloridium schulzeri 1 1 0,02
Rhinocladiella spinifera (Nielsen & Conant) de Hoog 1 1 0,02
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerligs 5 5 0,10
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill. 2 4 6 0,12
Sarcopodium macalpinei (Agnohothrudu & Barua) Sutton 1 1 0,02
Sordaria fimicola (Rob.) Ces. & de Notaris 4 3 1 8 0,16
Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & Sutton 3 2 3 4 7 3 22 | 0,44
Sporormiella minima Auersw., Ahmed & Cain 4 4 0,08
Stauronema cruciferum (Ell.)H. P.Syd. & Butler 1 1 0,02
Thielavia sp. 1 1 2 0,04
Thozetella tocklaiensis (Agnohothrudu) Pirozynski & Hodges 4 4 0,08
Torula herbarum Pers..Gray 1 3 4 0,08
Tryblidiopycnis pinastri Hohn. 2 6 8 0,16
Trichoderma harzianum Rifai 321 26| 4 2 4 12 | 11 | 91 | 1,83
Trichoderma koningii Oudemans 24 | 16 6 9114 ]| 4 73 | 1,46
Trichoderma longibrachiatum Rifai 17| 7 | 18| 13| 12| 16 | 83 | 1,67
Trichoderma spp. 5 3 5 3 10 26 | 0,52
Trichoderma viride Pers.:Fr. 1 8 6 1 16 | 0,32
Trichotecium roseum (Per.) Link:Gray 1 3 4 5 1 14 | 0,28
Ulocladium atrum Preuss 1 1 2 0,04
TOTALES 639 623| 775|407 829| 443| 688 | 581 | 4984

Totales taxas potencialmente patégenos 451 466|557 | 256 | 668| 336 | 540 | 428 | 3702
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Tabla 2.-Relaciones entre perfiles temporales de los 5
grupos de taxa mas frecuentes ( A.- Alternaria, B.- Cla-
dosporium, C.- E.nigrum, D.- Fusarium, E.- Trichoderma)

B C D E
A 107,4 p<,001 2,5(NS) 55,2p<,001 103,0p<,001
B 58,9 p<,001 353p<,001 24,9 p<,001
C 329p<,001 67,0p<,001
D 9,9(NS)

Tabla 3.- Diversidad de Shannon Winner, similitud de
Jaccard y relaciones entre estaciones

Num. Divers. (H)
spp. Absol. Relat

Simil. (Jacc.)
Inv. Pri. Ver.

Relacién (X?)
Inv. Pri. Ver.

Otofi. 30 223 74% 05 05 044 656 166,9 96,2
Invi. 28 234 84% 0,53 0,5 26,8 39,1
Prim. 14 232 16,6% 0,64 38,6
Ver. 14 211 151%

manifiesta con el perfil de densidades mas alejado delas
otras tres estaciones (ver relaciones Tabla 3).

Las otras especies de interés clinico que presenta-
ron frecuencias de presencia superiores a 1% fueron,
Bipolarisy Curvularia, conlamayor presenciaen verano
y primavera de B.cynodontis y C.lunata. Nigrospora
sphaerica sélo disminuy6 en invierno, mientras Phoma
herbarum fue bastante estable en |os meses de primavera

y verano, diminuyendo haciael invierno (Tabla1).
DISCUSION

Los2 medios de cultivo empleados en metodolo-
gia, permitieron detectar lapresenciade un alto nimero de
taxa, en especia en agar papa zanahoria por €l aporte de
substancias simplesdefécil asimilacién paralamayoriade
las especies fungicas. Al ser un medio pobre que de por si
reduce el tamarfio delascolonias, lainclusion deDiclhoran,
disminuyd maés aln su tamafio y la cantidad de micelio,
faciltando los recuentos sobre lasaciculas. Ademas per-
mitié unabuena y répidaesporul acién enlamayoriadelos
taxa, atenuando en ciertamedidael efecto inhibidor en a-
gunos taxa de los compuestos fendlicos presente en las
aciculas. Lamayor lentitud en el crecimiento de las colo-
nias sobre €l substrato en agar agua con Dichloran, permi-
tié detectar algunos taxa substratos especificos, sin una
gran disminucién en la presencia de | os principal es géne-
ros mas frecuentes. Blak & Dix (1976), comentan que
Trichoderma viride, Mucor hiemalisy las especies de
Penicillium, parecen estimularse frente alos compuestos
fendlicos, sin embargo, esta situacion solo seobservé e T.
viride, debido a que Penicilliumy los M ucor ales fueron
escasamente representados.

La zona muestreada, subtropical himeda, no pre-
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senta grandes variaciones climéticas, permitiendo detec-
tar con un solo muestreo estacional una considerable di-
versidad en la composicion de especies, a pesar del corto
periodo de incubacién (3 semanas), con un listado de és-
tas seguramente incompleto y representado mayoritaria-
mente por organismos de rapida esporulacion y con atas
capaci dades saprofiticas competitivasinterespecificas. La
composicion de esta comunidad muestra un buen equili-
brio, muchas especies esporadicas y un reducido nimero
de especies dominantes en sus primeros estadios de la
colonizacion como: Cladosporium, Alternaria, Epi-
coccum, Trichodermay Fusarium. Lamayoriadelases-
pecies que integraron estos géneros, se presentan tam-
bién enlafilésferade otrosvegetaesy susrolessaprofiticos
competitivosen lashojas caidas se hadetectado en varios
tipos de literas ricas en fuentes de energia aprovechable
como carbohidratosy hemicelulosa, (Kendrick & Burges,
1962; Tubaki,1973; Blak & Dix, 1976-1977; Cabral, 1985;
Takayuki & Tokumasu,1995; Osono & Takeda, 2002; Tekashi
Osono, 2002).

El método empleadoy lacortaincubacion no per-
mitié diferenciar, salvo excepciones (Lophodermium
pinastri) el rol de epifito o enddfitos de algunos taxa, mu-
chas especies pueden colonizar ambas partes de este hete-
rogéneo substrato en el tiempo, comportandose como
saprofitos primarios o débiles parasitos, tal esel caso de
las principales especies con las mayores tasas de presen-
ciay constancia en el tiempo: Cladosporium clados-
porioides, C.oxysporum, Alternaria alternata, Epi-
coccum nigrum, Pestalotiopsis maculans, Fusarium
semitectum, Lophodermium pinastri, Nigrospora
sphaerica, Trichoderma harzianum, Aureobasidium
pullulans var. melanigenum, Curvularia lunata y
Pithomyces chartarum , muchos de ellos comunes tam-
biénenlalitera herbacea(Bisset & Parkinson 1980: Takashi,
2002). Son los colonizadores primarios, pero posterior-
mente reemplazados en el tiempo por un largo nimero de
especies saprofitas secundarias que colonizan laliterades-
puésdelacaidadelashojas, acorde afactores climaticos
e interaciones especificas, sin descartar que varias espe-
cies dominantes pueden encontrarse en las sucesiones en
€l horizonte 0 delaliteradelas coniferas en un Unico sitio
geogréfico ( Tokumasu & Aoiki, 2002). L osfactoresdeter-
minantes en lacomposicion de especi es epifitas son gene-
ramente lahumedad y temperatura, ambos fluctlan se-
gun la estacién y pluviosidad. Alternaria, Epicoccum,
Fusariumy Rhizopus tienen correlacion positivafrentea
la temperatura y negativa con humedad, mientras
Cladosporium parece no tener ninguna correlacion con
ambos pardmetros y Phoma no se correlaciona con la
temperatura. Estas situaciones coinciden con el trabajo de
lacomposi cion taxondmica de hongos aneméfilosrel acio-
nados con factores climaticos de Marchisio et al.(1997), a
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pesar delasdiferenciasgeogréficas. C.cladosporioidesy
C. oxysporum fueron las 2 especies con mayor presencia
en todas las estaciones (dominantes), €l primero, eslaes-
pecie tipo de la nueva seccién Hormodendropsis de
Cladosporium (David,1997). Es un taxa extremadamente
ubicuo, prevalente como saprofito en el suelo, literay la
superficiefoliar delas plantas, productos manufacturados,
asi como uno de los méas comunes hongos anemdfilos en
todaslaslatitudes (Domschetal., 1980; Al-Doory, 1984;
Airaet al., 2005).Su presenciaconstantejunto alasotras 2
especies en todas las estaciones del afio, sugiere que no
guardauna estrecharelacion conla mayor pluviosidad en
primavera-verano ni con las menores temperaturas
invernales. Ademas su capacidad de crecer sobre
substratos de diversa naturalezay ser un colonizador pri-
mario tolerante al estrés, le confieren gran capacidad
saprofiticacompetitiva, cualidades que comparte en bue-
na medida con las especies de Alternaria, en especial las
integrantes del complex Alternaria alternata ( Pereira et
al. 2002).

C.oxysporum, pertenece a subgénero Cladospo-
rium y alaseccion Cladosporium, consideradaunaespe-
ciefinal dentro de C.herbarum aggr. (David,1997), amplia-
mente disperso en regionestropicalesy subtropicales, ge-
neralmente como saprofito (mas raramente como patoge-
no) en substratos herbaceos y |efiosos diversos (Mckemy
& Morgan-Jones, 1991).

En nuestro trabajo pudimos observar cierta rela
ciénentreel climay lacomposicion delamicotasoloen la
distribucion de especies mas frecuentes o dominantes, sin
embargo, seconfirmaque ladistribuciony lariquezade
especies observada guarda cierta relacion con la mayor
temperatura y humedad (altapluviosidad) enlosmesesde
veranoy primaverade lazonamuestreada. No seincluye-
ron en el andlisisaotrostaxacomunes en coniferascon un
comportamiento similar en algunas estaciones como
Lophodermium pinastri y Pestalotiopsis maculans que
apesar de que susfrecuencias, fueron en conjunto supe-
riores a 8%, no se dispersan por €l vientoy no tienen un
interésclinico.

L os hongos filamentosos,en sus formas anamorfas
cumplen roles saprotrofos mayoritariamente en ambien-
tesde vidaexdgena, integrando las comunidades fungicas
maés frecuentes en los suelosy la cobertura vegetal aso-
ciada. Muchos de ellos presentan grandes capacidades
competitivas y antagénicas en la colonizacion y descom-
posicion de una amplia variedad de substratos en todos
losclimasy latitudes. Lacondicionde tolerantesal estrés
cualidad comun paralos principalestaxaaislados, les per-
miten sobrevivir y dispersarse con rapidez en substratos
simpleso complejosy cuando las condiciones ambienta-
les son favorables al gunos adqui eren dominancia, pudien-

do afectar no solo alaagricultura (fitopatdgenos), sino a
la industria, los procesos biotecnolégicos, las préacticas
agricolasy forestaesy lasalud humanay animal (Scholtof,
2003).

Nuestro andlisis de lamicotade interés clinico en
lalitera vegetal de coniferas, es un buen gemplo de las
capacidades de algunos grupos fungicos en la competen-
cia por un substrato dificil de descomponer, donde los
integrantes de solo 5 taxa comunes g ercieron dominancia
estacional, representando cuantitivamentelos 2/3 detoda
lacomunidad total. Sin embargo, algunos de estos col oni-
zadores primarios, tienen un genoma que bajo ciertas
circunstancias puede adaptarse al oportunismo o a la
patogenia en animalesde sangre caliente. Ambas cualida-
des necesitan un set de sutiles grados de patogenicidad,
tipos de formas celulares, colonizacion y rutas de inva
sion flngica, que en conjunto sean capaces de causar
leves 0 severas micosis cuando el sistemainmune de los
vertebrados esta debilitado, pero raramente en un
hospedador inmunocompetente. El potencia patogénico
es complgjo, muchas veces especifico de un determinado
organismoy esimposible aln llegar a conclusiones gene-
ral es especia mente en sus atributos moleculares (Odds,
etal., 2001; Van Burik & Magee, 2001; Naglik et al., 2003)

Enlos2 dltimosdecenios, muchoshongos dema-
tiaceos e hialinos saprofiticos o con cierto grado deinterés
fitopatol 6gico, han sido la causa de enfermedades en el
hombre con presentaciones clinicas poco comunes (de
Hoog et al., 2000).

L os hongos filamentosos dematiéceos, un hetero-
géneo grupo de organismos ampliamente dispersos en la
natural eza, poseen en comun la produccion de pigmentos
de melaninay en la actualidad se han hecho frecuentes
(masdel 30% delasmicosis) como causadeenfermedad en
el hombre (de Hoog et al.,1992, 2001; Fothergill, 1996;
Norton et al., 1996; Groll & Walsh, 2001). Lasmicosis
causadas por estos hongos son llamadas comunmente
faeohifomicosis (Ajello, 1975), pero se consideran tam-
bién las cromoblastomycosisy |os micetomas eumicéticos.
Lostaxafungicos deinterés clinico fueron en su mayoria
dematiaceos (61,5%) representando ademéslamayor pre-
sencia del grupo en el susbtrato (84,6%). Entre los méas
frecuentes oportunistas patdégenos detectados en nues-
trainvestigacion se incluyen las especies de: Alternaria,
Bipolaris, Cladosporium, Curvularia, Epicoccum,
Nigrosporay Phoma, organismos ampliamente disper-
sosen el ambiente, suelo, maderay restos de material ve-
getal diverso en descomposicion. Las infecciones cuté-
neas, subcutaneas, hiatrogénicas, transplantes de orga-
nos, alérgicas y de cornea, entre otras, se presentan en
todo el mundo, pero comunmente en los paises tropicales
y subtropicales, mediante implantacion traumatica o in-
halacion, pero no siempre en los individuos con algin
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grado de compromiso inmune. Estos hongos han sido la
causade sinusitisalérgicaoinvasivas pero, enlaactuali-
dad, las micosis diseminadas a varios érganos van en
aumento en laliteratura (Ebright et al., 1999;De Hoog et
al., 2001;Lyke, etal., 2001; Garcia-Diaz & Baumgarten,2002;
Brandt & Warnock, 2003; Everett et al., 2003).

Debemos destacar en losindividuos atopicos, que
en el ambiente de bosques de coniferas, es posiblela sen-
sibilizacién in situ con propagulos fungicos de la litera
dispersos en €l aire en ciertas épocas estacionales, espe-
cialmente en personal forestal, o habitantes de regiones
cercanas. Escada vez mésfrecuente encontrar enlalitera-
tura (nifios y adultos), no solo casos de alergia por hon-
gos dematiéceos de los géneros Alternaria, Bipolaris,
Cladosporium, Curvularia, Epicoccum, Phoma y
Nigrospora; sino cuadros clinicos mas complejos aso-
ciados a la dispersion a distancia de sus mitosporas, ca-
paces de la invasién de los senos nasales, paranasales,
cornea, transplantes de 6rganos o ain infecciones del
sitema nervioso central, en pacientes con 0 a veces sin
compromiso inmmune (Muralidhar & Sulthana, 1997;
Chakrabarti & Sharma, 2000; Arshad et al., 2001;Mezzari,
etal., 2003; Tessari et al.,2003; Carter & Boudreaux, 2004;
Taj-Aldeen etal., 2004).

Varios autores han purificado y caracterizado los
principal esalergenosen Curvularialunatay Epicoccum
nigrum, tales como glicoproteinas, serino proteasasy pro-
teinas de diferenteskDay lagruesareactividad con otros
hongos dematiaceosy hialinos aeroal ergenos, todos ellos
frecuentes en nuestro trabajo (Bisht et al., 2002-2004;
Gruptaet al., 2004).

Los hongos filamentosos oportunistas hialinos,
son también un grupo heterogéneo ampliamente disperso
en lanaturaleza que se consideran clinicamente como co-
munes alergégenos, toxicogénicos o productores de
hialohifomicosis(deHoog et al.,2000; Samson et al.,2004).
En nuestro ambiente no fueron mayoritarios, destacando-
se s0lo las especies de Fusarium y Trichoderma, mien-
tras las especies de Aspergillus, Penicillium y
Paecilomyces tuvieron unaescasa presenciaal igual que
los Mucor ales. Dentro del género Fusarium debe desta-
carselaaltapresenciade F. semitectum (= F. incarnatum)
en todas las estaciones y en especial las més célidas, so-
brepasando ampliamente a todos los demés integrantes
presentes del género. Esta situacion puede asociarse a
suampliadistribucion ecoldgica en zonascalidasy tropi-
cales. Existen pocas referencias en laliteratura sobre su
rol patogénico en humanos, salvo en casos de queratitis,
lesiones en piel quemada, endocarditis, cancer
hematolégico y su habilidad de producir micotoxinas
citotoxicas (deHoog et al., 2000; Nucci et al., 2003; Naiker
& Odhav, 2004). Su oportunismo es también escaso en
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animales y se ha detectado en hospedadores muy diver-
sos, como bovinos (enfisema pulmonar agudo) y tortu-
gas (invadiendo laqueratinade su caparazon) (Linnabary
& Tarrier, 1988; Roseet al., 2001). Altomare et al.(2000),
pudieron aislar 2 tipos de afa pironas desde cultivos de
arroz contaminado con F. semitectum, gue mostraron
una considerable actividad antifiingica frente a hongos
fitopatégenoso micotoxigénicos (Alternaria alternata,
Ascochyta rabiei, Aspergillus flavus, Botrytis cinerea,
Cladosporium cucumerinum, Phoma tracheiphila y
Penicillium verrucosum), pero no conlevadurasy bacte-
riasencontradasen estaPoacea. Mostraron también buena
actividad inhibitoria hacia los agentes de micosis huma-
nas (Aspergillusy algunas Candida spp.). La produc-
ci6én de estos compuestos enlas acicul as por F. semitectum
puede considerarse como un factor de competitividad y
antagonismo in situ en lalitera, con seguridad de efecto
limitante para algunos integrantes de la comunidad, que
junto con laproduccién de mesoconidios secos, le permi-
te unafécil dispersion anemdfilay colonizacién deotros
substatos, involucrandose en un rol alergégeno no des-
preciable. F. semitectum, tuvo baja constancia y abun-
dancia en aciculas de pino senescentes en una region
oceanicasubtropical en Japén (Tokumasu & Aoiki, 2002)

L as especies de Fusarium son generalmente hon-
gos del suelo de distribucion mundial, grandes fitopato-
genosy productores de diversas micotoxinas en cereales,
de gran importanciaen salud humanay animal por su ac-
cion cancerigena alargo plazo. F.oxysporum, F. solani y
F. verticillioides, se reconocen como patégenos de mami-
feros capaces de causar, queratitis, onicomicosis, infec-
ciones en transplantes diversos y hialohifomicosis espe-
cialmente en personas con quemaduras (Guarro & Gené,
1995; Hennequin et al., 1997; de Hoog et al., 2000). A
pesar que lamayoriade |las especies de Fusarium coloni-
zan répidamente diversos substratos con buena hume-
dad, la presencia escasade F.oxysporum, F. solani y F,
chlamydosporum puede ser debida al tipo de substrato o
laatacompetencia.

Las especies de Trichoderma, de ampliadistribu-
cion cosmopolita en suelos forestales y agricolas, tuvie-
ron una presencia casi constante en todas las estaciones,
con 4 integrantesdel género. L osintegrantes de este taxa,
fueron considerados en laliteraturacomo microorganismos
saprofitos con baja patogenicidad, pero en los Ultimos 2
decenios se ha reportado un aumento de varios tipos de
infecciones causadas principalmente por T. longibra-
chiatum en pacientes con compromiso inmmune, siendo
responsables de cuadros clinicos hematol 6gicos malig-
nos, en peritonitis asociadas a dialisis peritoneal,
transplantes de 6rganos e infecciones pulmonaresy cere-
brales diseminadas(de Hoog et al., 2000; Groll & Walsh,
2001; DeMiguel et al.,2005). T. longibrachiatum, T.har-
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Zianum, T. koningii, T. viridey T. pseudokoningi son las
especi es aisladas en diferentes cuadros clinicos (de Hoog
et al.,2000). Las especies de Trichoderma, son conaoci-
das por su uso potencial parael control biolégico en hon-
gos fitopatdégenos ya sea por su micoparasitismo y pro-
duccion de substancias antagénicas y celulasas de im-
portanciabiotecnol 6gica (Samuels, 1996). Debido alaim-
portancia clinica de este género y la capacidad de varias
especiesdecrecer a37°C en especial T.longibrachiatum,
gue crece bien a temperaturas de 40°C, se han estudiado
sus capacidades proteoliticas extracelularesen los aisla-
mientos clinicos de esta cepa, determinandose que varias
de sus isoenzimas, pueden estar asociadas en su rol de

patégenos humanos facultativos (Kredics et al., 2004).

CONCLUSIONES

Se aislaron un total de 63 géneros flngicosy 117
especies, mayoritariamente dematiaceos (81,9%) y
anamorfos de Ascomycota, con una mayor presencia en
agar papa zanahoria que en agar agua.

L os taxa mas frecuentes en ambos mediosy esta-

cion fueron en orden decreciente: Cladosporium spp.
Alternaria spp., Epicoccum nigrum, Trichoderma spp. y
Fusarium spp., representando el 65% de la presenciato-
tal.

Las especie consideradas como oportunistas re-
presentaron mas el 80% del total de la comunidad de las
aciculas de pino senescentes, predominando lostaxas con
variostipos de conidiogénisis blastica (> 80%), en espe-
cia las especies dematiaceas de Alternaria, Cladospo-
rium, Epicoccum, Nigrospora, Curvularia y Bipolaris,
las 3 primeras con dominancia y una buena constancia
estacional en especial Alternaria spp. y Epicoccum
nigrum. Las especies con conidiogénesis fialidica como
Fusariumy Trichoderma, también tuvieron frecuencias
relativas altas, destacando Fusarium semitectum y
T.longibrachiatum, el primero por su alta presenciay el
segundo por ser el méas comun en diversos cuadros clini-
cos

Laconstante dispersion anemdfila delosconidios
de estos taxadominantes, reportados como alergénicos
0 con capacidades patogénicas, son de potencial interés
médico para los habitantes de estas zonas boscosas que
presenten algun grado de compromiso inmune.
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