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Resumen

Argentina es un pais principalmente agricolo-ganadero y la provincia de Rio Negro es la
primera productora y exportadora de frutas de pepitas del pais. Su cultivo se concentra
principalmente en el Alto Valle del rio Negro.

Los hongos filamentosos estan ampliamente distribuidos alrededor del mundo y su
desarrollo se ve afectado por varios factores ambientales tales como temperatura, humedad,
viento y localizacién geogréfica. Ha sido reportado que los hongos aerotransportados son
los microorganismos mas comunes que provocan efectos adversos sobre la salud humana
y animal y sobre los cultivos. Son capaces de colonizar los cultivos y pueden acumular en
los productos contaminados gran cantidad de micotoxinas que representan un gran riesgo
para la salud humana y animal debido a los efectos adversos que su contacto, inhalacion o
ingestion provoca. Por lo tanto, para evaluar sistematicamente la relacién entre hongos
ambientales y sus efectos adversos, los tipos de hongos y sus frecuencias relativas en
ambientes externos necesitan ser conocidos.

En Argentina, los datos disponibles sobre la micobiota del aire principalmente de ambientes
agricolas son sumamente escasos y la informacién respecto a la micoflora y biodiversidad
de hongos fitopatdégenos y micotoxicogénicos en la region del Alto Valle del rio Negro es
nula. Asi, el objetivo general del presente trabajo sera estudiar la biodiversidad y
concentracion de hongos, incluyendo particularmente aquellos fitopatdgenos vy
micotoxicogénicos, en ambientes rurales de la region productora del Alto Valle del rio Negro,
pretendiendo posteriormente realizar una caracterizacién morfofisioldégica y molecular de las

especies determinadas.

Los objetivos especificos son:
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o Determinar la concentracion, frecuencia y distribucion, geografica y estacional, de
mohos cultivables en ambientes rurales externos.

e Realizar la Identificacion morfologica y molecular de las distintas especies fungicas.

e Estudiar la patogenicidad de los aislamientos sobre los cultivos mas representativos
de la region.

e Relacionar las variables climatol6gicas con la micobiota aérea determinada en la

region.

La informacion obtenida a partir del presente trabajo puede contribuir a la evaluacién de los
posibles riesgos para la salud de humanos, animales y plantas (cultivos), a la determinacion
de procedimientos de remediacion y al establecimiento de medidas preventivas y estrategias

de control para futuras patologias que se desarrollen en la region.
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1.1 Andlisis microbioldgico del aire

1.1.1 Aerobiologia

La atmdsfera terrestre es un excelente medio de dispersidn rdpida y global de
particulas, en la cual el movimiento de masas de aire, la temperatura, la humedad, las
precipitaciones, los sistemas brisa-contrabrisa, y los fendmenos de inversidon térmica,
entre otros factores, favorecen la dispersion o concentracién de estos elementos. Los
componentes biolégicos suspendidos en esta capa gaseosa incluyen esporas de
hongos, granos de polen, bacterias, pequefios insectos, micotoxinas y alergenos entre
otros, que inciden en diverso grado tanto en la vida del hombre como en su entorno.
Su presencia en el aire es el resultado de la dispersién desde un sitio de colonizacién o
crecimiento (Srikanth y col., 2008; Rios, 2011).

Aunque la atmoésfera es un ambiente hostil para los microorganismos,
determinadas localizaciones de la troposfera pueden resultar en habitats adecuados
para el crecimiento de los mismos. Las nubes poseen agua y en zonas industriales,
puede existir la suficiente concentracién de sustancias orgdnicas que permita el
crecimiento de algunos microorganismos heterétrofos. Ademads, pueden ser
transportados rapidamente, en forma de bioaerosoles, a través de grandes distancias
con el movimiento del aire principalmente aunque algunos han creado adaptaciones
especializadas que favorecen su supervivencia y su dispersion (De la Rosa y col., 2002).

El término Aerobiologia data de 1930 y fue definido por Fred C. Meier. Se trata
de una disciplina cientifica cuyo propdsito es estudiar la presencia de bio-aerosoles en
el aire atmosférico. Los componentes aerobioldgicos generalmente pasan por una
serie de etapas que resultan ser el foco de atencidén de esta drea de estudio, las cuales
incluyen la liberacién desde su sitio de origen, transporte, deposicién en algin agente
receptor (suelo, agua, vegetacion, vias respiratorias de los seres vivos) y resuspension
de estos componentes nuevamente al aire para volver a ser transportados. Por todas
estas caracteristicas también se ha sefialado a la Aerobiologia como la ecologia de la

atmadsfera (Isard y col., 2007; Almaguer y col., 2008).
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La investigacion de organismos vivos aerotransportados comenzo en el siglo XIX,
con Pasteur y Miquel quienes disefiaron métodos para estudiar el niumero vy tipo de
microorganismos presentes en diversos ambientes asi como también la influencia de
diversos factores (temperatura, lluvia, corrientes de aire, altitud, nimero de personas,
etc.) y la posibilidad de transmisién por el aire de enfermedades contagiosas (Miquel y
Cambert, 1901; De la Rosa y col., 2002). Hoy en dia numerosos investigadores se
abocan al estudio de esta area alrededor de todo el mundo y a su impacto en diversos
aspectos de la vida humana (Loera y col., 1994; De la Rosa y col., 2002; Nitiu y Mallo,
2011; Fernstrom y Goldblatt, 2013).

Algunos componentes bioldgicos del aire, principalmente los aeroalergenos,
tienen la capacidad de desarrollar enfermedad en los seres vivos, razén por la cual los
aerobidlogos se concentran en identificar y determinar su concentracién y su
capacidad inmunogénica ya que algunos se encuentran en el aire en cantidades tan
infimas que practicamente no se pueden medir, pero si pueden penetrar en los
alveolos pulmonares y provocar episodios de asma y otros trastornos como los
antigenos polinicos y fungicos. En este sentido, uno de los principales estudios de los
aerobidlogos consiste en la elaboracién de modelos estadisticos que permitan predecir
el tipo y la concentracién de bioparticulas aéreas (Rios, 2011).

Por lo expuesto previamente se puede establecer que las investigaciones aero-
bioldégicas son Utiles para detectar organismos potencialmente peligrosos o
destructivos y en funcién de los conocimientos generados pueden tomarse las medidas
adecuadas para que el dafo biolégico pueda ser evitado (Haas y col., 2007; Wang y

col., 2011).
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1.1.2 Aeromicologia

La Aeromicologia es la rama de la Aerobiologia cuyo objetivo es determinar la
presencia y cuantificacion de los bioaerosoles fungicos en la capa atmosférica. Los
hongos presentes en el aire son de los organismos mas comunes en la naturaleza y
estan relacionados a la polucion del aire. Mas de 80 géneros fungicos fueron
reportados por su asociacién con sintomas de alergias de las vias del tracto
respiratorias y alrededor de 100 especies de hongos fueron involucradas con
infecciones en humanos y animales, mientras que otras pueden causar serias
enfermedades en plantas (Fang y col., 2005; Hameed y col., 2009), por lo cual este
campo de estudio se convierte en una herramienta crucial para la vigilancia de la
calidad del aire (Rios, 2011). Ademas, muchos de ellos presentan capacidad
biodeteriorante, ya que pueden causar efectos perjudiciales sobre los edificios,
monumentos, materiales almacenados y documentos de gran valor histérico (Aira y
col., 2007; Borrego y col., 2008; Ogérek y col., 2014; Almaguer, 2015).

La presencia de esporas fungicas en la atmdsfera ha sido puesta de manifiesto
mediante muestreos con equipos de monitoreo biolégico y su posterior desarrollo en
medios de cultivo, aun luego de estar expuestas a diferentes factores de estrés
ambiental, debido a su baja actividad metabdlica (Oliveira y col., 2009a). No obstante,
estas esporas sélo representan una pequeia fraccidén de la poblacién fungica presente
en el aire atmosférico ya que el resto podrian ser no viables o si lo son podrian no ser
cultivables (Rosas y col., 2005).

Actualmente se conoce que el aire presente en los ambientes exteriores puede
ser la fuente de esporas fungicas contaminantes de los ambientes internos, pudiendo
llegar a concentraciones del orden de 10° esporas/m® (D’amato y Spieksma, 1995). Por
lo tanto, a menos que haya una fuente especifica en el ambiente interior que genere
bioaerosoles, las concentraciones dentro generalmente serdn menores que en el
exterior (Muilenberg, 1995). No hay un cierto nivel de los hongos ambientales que
puede ser considerado como seguro y si bien no existe una normativa que regule
contenido fungico, Godish (2001) establece que concentraciones mayores a 1000
UFC/m? definen a un ambiente como no aceptable y concentraciones mayores a 10000
esporas/m3 a un ambiente como contaminado. Por lo tanto, la informacion

3
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concerniente a la diversidad y abundancia de los hongos presentes en el aire es
relevante tanto para la medicina como también para las ciencias biogeoldgicas, la
climatologia, la ecologia, la higiene industrial, entre otras (Sun y Ariya, 2006; Elbert y
col., 2007) y esto ha conducido a una demanda actual de la definicion de estdndares
con respecto a la carga fungica en el aire.

Aunque los estudios aeromicolégicos aportan una importante cantidad de
informacién sobre datos cuantitativos y cualitativos de la micoflora aérea que
permiten la implementacion de medidas de monitoreo y control de la calidad del aire
para poder realizar los ajustes necesarios, no existe aun hoy una metodologia de
estudio consensuada que establezca mediciones continuas y la identificacidon

taxondmica de las muestras (D'Amato y Spieksma, 1995; Nikkels y col., 1996).
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1.1.2.1 Métodos de muestreo

Los estudios aeromicoldgicos estdn compuestos por dos etapas: una primera
gue involucra la toma de muestras y una segunda en la que se lleva a cabo la deteccién
e identificacidn de los hongos obtenidos.

La etapa de muestreo constituye un paso importante en la determinacion vy
cuantificacion de esporas fungicas y existen varios métodos que se pueden utilizar para

llevarla a cabo. A continuacidn se describen brevemente cada uno de ellos.

Métodos gravitacionales: un sustrato adhesivo en un portaobjetos o una placa

de Petri con agar son expuestos a la atmédsfera durante un tiempo determinado para
recolectar las esporas que se depositan por gravedad. Es un método sencillo y
econémico pero como desventaja cabe mencionar que no es volumétrico por lo cual
no brinda informacién sobre la concentracion de estas particulas en el aire (Srikanth y

col., 2008; Rios, 2011).

Métodos de impacto: Son los mas utilizados. Las esporas fungicas son retenidas

en placas de Petri o tiras con medio de cultivo sélido o semisédlido, liquido o en
portaobjetos de vidrio para su posterior incubacién y andlisis microscdpico. Permiten
estimar la concentracién de los microorganismos presentes en el aire del ambiente
bajo estudio ya que se conoce el volumen de aire muestreado. Cabe mencionar que
estos métodos solo permiten la determinacién de microorganismos viables vy
cultivables. La ventaja de emplear placas permite que los hongos puedan ser captados
directamente en el medio de cultivo para luego realizar el conteo de las colonias
crecidas sin necesidad de un procesamiento posterior al muestreo como ocurre con el
“impingement” o muestreo en medio liquido que se describird mas adelante. No
obstante, la toma de muestras en un medio liquido preserva mejor la viabilidad de los
microorganismos y asi se incremente la eficiencia de captacion. A continuacién se

describen brevemente los muestreadores mas utilizados por estos métodos.
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Muestreadores de impactacion en placa de agar

e Impactador multiorificio. La entrada de aire estd conformada por cabezales que
contienen multiples orificios circulares. Se pueden colocar en posicién horizontal o
vertical para recoger la muestra y, ademas, suelen ser portatiles. Pueden trabajar a un
caudal elevado lo que permite el andlisis de ambientes con baja concentracion de
particulas. Existen diversos modelos y entre ellos se encuentra el muestreador

Microflow que se utilizé para el desarrollo de esta tesis (Fig. 1).

Fig. 1: Muestreadores de impactacién multiorificio.

e Impactador en cascada: Este tipo de muestreador separa las particulas en diversas
fracciones que difieren en su tamafio. Existen modelos de 2 y 6 etapas, que constan de
cabezales con 200 y 400 orificios, respectivamente, cuyo diametro va disminuyendo
progresivamente y operan a un caudal de 28,3 L/min. También existe la versidén de una
etapa, adaptada de la ultima fase del muestreador Andersen de 6 etapas. Suelen

utilizarse como referencia para determinar la eficacia de otros muestreadores (Fig. 2).

Fig. 2: Muestreadores Andersen de una etapa y de 6 etapas.
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Muestreadores de impactacion en portaobjetos o Idminas

En ellos se fuerza un volumen de aire conocido a través de un orificio o hendidura
estrecha, provocando que las particulas impacten en una lamina o portaobjetos de
vidrio impregnado con una sustancia adhesiva transparente que luego permite el
analisis por técnicas de microscopia con tincidn. La sustancia adhesiva puede ser aceite
de silicona o adhesivos a base de vaselina que permite retener eficientemente las
particulas durante el proceso de tincidon, manipulacidon y transporte. Los colorantes
mas empleados son el naranja de acridina y el azul de lactofenol. Entre estos
muestreadores se pueden citar la trampa de esporas Burkard (Fig. 3), trampa de
esporas Allergenco MK-3 e impactadores en portaobjetos desechable como Air-O-Cell,
Allergenco-D, Micro-5. Estos ultimos presentan dimensiones reducidas, por lo que
pueden emplearse en espacios estrechos como cavidades de paredes para investigar la
presencia de moho oculto, o en el interior de los conductos del sistema HVAC.

Permiten tiempos de muestreo muy cortos, de hasta 10 min.

Fig. 3: Trampa de esporas Burkard y aplicacién de fluido siliconado.
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Muestreadores de impactacion en medio liquido: Borboteo o impingement

Aqui el aire es captado a través de una entrada curvada y las esporas son
recogidas en un liquido de volumen conocido, que puede ser agua desmineralizada,
tampon fosfato salino o agua peptonada suplementado con proteinas, antiespumantes
y anticongelantes para preservar la viabilidad de los microorganismos. Son muy
versatiles, ya que el liquido puede analizarse por diversas técnicas, como cultivo,
microscopia y también anadlisis de metabolitos microbianos. Los borboteadores mas

empleados son los All Glass Impingers AGI-30 y AGI- 4 (Fig. 4), y Biosampler.

Impinger Trap

— Impinger

Sample Pump

Fig. 4: Muestreador All Glass Impinger (AGI).

Centrifugacion

El muestreador RCS (Reuter Centrifugal Sampler) es el modelo mas convencional
y se trata de un muestreador portatil en el que la fuerza centrifuga generada por un
rotor de aspas origina la impactacidn de los microorganismos en el medio de cultivo

contenido en una tira de plastico (Fig. 5).

Fig. 5: Muestreador RCS high flow touch luftkeimsammler y tiras de agar HYCON.
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Métodos de filtracion: las particulas impactan en filtros con un tamano de poro

determinado a través de diversos mecanismos como la impactacion, la interceptacion
o la difusién, y por fuerzas eléctricas o gravitacionales. Estos métodos se emplean
para la captacion de microorganismos totales (viables y no viables) y otros
componentes biolégicos que son retenidos por su tamano y luego son lavados de la
superficie del filtro con una solucidn. La muestra obtenida puede analizarse por
diversas técnicas, incluyendo el cultivo de los microorganismos recolectados. Los
muestreadores Button, IOM (Fig. 6) y de cassette de 37 mm son ejemplares de este

tipo de equipos.

Fig. 6: Componentes del muestreador IOM.

Finalmente, luego de realizado el muestreo se prosigue con la fase de deteccién
e identificacién de los microorganismos en la cual se hace el recuento de las unidades
formadoras de colonias (UFC) y si el equipo empleado lo permite se puede realizar el
calculo por volumen de aire muestreado para determinar las concentraciones fungicas.
La identificacidn de los hongos aislados se lleva a cabo mediante la observacion de las
caracteristicas macroscdpicas de las colonias y de las caracteristicas microscépicas que,

ademas, se pueden complementar con técnicas bioquimicas y moleculares.

Fuente: Culver Gonzéalez, M. (2015). Calidad del aire interior. Contaminantes
bioldégicos (ll). Tipos de muestreo. NTP N° 1065. Instituto Nacional de Seguridad e
Higiene en el Trabajo (INSHT).
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1.1.2.2 Estudios de la micoflora aérea a nivel mundial y local

El estudio de las esporas fungicas en el aire es importante para micdlogos,
patdlogos de plantas, microbioldgos, tanto como para alergistas, por lo cual, durante la
Ultima década los investigadores estan enfocando su atencién al estudio de la
composicidon aeromicolégica de ambientes externos e internos (Muhsin y Adlan, 2012).

Si bien la atmdsfera no contiene una microbiota autéctona y, la distribucidn
fungica, en términos de concentracién y composicién de géneros y especies varia
respecto de las areas geograficas, la estacionalidad y otros factores ambientales
(Halwagy, 1989; Burger 1990; Cosentino y col., 1990; De Lara y col., 1990; Pei-Chih y
col., 2000; Haas y col., 2007), la mayoria de los estudios de hongos del aire en todo el
mundo han demostrado que los géneros Cladosporium, Aspergillus y Penicillium son
los mas comunes en varias latitudes (Shelton y col., 2002; Angulo y Gonzalez, 2007;
Treves y Martens, 2010), y de hecho las esporas mds numerosas encontradas en el aire
son los conidios de Cladosporium, constituyendo entre el 40 y el 90% del conteo anual
de esporas. También resultan importantes los géneros Alternaria, Epicoccum y Botrytis
(Kasprzyk, 2008; Rios, 2011).

En las dltimas décadas se han publicado numerosos trabajos aeromicoldgicos
alrededor del mundo.

En el continente asidtico se han realizado estudios generales de Ila
concentracion y diversidad fungica en ambientes externos e internos de ciudades de
China, Corea del Sur, India, Irak y Taiwan y su relacidn con parametros meteoroldgicos
(Limy col., 1998; Fang y col., 2005; Wang y col., 2011; Chakrabarti y col., 2012; Muhsin
y Adlan, 2012).

En Africa, la mayoria de las investigaciones se llevaron a cabo en paises del
norte, entre ellos Egipto, en los que se estudid la composiciéon microbiana y la
diversidad fungica asi como sus oscilaciones temporales y su relacidn con las variables
meteoroldgicas (Hameed y col., 2009; Uzochukwu y Nkpouto, 2013).

En el continente ocednico se destacan los estudios realizados por Mitakakis y
Guest (2001) en Australia, donde se determind la composicién aeromicoldgica y su

variacion.
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En Europa, se han llevado a cabo trabajos en diversos paises como Espafia,
Portugal y Francia en los que se determinaron la concentracion y diversidad fungica de
varias ciudades, ademads de su correlacion con las variables climaticas (Sabariego y col.,
1999; Herrero y col., 2006; Sabariego y col., 2007; Oliveira y col., 2009a; Sautour y col.,
2009; Airay col., 2012; 2013).

En América del Norte, mas precisamente en Estados Unidos se destacan
investigaciones aeromicolégicas que estudiaron la diversidad y dindamica de las esporas
fungicas atmosféricas en ambientes externos e internos de diversas ciudades (Shelton
y col., 2002; Lee T. y col., 2006; Tsai y col., 2007).

Desde hace varios afos existe un resurgimiento de las investigaciones
aeromicoldgicas en Latinoamérica, destacandose estudios llevados a cabo
principalmente en Brasil y México (Rosas y col., 1993; Calderon y col., 1995; Menezes y
col., 2004; Rocha Estrada y col., 2013; Herndndez-Castillo y col., 2014; Almaguer,
2015).

En Argentina los estudios aeromicoldgicos han sido llevados a cabo
histéricamente en ambientes externos o internos de zonas urbanizadas
principalmente, siendo muy pocos los que estudian ambientes agricolas.
Particularmente, en la regién del Alto Valle del rio Negro es nula la informacién
respecto a la micoflora y biodiversidad de hongos fitopatédgenos y micotoxicogénicos.

Las primeras investigaciones aeromicoldgicas en nuestro pais datan de la década
del 80 donde se llevaron a cabo estudios en las ciudades de Resistencia y Cérdoba
(Quiroga de Pascual y Nobile, 1985; Mangiaterra y col., 1993). Posteriormente
Rodriguez de Kopp y col. (1998) estudiaron la flora fungica ambiental de la biblioteca
de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, a
los fines de evaluar los posibles riesgos tanto para la salud de los asistentes como por
el probable deterioro de las colecciones existentes. Se detectaron hongos que poseen
una alta capacidad celulolitica deteriorante y otros agentes de reconocida
participacidn en procesos clinicos patégenos y en afecciones alérgicas. En 2003, Bueno
y col., analizaron los hongos presentes en una biblioteca cientifica situada en un centro
de investigaciones en Tucuman e identificaron 33 géneros fungicos entre los cuales
Cladosporium (30,1%), Fusarium (8,6%), Alternaria (8,4%), Acremonium (6,4%) y

Aspergillus (5,5%) presentaron la mayor frecuencia (Bueno y col., 2003). Durante este
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afo también se presentd otro trabajo aeromicoldgico llevado a cabo por Esquivel y col.
(2003) en el que su objeto de estudio fueron los microhongos anemofilos de las
ciudades de Resistencia y Corrientes y como resultado del mismo hallaron que los
géneros mas frecuentes en ambas ciudades fueron: Cladosporium, Aspergillus,
Penicillium, Phoma, Fusarium, Alternaria, Curvularia y Trichoderma.

En la provincia de Santa Fe, Basilico y col. (2007) estudiaron la influencia de los
factores ambientales sobre la carga de esporas fungicas en hogares, mientras que
Aringoli y col. (2008) determinaron los géneros fungicos mas abundantes en hogares
de esta provincia que resultaron ser: Cladosporium (58,9%) y Alternaria (8,7%), seguido
por Epicoccum (5,7%), Fusarium (5,4%), Curvularia (3,5%), Acremonium (1,3%),
Drechslera (1,3%), Penicillium (1,3%) y Aspergillus (1,1%).

Nitiu y un equipo de colaboradores han llevado a cabo varios estudios de
esporas fungicas y polinicas en la provincia de Buenos Aires y mds especificamente en
la ciudad de La Plata. En el afio 2010 a partir del analisis del registro aeromicoldgico de
la ciudad de La Plata se propuso la definicién de Grupos Morfoldgicos de esporas del
Reino Fungi con el objetivo de realizar un aporte metodolégico a la identificacién y
recuento de una fraccién de la micobiota atmosférica. Como resultado se crearon 4
nuevos grupos y se incorporaron otros tipos esporales a las clasificaciones previas
(Nitiu y col., 2010).

En el afio 2011, Nitiu y Mallo evaluaron las variaciones en la estacionalidad de
polen y esporas fungicas en la atmdsfera de la ciudad de La Plata y como resultado
identificaron esporas de Oomycota, Zygomycota, Myxomycota, Ascomycota y
Basidiomycota. Estos bioaerosoles estuvieron presentes durante todo el afio y en altas
concentraciones siendo mas abundantes en verano — otofio. El maximo aporte se
registro en febrero dado por las esporas de Cladosporium (Nitiu y Mallo, 2011).

Otro trabajo para mencionar es el desarrollado por Frisén y col. (2012) quienes
evaluaron la diversidad fungica en ambientes externos e internos de industrias
alimentarias en localidades de la provincia de Santa Fe, Argentina. Los resultados
mostraron que hay 3 géneros predominantes: Cladosporium, Alternaria y Epicoccum

con porcentajes de abundancia superiores a otros géneros.
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1.2 Aeromicobiota

1.2.1 Dinamica y fluctuaciones espaciales y estacionales de las esporas

fungicas

Las esporas fungicas promueven la propagacion de material reproductivo y
pueden influir sobre la quimica y fisica atmosférica, la biosfera, el clima y la salud
publica, por lo cual algunos investigadores plantean la necesidad de caracterizar los
patrones de migracién y dispersién de la aeromicoflora (Loera y col., 1994; Stennett y
Beggs, 2004).

Como fuera mencionado previamente un estudio aeromicolégico requiere el
conocimiento de la fuente emisora, liberacidn, dispersion y depdsito de las esporas
presentes en la atmdsfera y de su relacion con los fendmenos que las mantienen

suspendidas en el aire (Spieksma, 1992) (Fig. 7).

TRA]\GPORTF
(viento)
/ RESUSPENSION
LIBERACION DEPOSITO E j
IMPACTACION
PRODUCCION EF l:L ro
(Fuente Emisora) (Receptor)

Fig. 7: Etapas del proceso aeromicolégico (modificado de Spieksma, 1992).

e Produccion. Las esporas fungicas suspendidas en el aire pueden provenir de
numerosas fuentes de origen natural como el suelo, la vegetacion, y los cuerpos de
agua que se encuentran en las zonas de bosques, pastizales y reservas naturales. Por
otro lado, existen también fuentes de origen en zonas urbanas relacionadas a la
actividad humana como los sistemas de tratamientos de agua residual o residuos

organicos, compostaje o rellenos sanitarios (Rodriguez y col., 2005; Pereira y col.,
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2009), la turbulencia vehicular y la mayor densidad poblacional humana (Rosas y col.,
2005). Se estima que la concentracidon de esporas fungicas en el aire atmosférico
puede variar entre menos de 200 a mas de 2 millones/m?, segun el tipo de vegetacién

que predomine, el microambiente local y la actividad humana (Adhikari y col., 2004).

e Liberacion. Es un proceso en el que intervienen los fendmenos biolégicos propios de
los hongos como la ruptura de paredes celulares de los esporangios para liberar las
esporas alli encerradas, mientras que en otros intervienen fundamentalmente factores

meteordlogicos como el viento (Nieto-Lugilde, 2008).

e Transporte. La mayoria de los hongos utilizan las corrientes de aire para la
dispersién de sus esporas (Kasprzyk, 2008). El transporte y tiempo de permanencia de
estas bioparticulas en la atmdsfera es afectado en gran medida por sus propiedades
aerodinamicas como el tamafio, volumen, peso y forma. Asi, las mas pequefias pueden
viajar largas distancias por largos periodos de tiempo alejandose de su fuente emisora
pero no pueden ascender a grandes alturas (Isard, 2007; Nieto-Lugilde, 2008). Las
particulas pueden medir entre 0,3 y 100 micras de didmetro; sin embargo, la fraccidn
gue se respira varia entre 1 a 10 micras y generalmente permanecen flotando en el
aire por largos periodos de tiempo manteniendo su potencial infeccioso.; mientras que
las mas grandes tienden a depositarse sobre las superficies (Srikanth y col., 2008; Rios,
2011). Desde un punto de vista toxicoldgico, un aumento del material particulado en el
aire y una escasa ventilacién reducen las posibilidades de movilizacidn de las esporas y
favorecen su permanencia en el aire aumentando su impacto en la salud humana
(Labarreren y col., 2003; Nava y col., 2004). Ademas de sus propiedades fisicas, el
comportamiento de las esporas fungicas en el ambiente exterior también depende de
los factores ambientales caracteristicos de cada regién. Si bien son cosmopolitas, ya
gue pueden sobrevivir en numerosos ambientes, incluso en climas hostiles, la
distribucién de esporas no es igual en todo el planeta, existiendo diferencias entre las
zonas templadas y los trépicos (Quintero y col., 2010). En paises de clima tropical y
subtropical los hongos tienen las condiciones dptimas para su desarrollo y para la
produccién y liberacidn de esporas, ya que la temperatura media anual oscila entre 25

°Cy 30 °C, y la humedad relativa es superior al 70%, (Salonen y col., 2014). También
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cabe destacar que la concentracion fungica tiende a ser mayor en regiones templadas
y tropicales que en las altas latitudes y desiertos, donde las condiciones climaticas

adversas restringen el desarrollo fungico (Almaguer, 2015).

e Depdsito e impactacion. Cuando la fuerza de gravedad supera la intensidad del
viento, las particulas pueden sedimentar en diversos tipos de sustratos especialmente
para las de mayor tamafo vy, si las condiciones ambientales son éptimas podrian

germinar cerrando el ciclo biolégico (Nieto-Lugilde, 2008).

e Resuspension. Las corrientes atmosféricas, turbulencias o actividades humanas
pueden generar la resuspension de las esporas sedimentadas nuevamente en el aire

para comenzar un nuevo ciclo aerobioldgico (Nieto-Lugilde, 2008).

Con respecto a las fluctuaciones espaciales, la mayoria de las investigaciones
aeromicoldgicas a nivel global han sido enfocadas a determinar la micoflora en areas
urbanas principalmente, a diferencia de las zonas rurales (Simeray y col., 1993; Nikkels
y col., 1996; Corden y col., 2003). Sin embargo, algunos estudios han reportado la
existencia de mayores concentraciones fungicas en zonas rurales que en zonas urbanas
debido a la existencia de la abundante materia orgdnica en descomposicidon que es

requerida por el metabolismo heterdétrofo de los hongos (Rodriguez-Rajo y col., 2002).
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1.2.2 Influencia de los parametros meteoroldgicos y el cambio climatico sobre

la aeromicobiota

Los fendmenos meteoroldgicos frecuentemente gobiernan la dindmica de las
poblaciones flngicas en la atmdsfera. Por lo tanto es de suma importancia conocer el
efecto directo de los procesos climaticos sobre el movimiento y supervivencia de la
micobiota aérea para implementar estrategias preventivas sobre la salud humana,
animal y agricola (Loera y col.,, 1994). En este ultimo aspecto, la micoflora aérea
presente en ecosistemas rurales y sus variaciones en relacion con los factores
ambientales han sido poco estudiados. Sin embargo, esto resulta esencial para lograr
un buen prondstico y establecer modelos predictivos para préximos afios o nuevas
cosechas y contribuir a una mayor proteccion del cultivo (Kasprzyk y Konopifiska, 2006;
Kasprzyk y Worek, 2006; Almaguer y col., 2008).

La influencia de los pardmetros climaticos sobre los distintos tipos de hongos
depende del estado fenoldgico en el que se encuentra al emitir las esporas y pueden
generar diferencias en la variacion estacional de los distintos géneros fungicos (Lyles y
col., 2005; Almaguer, 2015). Numerosos trabajos han demostrado que los géneros
Cladosporium, Aspergillus y Penicillium son los mas comunes en varias latitudes
(Shelton y col., 2002; Angulo y Gonzélez, 2007; Treves y Martens, 2010).

Muchos autores han destacado los efectos de las condiciones climaticas en
cuanto a temperatura, humedad relativa, velocidad del viento, insolacidon y
precipitaciones sobre la presencia de esporas de hongos en el aire en muchos
dominios geograficos (Aringoli y col., 2008; Oliveira y col., 2009a; Wang y col., 2011;
Almaguer, 2015). Sin embargo, aln no se ha podido estimar la importancia relativa de
cada uno, ya que analizar de forma individual la influencia de cada parametro climatico
sobre el contenido fungico resulta muy complicado dado que estas variables actuan de
forma sinérgica (Almaguer, 2015).

A continuacidn se mencionaran y describiran las variables climaticas mas

relevantes para los procesos aeromicoldgicos.
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e Temperatura. Este parametro ejerce un rol fundamental en favorecer el crecimiento
del organismo emisor de particulas e incrementar de esta manera el contenido flingico
ya que los hongos pueden desarrollarse desde 10 °C hasta 80 °C, con un rapido
crecimiento entre 25 y 35 °C fundamentalmente (Nieto-Lugilde, 2008; Despot y Klari¢,
2014; Almaguer, 2015). Las variaciones estacionales que experimentan las esporas
fungicas dependen del tipo de clima. En los climas templados, la maxima
concentracion de esporas ocurre en el verano y a inicios del otofio; mientras que en las
regiones tropicales y sub-tropicales la mayor abundancia de esporas ocurre en los

meses mas frios (Rios, 2011).

e Humedad relativa. Los hongos filamentosos crecen en general a una humedad
relativa superior al 80% a excepcién de los hongos xerofilicos que pueden crecer a
partir de un 65% (Valentin, 2001; Almaguer, 2015). No obstante, Pasanen y col. (1991)
alegaron que el crecimiento fungico depende fundamentalmente del contenido de
humedad de su sustrato y que la humedad relativa ambiente sdlo tiene una influencia
indirecta. Pero, al igual que sucede con la temperatura, numerosos autores afirman
gue este parametro presenta una correlacién positiva con los recuentos fungicos ya
que influye directamente en el mecanismo de liberacién de las esporas (Stennett y
Beggs, 2004; Rodriguez-Rajo y col., 2005; lanovici y Tudorica, 2009). Sin embargo,
muchos otros observaron que el contenido de esporas fungicas se ve favorecido por
los descensos de humedad (Almaguer, 2015). En base a este factor, las esporas pueden
dividirse en dos grupos: las de clima humedo y las de clima seco. En este ultimo grupo
se encuentran los conidios de los géneros Cladosporium, Epicoccum y Alternaria que se

ven favorecidos por un clima seco (Rios, 2011; Almaguer, 2015).

e Viento. Esta variable es de suma importancia para la dispersidon y suspension de
esporas fungicas en el aire y posee dos componentes a analizar: velocidad y direccién.
Cuando la velocidad es muy alta, el contenido flngico se diluye y algo parecido sucede
cuando la disminucién de la velocidad es excesiva ya que el transporte se vuelve mas
lento y la liberacidn de esporas se puede detener. En cuanto a la direccidon, este
componente también ejerce influencia ya que puede provocar el desplazamiento de

nubes fungicas que cambien la composicién aeromicoldgica de un sector durante un
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determinado lapso de tiempo (Nieto-Lugilde, 2008). La turbulencia atmosférica,
incluido el desarrollo de remolinos también adquiere un rol importante ya que
favorece una dispersion mads extensa redistribuyendo las esporas y posibilitando la
elevacién de las mismas en altura sobre su lugar de origen (Casadesus y Pazos, 1989;

Almaguer vy col., 2008).

e Precipitaciones. Las lluvias pueden favorecer la liberacién de esporas porque
estimulan la turgencia celular y porque el movimiento de las gotas puede facilitar la
liberacion de las mismas al aire (Nieto-Lugilde, 2008). Por otro lado, la accesibilidad a
sustratos frescos para el desarrollo fungico también afecta las concentraciones de
esporas en el aire. En los paises templados, durante el invierno e inicios de la
primavera, cuando hay poco sustrato fresco disponible para el crecimiento fungico, el
contenido de esporas desciende de manera importante (Rios, 2011). Por otro lado, si la
temperatura es elevada la evaporacion del agua de lluvias puede contribuir al aumento
de la humedad relativa. De lo dicho anteriormente se desprende que las
precipitaciones tienden a aumentar las concentraciones globales de esporas fungicas
en el aire. Sin embargo, también se debe mencionar que las precipitaciones pueden
ejercer un efecto de lavado atmosférico ya que, al arrastrar las bioparticulas

suspendidas en la atmésfera, disminuyen en ella su concentracién (Almaguer, 2015).

e Insolacidn. Si bien la luz solar no es imprescindible para el desarrollo fungico, si
influye en los procesos de esporulacion, ya que por ejemplo los fotoperiodos o ciclos
de luz-oscuridad repercuten en la cantidad de esporas formadas (Ghanbarnia y col.,
2011; Almaguer, 2015). Sin embargo, su efecto debe analizarse en combinacién con
otras variables tales como la temperatura, humedad relativa y ventilacion (Valentin,
2001; Almaguer, 2015). Ademas, es importante tener en cuenta que la radiacion UV
gue los rayos solares emiten puede afectar la viabilidad de las esporas fungicas (Smits

y col., 2004; Grijalbab y col., 2009).

Como fue mencionado previamente, la concentracion de esporas en el aire estd
influenciada por un gran numero de factores bioldgicos y medioambientales, entre los

gue destacan las variables climaticas. Por lo tanto la produccién, liberacion y
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dispersion de las esporas de los hongos también puede verse afectada por los cambios
en el clima. Los cambios climaticos o eventos climaticos extremos son actualmente
parte de nuestra vida diaria y pueden ser vistos cada vez mas frecuentemente. Asi, el
fendmeno del "cambio climdtico" es actualmente de importancia sin igual y las
discusiones de su impacto sobre el futuro de la humanidad son cada vez mads
habituales. El tercer informe confeccionado por integrantes del Grupo
Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (Intergovernmental Panel
on Climate Change - IPCC) plantea que el aumento de la temperatura media registrado
en todo el planeta, es de 0,6 °C (+/- 0,2 °C) durante todo el siglo XX y se calcula que
para el siglo en curso sera de 1,4 °C (IPCC, 2004). Con respecto a las precipitaciones la
tendencia indica un aumento de la frecuencia y severidad de etapas de sequias e
inundaciones (IPCC, 2004; Nordenstrom, 2006).

Existe falta de informacidon sobre el cambio climdtico y la ciencia de los
alimentos, lo que supone un déficit ain mayor respecto a las micotoxinas. Muchos
datos indican que las epidemias en cultivos son influenciados climdticamente
(Paterson y Lima, 2010a). Cambios de la temperatura y en las precipitaciones pueden
poner en peligro la seguridad de los alimentos, lo que tendrd un impacto negativo
sobre todo en los paises en desarrollo (Paterson y Lima, 2011). Como fuera
mencionado previamente, datos referidos a biodiversidad fungica, fisiologia del
crecimiento y produccion de micotoxinas seran necesarios para poder predecir el
comportamiento fungico en funcién de las alteraciones previstas en el clima (Paterson
y Lima, 2010a; b; c; d; Paterson y Lima, 2011; Magan y col., 2011).

El cambio climdtico en curso puede afectar profundamente la produccion y
dispersidn de esporas de hongos, con la consiguiente modificacién de su concentracién
de aire. El monitoreo de las esporas de hongos en el aire, especialmente si se combina
con datos habitualmente adquiridos para otros pardmetros fisico-quimicos, puede ser
util para detectar perfiles espaciales y temporales de un clima cambiante (Beggs, 2010;
Bocacci y col., 2017). Por ejemplo se obtuvieron correlaciones significativas entre la
concentracion de Cladosporium en la atmdsfera y la temperatura maxima, media y
minima en la ciudad de Sevillla, Espafia. Por lo tanto, si las tendencias del
calentamiento global se cumplen cabe esperar que los niveles de sus esporas en aire

sufran un incremento (Morales Gonzalez, 2007). Por otro lado, Morales Gonzalez
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(2007) expone que un aumento de las temperaturas no provocara un aumento en la
concentracion de esporas de ascomicetes. Sin embargo, los cambios previstos en las
tendencias de las precipitaciones podrian generar un incremento de los niveles de
esporas de ascomicetes en el aire, ya que estos hongos utilizan las salpicaduras de
gotas de lluvia como mecanismo de liberacién de sus esporas, que ven aumentada su
proporcion en dias lluviosos.

Finalmente cabe mencionar que estudios previos han descubierto que Alternaria
produce hasta tres veces mas esporas cuando los niveles de didéxido de carbono
atmosférico (CO,) son altos. Las actuales tendencias del cambio climatico pueden
intensificar el problema. Estos resultados sugieren que el aumento continuo del CO,
atmosférico asociado con el cambio climatico global aumentara el nivel de exposicién a

Alternaria (Zaidman y col., 2017).
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1.3 Aplicaciones de la Aeromicologia

1.3.1 Impacto en la salud humana y animal

La exposicidon de poblaciones humanas y animales a los hongos presentes en el
aire es universal y se da de forma constante. Sin embargo, los individuos pueden
presentar diferencias en cuanto a la sensibilidad y a la aparicion de las enfermedades
que estos pueden ocasionar (Agarwal y col., 2014).

El incremento de problemas relacionados a la salud debido a la presencia mohos
en espacios internos ha conducido a la demanda de la definicion de estandares con
respeto a la carga fungica en el aire. Sin embargo, no hay métodos de deteccidn
estandarizados, ni existen criterios de evaluacion autorizados para el estudio de la
carga de hongos en los espacios interiores. Por lo tanto, recomendaciones
universalmente aceptadas y una estandarizacion de la metodologia son necesarias
(Haas y col., 2007). Sin embargo, aunque no existe un rango de niveles de esporas
fungicas que pueda ser considerado como seguro se establecié que la concentracion
de hongos en ambientes internos por encima de 2.000 UFC/m? puede ser considerada
como un factor de riesgo serio para la salud de los ocupantes (Bueno y col., 2003;
Klanova, 2000). Varios estudios han mostrado que especialmente entre los nifios, las
enfermedades respiratorias son significativamente mas frecuentes cuando viven en
espacios que muestran danos debidos a humedad o contaminacién fungica visible
(Haas y col., 2007).

Existen tres vias de exposicién a los patégenos del aire: respiratoria que es la
mas importante, oral y transcutanea (Srikanth y col., 2008). Los patdgenos fungicos se
propagan en el ambiente a través de particulas que pueden provenir de la piel o de
gotas generadas en las vias respiratorias superior e inferior, boca, nariz, tracto
gastrointestinal (vdmito y diarrea), entre otras fuentes. A su vez, estas gotas pueden
producirse naturalmente al respirar, hablar, estornudar y/o toser o, menos
frecuentemente, generarse durante la toma de muestras de aspirados nasofaringeos o
mediante el uso de nebulizadores, ventiladores o méscaras de oxigeno (Eames y col.,

2009; Rios, 2011).
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Numerosos estudios mostraron que la exposicion a hongos podria estar
asociada con efectos toxicos agudos, alergias y asma (Robbins y col., 2000; Lee S. y col.,
2006). En términos generales, los posibles efectos sobre la salud asociados con los
hongos generalmente se dividen en tres grupos:

e Alergias: sensibilizacidn y respuestas inmunes tales como rinitis alérgica, asma
0 neumonitis por hipersensibilidad, entre otras.

e [nfecciones: crecimiento de los hongos sobre el cuerpo, tales como
aspergillosis o histoplasmosis.

e [ntoxicaciones: disrupcién de las funciones celulares e interaccidon con el ADN,
tal como ocurre con los canceres inducidos por aflatoxinas (Robbins y col., 2000).
Algunos hongos pueden presentar algunas de estas capacidades de forma

individual pero a menudo pueden hacerlo simultdneamente.

Alergias

Las proteinas (alérgenos) presentes en la pared o en el interior de las esporas
fungicas pueden desencadenar una reaccidn alérgica, un tipo de respuesta que
depende de la concentracion de esporas en el aire y de su capacidad para inducir
sensibilizacion en los individuos. La incidencia de alergias fungicas oscila entre 6 y 24%
en la poblacion general y 80% en los asmaticos. Entre ellos, en los nifios asmaticos la
incidencia es del 45% mientras que en adultos asmaticos es del 70% (Simon-Nobbe y
col., 2008). La severidad de los cuadros depende del tipo de hongo, de la zona de las
vias respiratorias donde se depositen las esporas y de la susceptibilidad de cada
persona (Almaguer, 2015). Las alergias a hongos se clasifican en cuatro tipos segun la
reaccion de hipersensibilidad que desencadenan: las de tipo | que son las inmediatas
mediadas por macréfagos y las de tipo Il, lll y IV que son mas tardias y estdn mediadas
por linfocitos.

Numerosos autores reportan la existencia de mas de 80 géneros fungicos
capaces de desencadenar cuadros alérgicos entre los que se destacan por su mayor
importancia clinica Alternaria y Cladosporium en ambientes externos y Aspergillus y

Penicillium en ambientes internos (Almaguer, 2015).
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En Europa, Alternaria y Cladosporium son los géneros que mas respuestas
alérgicas desencadenan en la poblacién (Rios, 2011). Sin embargo, a pesar de que la
concentracion de Cladosporium en el aire es mayor, el nimero de individuos alérgicos
a Alternaria es mas elevado, ya que sus aeroalergenos producen reacciones mas
fuertes (Almaguer, 2015). Numerosos autores citan a Alternaria como el hongo
alergénico y productor de asma mas importante (Morales Gonzalez, 2007; Simon-
Nobbe y col., 2008) y, segun Caretta (1992), la concentracion de esporas de Alternaria
capaz de producir sintomas alérgicos en el hombre es de 1.200 esporas/ma. Dentro de
las especies de este género, A. alternata es la mds frecuentemente asociada a los
trastornos alérgicos y hoy en dia se han identificado 13 alergenos de esta especie, cuya
mayoria corresponden a proteinas de mantenimiento intracelulares capaces de
desencadenar respuestas de hipersensibilidad (Simon-Nobbe y col.,, 2008; Pavdn
Moreno y col., 2012).

Cladosporium, es después de Alternaria, el género que causa con mayor
frecuencia sintomas alérgicos. Se destaca por su abundancia ya que las medias diarias
obtenidas durante el periodo de maxima concentracién, en otofio, ascienden hasta las
7.264 esporas/mS, niveles muy elevados que superan con creces el umbral establecido
por Caretta (1992) de 3.000 esporas/m> a partir del cual se producen trastornos
respiratorios alérgicos. Cladosporium herbarum es el complejo de especies mas
importante desde el punto de vista alergoldgico. En este género y hasta el momento,
se han identificado 14 alérgenos, dentro de los cuales sélo uno de ellos (Cla h 8) resulta
muy inmunogénico (Simon-Nobbe y col., 2008).

Algunos autores han demostrado que existe una reactividad cruzada entre estos
géneros, dado que poseen un gran numero de proteinas alergénicas homdlogas (Rocha
y col.,, 2013), lo cual provoca que las elevadas concentraciones de Cladosporium
potencien la respuesta inmunolégica a esporas de Alternaria (Sdnchez-Espinosa y
Almaguer Chavez, 2014).

Los representantes del género Aspergillus presentan caracteristicas que
favorecen su capacidad de producir alergias como el tamafio pequefio de sus esporas,
su tolerancia térmica que permite el crecimiento a la temperatura corporal humana, su
resistencia al dafio oxidativo y su capacidad de producir pequefios metabolitos vy

enzimas con actividad proteolitica o incluso inmunosupresora (Simon-Nobbe y col.,
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2008). De todas las especies que conforman este género, la mas importante desde el
punto de vista alergénico es A. fumigatus que, en comparacion con otras especies de
Aspergillus, se encuentra generalmente en concentraciones bajas en el aire (Almaguer,
2015). Sin embargo, hay otras especies de Aspergillus que son alergénicas como A.
flavus, A. nidulans, A. niger y A. oryzae. Se han caracterizado a la actualidad mas de 40
alérgenos para este género y particularmente mds de 35 para A. fumigatus (Simon-
Nobbe y col., 2008).

También se consideran como hongos alergénicos a los géneros
Helminthosporium Link, Epicoccum Link, Fusarium, Rhizopus y Mucor (Almaguer, 2015).
Sin embargo, existe una larga lista de géneros que pueden inducir enfermedades
alérgicas entre los que se encuentran Botrytis, Stemphylium y Torula, como también
géneros pertenecientes a los basidiomycetes (Ganoderma, Puccinia, Ustilago y
Coprinus) o a los ascomycetes (Leptosphaeria, Chaetomium y Erysiphe) que causan
cuadros alérgicos con menor frecuencia (Rios, 2011).

En la Tabla N° 1 se detallan las enfermedades ocasionadas por diferentes
géneros fungicos alergénicos que desarrollan los cuatro tipos de reacciones de

hipersensibilidad (I, 11, 1l y V).
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Tabla N° 1: Enfermedades causadas por hongos alergénicos.

TIPO DE

REACCION ENFERMEDAD

SINTOMAS

HONGOS QUE LA CAUSAN

REFERENCIAS

ALERGICA
e e Se caracteriza por estornudos, rinorrea, Alternaria, Aspergillus, Bipolaris,
Rinitis alérgica . . . . . o 11
prurito y obstrucciones nasales (Fig. 8 A, B). Cladosporium, Curvularia y Penicillium.
Inflamacién crénica del tejido pulmonar que  Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
I Asma alérgico puede generar reactividad bronquial en nifios Helminthosporium, Epicoccum, 6;8;9;10; 11
o, incluso, la muerte en adultos (Fig. 8 C). Aureobasidium y Penicillium.
e Enfermedad inflamatoria crénica de la piel Malassezia furfur principalmente
Dermatitis atopica . ! I I b zia furfur princip L. y 4;5;11
(Fig. 8 D). Saccharomyces cerevisiae.
Inflamacién bronquial persistente que induce . . .
s . . g p‘ q, . A. fumigatus, Candida albicans,
Micosis alérgica bronquiectasias en pacientes asmaticos. La . .
. S Curvularia, Geotrichumy 7; 11
broncopulmonar mas frecuente es la Aspergilosis . .
. Helminthosporium.
Y, broncopulmonar alérgica (ABPA).
Afectacidn de los senos nasales sin invasion de
e los tejidos. Algunos pacientes también pueden Aspergillus, Curvularia, Alternaria
Sinusitis alérgica ) . ; p . P perg . . 4 2;7;11
mostrar hipersensibilidad cutdnea a los Bipolaris.
alergenos (Fig. 8 E).
Pneumonitis
hipersensitivas La repetida inhalacion de alérgenos provoca Aspergillus, Penicillium y
ni-v (también conocidas  reacciones alérgicas que pueden llevar a la basidiomycetes como Lentinus edodes , 1;3;11
como alveolitis destruccién pulmonar. Merulius lacrymans y P. ostreatus
alérgicas extrinsecas)

Referencias bibliograficas: 0’ Brien y col., 1978; Brummund y col., 1986; *Sastre y col., 1990; *Kortekangas-Savolainen y col., 1993; >Leung, 2000; °Zureik y

col., 2002; "Kurup, 2003; ®Bush y Prochnau, 2004; °Denning y col., 2006; ‘°Niedoszytko y col., 2007; *'Simon-Nobbe y col., 2008.
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Fig. 8: Enfermedades causadas por hongos alergénicos. Rinitis alérgica. Aspecto de la
mucosa nasal en condiciones normales y patolégicas (MedlinePlus) (A). Imagen donde
se observa inflamacién de la mucosa de los cornetes nasales de la fosa izquierda (B).
Asma alérgico. Aspecto de los bronquiolos en condiciones normales y patolégicas
(Medline Plus) (C). Dermatitis atdpica. Lesiones cutaneas en piernas (MedlinePlus) (D).
Sinusitis alérgica causada por Aspergillus spp., vista transversal de las cavidades

nasales (Fundacién Barcelo Facultad de Medicina) (E).
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Infecciones

Diversos factores determinan la capacidad patogénica de los microorganismos
como el indculo, el sistema de defensa del hospedante, la cepa del organismo entre
otros factores, aun no definidos (Denning y col., 2014; Almaguer 2015).

La mayoria de las infecciones causadas por hongos aerotransportados se asocian
al género Aspergillus; sin embargo, hay otros que también las causan como Penicillium,
Fusarium y Candida (Srikanth y col., 2008; Rios, 2011). Las infecciones fungicas
invasivas han aumentado en frecuencia en los ultimos afos y se caracterizan por altas
tasas de morbilidad y mortalidad y por ocurrir con mayor frecuencia en los pacientes
inmunocomprometidos. Es por esto que la Aeromicologia es una herramienta
preventiva de vital importancia para la Medicina (Rios, 2011).

Para que un hongo pueda causar una infeccién en humanos y animales debe
poder crecer a la temperatura corporal (37 °C), capacidad que poseen algunas
levaduras patdgenas y varias especies de los géneros Aspergillus y Penicillium, entre
otros. De hecho existen 20 especies de Aspergillus que se reconocen como patdégenas
humanas, pero entre las cuales A. fumigatus y A. flavus se destacan principalmente
porque el tamano pequefio de sus conidios facilita su inhalacidén y penetracién a las
vias respiratorias. La infeccién por especies de Aspergillus siempre debe ser
considerada como una infeccién de heridas lentamente progresivas, pero localmente
destructivas (Hedayati y col., 2007; Rios, 2011). A. fumigatus tiene, ademas, la
habilidad de adherirse a superficies epiteliales y posiblemente endoteliales lo cual le
permite invadir los vasos sanguineos y producir un gran numero de productos
extracelulares téxicos para las células de los mamiferos (Oliveira y Caramalho, 2014;
Almaguer, 2015).

Diversas especies del género Fusarium también son capaces de causar
infecciones en individuos inmunocompetentes (fusariosis) que pueden manifestarse de
manera local o asociadas a dispositivos, localmente invasivas o diseminadas. Este es un
género ubicuo y tiene como puertas de entrada la piel, las ufias, la via respiratoria, el
sistema gastrointestinal y los ojos (Almaguer, 2015).

Dentro de los hongos viables que existen en la atmésfera se encuentra un grupo

de patégenos llamados oportunistas que son capaces de causar enfermedad en
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individuos con su sistema inmunoldgico deprimido, interfiriendo basicamente con las
funciones celulares (Cafarchia y col.,, 2014). Las inmunodeficiencias presentes en
enfermos neutropénicos como pacientes leucémicos o transplantados de meédula
Osea especialmente, bajo terapia corticoesteroide, quimioterapia citotéxica y
afectados por el Sindrome de Inmunodeficiencia adquirida (SIDA) son causas
predisponentes para el desarrollo de complicaciones médicas (Almaguer, 2015).

Varias especies de los géneros Aspergillus y Fusarium, asi como Cryptococcus
neoformans se destacan dentro de los agentes causales de las micosis sistémicas
oportunistas (De la Rosa y col., 2002). Es en este contexto en el que la Aeromicologia
adquiere mayor importancia para la Medicina.

En las Tablas N° 2 y N° 3 se detallan diversas infecciones flungicas ocasionadas en
pacientes inmunocompetentes y en distintos  tipos de pacientes

inmunocomprometidos respectivamente.
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Tabla N° 2: Infecciones fungicas en pacientes inmunocompetentes.

HONGO SINTOMAS REFERENCIA
-Aspergilosis: micosis exdgena que produce lesiones granulomatosas inflamatorias en la piel, oido externo,
, senos nasales (aspergiloma sinusal), érbita, ojo y especialmente bronquios y pulmones (aspergilosis pulmonar

A. fumigatus o 1;2;4;5;8;9
cavitaria crénica-APCC).
-Sinusitis crénica.
-Rinosinusitis fungica: pueden ser agudas o crdnicas invasivas, crdnicas no invasivas o cronicas
granulomatosas. Esta Ultima se caracteriza por una sinusitis progresiva con inflamacién granulomatosa de la
mucosa que eventualmente lleva a la erosién del hueso ocasionando una aspergilosis craneo-cerebral.
-Aspergilosis pulmonar cavitaria crénica (APCC) y aspergiloma sinusal.
-Aspergilosis cutanea: Ingresa a través de lesiones cutdneas preexistentes y, en ocasiones, puede diseminarse

A. flavus por sangre a partir de un foco pulmonar o por extensidn por contigiiidad a partir de una cavidad como el seno 4568
maxilar. Clinicamente se caracteriza por la presencia de maculas violaceas, papulas, placas, nddulos, pustulas, T
abscesos subcutdneos, ampollas hemorragicas y ulceraciones con necrosis central con o sin formacion de
escara (Fig. 9 A).
-Osteomielitis postraumatica.
-Queratitis.
-Endoftalmitis en raras ocasiones.

A. niger -Enc'iocar.ditis (Fig. 9 B). 3.4;8
-Onicomicosis (Fig. 9 C).

Candida spp. Endocarditis, meningitis, infeccidn osteoarticular. 7;8

, -Sinusitis, queratitis debido al uso de lentes de contacto (Fig. 9 D).

Fusarium spp. - . S 6; 8

-Infeccion osteoarticular y onicomicosis.

Referencias bibliograficas: 'Cruz y col., 2005; *Augustowska y Dutkiewicz, 2006; *Mobin y Salmito, 2006; *Hedayati y col., 2007; >Srikanth y col., 2008;

®Bourgeois y col., 2010; "Cordeiro y col., 2010; ®Rios, 2011; *Almaguer, 2015.
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Fig. 9: Infecciones fungicas en pacientes inmunocompetentes. Aspergilosis cutdnea.
Lesién ulceronecrdética en dedo pulgar de mano derecha causada por A. spp. (Aldama
Caballero y col.,, 2016) (A). Endocarditis. Lesiéon en valvula mitral por A. niger (Barnes y
Poynton, Cardiff © Fungal Research Trust) (B). Onicomicosis. Lesién subungueal causada por A.
niger (Alvarez-Salafranca y col., 2017) (C). Queratitis. Lesién causada por Fusarium spp.

presentando ulceracion e infiltrados algodonosos (Buitrago Torrado y col., 2013) (D).
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Tabla N °3: Infecciones fungicas en pacientes inmunosuprimidos.

TIPO DE DEFICIENCIAS

HONGO SINTOMAS 2 REFERENCIA
INMUNOLOGICAS
. Sinusitis alérgica, queratitis ocular, neumonias, micosis severas Uso de esteroides o
Curvularia spp. -, & q 4 . ., 17; 18; 19
endocarditis o absceso cerebral. inmunosupresion.
-Aspergilosis invasiva: se manifiesta como fiebre que no remite y presencia .
- . - Trasplantados de pulmény
de infiltrados pulmonares persistentes. Puede haber dolor toracico, frote médula 6sea. leucemia
A. fumigatus pleural, efusién pleural y hemoptisis (Fig. 10 A, B). También suele haber ! 1;2;13; 14
. . e L . aguda, SIDA y enfermedad
signos clinicos y radioldgicos de sinusitis. Se asocia a elevadas tasas de L
. granulomatosa crénica.
mortalidad.
-Candidiasis oral (Fig. 10 C).
-Enfermedades invasivas como artritis, osteomielitis, endocarditis,
endoftalmitis y meningitis.
Candida spp. -La enfermedad aguda diseminada se caracteriza por fiebre, escalofrios, No especificado 9;13
polimialgia, poliartralgia, exudados retinianos, taquicardia, taquipnea,
hipotensién y la aparicion de ndédulos subcutdneos eritematosos y no
dolorosos. Alta tasa de mortalidad.
VIH, uso de esteroides,
Cryptococcus Micosis sistémica que puede afectar multiples érganos y que ingresa al trasplantes, neoplasias 19
neoformans hospedador por la via respiratoria (Fig. 10 D). malignas, diabetes, cirrosis
hepatica y falla renal crénica.
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-Fusariosis localmente invasivas: sinusitis, neumonia y lesiones en piel. .
. . . . . ) Neutropenias prolongadas,
, -Fusariosis diseminada: se caracteriza por lesiones cutdneas vy . -
-F. solani ) e . , , . inmunodeficiencias,
hemocultivos positivos con o sin neumonia. La via de ingreso es el tracto ) .
-F. oxysporum . . o . . . . neoplasias malignas
oy respiratorio o dafios en la piel preexistentes. Las lesiones cutaneas se L. 7;8;10; 13;
-F. moniliforme . . X . . hematoldgicas, uso de
e caracterizan por maculas y papulas eritematosas o grisdceas que . . 16; 19
-F. verticillioides . corticosteroides y
evolucionan para desarrollar una escara central que se torna negra trasplantes
rodeada por un halo eritematoso (Fig. 10 E). La tasa de mortalidad es del P "
o) ot . . L. hematopoyéticos.
100% si el paciente persiste neutropénico.
Micosis sistémica emergente que puede ser fatal y se caracteriza por
fiebre, anemia, pérdida de peso, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia,
Penicillium afeccidn respiratoria y cutanea. Esta ultima se detecta por la aparicién de Principalmente pacientes 314
marneffei maculas, papulas y papulas con areas de necrosis central que afectan con SIDA. ’
principalmente a la cabeza y el cuello pero que pueden estar diseminadas.
También puede haber afeccion mucosa y osteoarticular.
Zigomicosis: infecciones que afectan principalmente a los pulmones y los
, senos paranasales pudiéndose extender por contigliidad provocando la . .
-Rhizopus spp. . ‘p L, p . P . & P . Diabetes mellitus,
zigomicosis rino-6érbito-cerebral. Las lesiones cutaneas se caracterizan por . , 11;12; 13;
-Mucor spp. - . . -, neoplasias malignas o
. . placas hemorragicas o necrdticas que se ulceran (Fig. 10 F). Esta afeccién 14; 19
-Absidia spp. . - , trasplantes.
puede evolucionar a dafio muscular y dseo. Presentan elevada tasa de
mortalidad.
Histoplasma Histoplasmosis: infeccion sistémica importante que puede afectar el - 4;5;19
. . . . No especificado
capsulatum sistema reticuloendotelial (Fig. 10 G).
-Coccidioides spp. . L . L .,
s Micosis sistémicas endémicas originadas por una primoinfeccion pulmonar
-Paracoccidioides , . . .
e . que solo desarrolla enfermedad progresiva en un porcentaje muy bajo de - 6;9; 13; 14,
brasiliensis No especificado
los enfermos. 15; 19
-Blastomyces
dermatitidis

Referencias bibliograficas: "Warris y col., 2001; ’Guinea y col., 2005; 3Vanittanakom y col., 2006; “Bohse y Woods, 2007; >Wheat, 2007; ®Srikanth y col., 2008;
"Alvez y col., 2010; 8Bourgeois y col., 2010; °Cordeiro y col., 2010; Giraldo y col., 2010; “Hocker y col., 2010; 12Mayayo y col., 2010; 3De Pauw, 2011; “Rios,
2011; “Bonifaz, 2012; **Zhang y col., 2012; Frenguelli, 2013; **Rocha y col., 2013; *Almaguer, 2015.
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PROERA T ”

Fig. 10: Infecciones fungicas en pacientes inmunosuprimidos. Aspergilosis pulmonar
invasiva en pacientes con leucemia linfoide aguda. Ndédulo aspergilar indicado por las
flechas (A) y lesién necrética redondeada (asterisco) en pulmén (B) (Parrén y col.,
2008). Candidiasis oral en un paciente con VIH/SIDA en la que se observa la lesion
pseudomembranosa en la mucosa bucal (Tovar, 2002) (C). Criptococosis cutdnea
(MedlinePlus) (D). Fusariosis diseminada ocasionada por F. oxysporum en un paciente
adulto con leucemia mieloide aguda y neutropenia severa (Olivares y col., 2005) (E).
Zigomicosis en paciente con linfoma no Hodgkin donde se observa una lesion
inflamatoria y necrdtica con despegamientos ampollares en el antebrazo (Curutchet,
2010) (F). Histoplasmosis diseminada en un paciente con SIDA que presenta afectacion
cutdnea con lesiones maculo-papulares eritemato-violdceas, en ocasiones
descamativas en la mano izquierda (Caballero Escutiy col., 2014) (G).

Intoxicaciones
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Asimismo, aunque se conoce claramente que los mohos pueden afectar la salud
humana, animal y de plantas, también resulta sumamente interesante investigar
respecto a la probable asociacién a posibles efectos sobre la salud debido a la
exposicion de micotoxinas (Robbins y col., 2000).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios complejos de naturaleza organica
producidas por hongos de diversos géneros con gran estabilidad quimica y térmica
secretadas durante el proceso de degradacion de la materia orgdnica como
mecanismo de defensa frente a otros microorganismos. Se han identificado mds de
400 micotoxinas producidas por al menos 350 hongos. Desde el punto de vista
agrometeoroldgico, las esporas fungicas diseminadas por el aire pueden depositarse
sobre los cultivos, y en condiciones favorables para su desarrollo, hongos
micotoxicogénicos pueden crecer acumulando en los productos infectados gran
cantidad de micotoxinas.

Desde una perspectiva ambiental y agroclimatoldgica, las micotoxinas que
presentan un mayor interés debido a su toxicidad son las aflatoxinas, ocratoxina,
fumonisinas, patulina, zearalenona y tricotecenos. La mayoria de estas micotoxinas
son producidas por hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Tabla N°
4) (Aubert y col.,, 2010). Cabe también destacar a las micotoxinas producidas por
especies del género Alternaria como dacido tenuazoénico (TeA), alternariol (AOH),
alternariol metil éter (AME), altenueno (ALT), y altertoxinas (ATX) I, Il y Ill. Todas ellas
han sido reportadas como causantes de patologias humanas y son producidas por los
grupo-especies A. alternata, A. arborescens y A. tenuissima (Pavén Moreno y col.,
2012).

Entre las propiedades téxicas de las micotoxinas se pueden hallar efectos
mutagénicos, cancerigenos, téxicos para la reproduccién, hepatotdxicos,
inmunotdxicos, neurotdxicos, hematotdxicos, necréticos y desdrdenes de tipo
hormonal (Aubert y col., 2010). En el caso de las micotoxinas de Alternaria, los efectos
s6lo han sido determinados en ensayos in vitro sobre ratas, embriones de pollo y

cultivos celulares humanos (Tabla N° 5) (Pavon Moreno y col., 2012).
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Todas estas toxinas han sido detectadas en el medio ambiente como
contaminantes naturales en diversas areas del mundo, inclusive en nuestro pais (Cast,

2003).

Tabla N° 4: Micotoxinas y principales hongos que las producen.

MICOTOXINAS HONGOS |

Aflatoxinas B1, B2, G1,G2 | Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus, A. nomius).

Aspergillus (A. ochraceus, A. fumigatus, A. versicolor,

Ocratoxina A . o
A. niger), Penicillium verrucosum.

Fumonisinas B1, B2, B3 Fusarium (F. moniliforme, F. proliferatum).

Penicillium (P. patulum, P. expansum), Aspergillus (A.

Patulina
clavatus, A. terreus).
Zearalenona Fusarium (F. graminearum, F. culmorum, F. equiseti).
Fusarium spp., Stachybrotis spp., Myrothecium spp.,
Tricotecenos Trichothecium spp., Trichoderma spp., Memnoniella

Spp.

AOH, AME, ALT, TeA, ATX | Alternaria (A. alternata, A. arborescens, A.
tenuissima).
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Tabla N° 5: Efectos toxicoldgicos de las micotoxinas.

MICOTOXINAS EFECTOS SOBRE LA SALUD

Aflatoxinas

Cancerigeno, mutageno, teratégeno, hepatotoxico,
inmunotoxica.

Ocratoxina A

Nefrotdxico, cancerigeno, mutageno, teratdgeno,
embriotoxico, inmunotoxico.

Fumonisinas B1

Cancerigeno, hepatotdxico, citotdxico, inmunotdxico,
nefrotdxico, neurotoxico.

Patulina

Neurotdxico, mutageno (in vitro), teratégeno, inmunotodxico,
citotoxico.

Zearalenona

Estrogénico, disruptor enddcrino, efectos sobre la fertilidad y
la reproduccion.

Tricotecenos

Hematotoxico, inmunotoxico, citotdxico, mielotdxico.

Actividad genotéxica en cultivos animales.

AOH . e . . , . .
Actividad citotdxica en cultivos de camardn (Artemia salina).
Actividad genotdxica en cultivos animales.

AME Alteraciones precancerosas en mucosa esofagica de ratones.
Actividad citotdxica en cultivos de camardn (Artemia salina).

ALT Actividad citotoxica en cultivos de camaron (Artemia salina).
Hemorragias internas en perros y aves.

TeA Alteraciones precancerosas en mucosa esofdgica de ratones.
Desorden hematoldgico en personas (Onyalai).

ATX Actividad genotdxica en cultivos celulares de ratén (ATX-1 y

ATX-II1).
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1.3.2 Impacto en cultivos de importancia econdmica

Los cultivos pueden ser dafados por diversos tipos de microorganismos
fitopatdégenos como virus, hongos, bacterias, nematodos y viroides. Sin embargo, los
hongos conforman el grupo que mas enfermedades ocasiona y por lo tanto se
convierten en los mas estudiados, reportdndose mas de 8,000 especies capaces de
causar patologias en las plantas (Guzman, 2001).

Anualmente y en diversos lugares del mundo las pérdidas en las cosechas,
debido a enfermedades fungicas alcanzan sumas importantes, ocasionando grandes
pérdidas econdmicas de tipo cuantitativo y/o cualitativo (sabor, textura, color y forma)
a los sectores productivos (Ashworth y col., 1981; Agrios, 1988; Kasprzyk, 2008;
Almaguer, 2015). Las de naturaleza cualitativa son el resultado de enfermedades
localizadas superficialmente sobre el producto, haciéndolo menos atractivo a pesar de
no haber una destruccidn real del tejido aprovechable, lo cual se vuelve importante en
productos de exportacién ya que, en ellos, se enfatiza en la calidad visual del alimento
y aun dafios pequefios pueden volverlo inaceptable en el mercado. Con respecto a las
pérdidas cuantitativas, estas son el resultado de la destruccidén rdpida y extensiva de
tejido del producto. En estos casos generalmente ocurre una infeccidn inicial por uno o
mas patdgenos primarios, seguido por la masiva infeccidon secundaria de
microorganismos oportunistas que aunque puedan ser débilmente patogénicos, se
reproducen en el tejido senescente debido a la infeccion primaria (Rivera, 2008). Como
fue mencionado previamente cabe destacar que algunos hongos pueden producir
metabolitos téxicos de mayor preocupacion para el consumidor que cualquier efecto
sobre la apariencia del producto (Lacey, 1989). Las micotoxinas producidas se
distribuyen con facilidad en el sustrato y pueden llegar a ser perjudiciales, aun cuando
se encuentran en concentraciones muy bajas, poniendo en riesgo la inocuidad del
alimento. Segun la FAO (2001), un 25% de las cosechas de alimentos a nivel mundial
estan contaminadas con algun tipo de micotoxinas, lo cual representa un importante
riesgo para la salud humana y animal de paises importadores de alimentos que no
controlan estos tipos de contaminantes (Trigos y col., 2008).

Por lo tanto, dado que la atmdsfera es el medio mas comun para la dispersién
de esporas flngicas, la determinacion de la micobiota aérea de una region,
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particularmente de la fraccion fitopatégena, aporta informacion util para tomar
medidas preventivas contribuyendo a mejorar la productividad y sanidad de los
cultivos (Picco y Rodolfi, 2002; Isard y col., 2007; Almaguer, 2015).

En este aspecto, la aplicacién de ciertos productos quimicos como fungicidas y
aceites esenciales sobre los cultivos es uno de los métodos mds utilizados para
prevenir y controlar las enfermedades fungicas (Judrez-Becerra y col., 2010). Sin
embargo esta practica no siempre es efectiva ya que la severidad puede variar de
forma significativa de un afio a otro y, ademas, el empleo de grandes dosis de
fungicidas puede ocasionar dafios al medio ambiente (Hahn, 2014). Por otro lado, es
bien conocido que la liberacién y dispersidn de esporas fungicas en el aire se ve
altamente influenciada por pardmetros meteoroldgicos como las precipitaciones y el
viento. Este ultimo factor es el mas importante y, en algunos casos, es responsable de
dispersar enfermedades en plantas a través de distancias de 500 km o mas (Aylor,
1998). Por lo tanto, informacion sobre las variaciones estacionales y espaciales de
esporas fungicas permite la confeccién de calendarios de presencia de esporas en aire
para realizar prondsticos de aparicion de patdégenos en funcién de las variables
climaticas registradas y asi llevar a cabo de forma dptima las aplicaciones de
agroquimicos correspondientes (Coello y col., 2002; Almaguer y col., 2008).

Los hongos presentes en el aire de ambientes rurales y sus variaciones en
relacién con las condiciones ambientales han sido poco estudiados (Kasprzyk y Worek,
2006). Sin embargo, es bien sabido que la supervivencia y actividad de la mayoria de
los hongos fitopatdgenos depende fundamentalmente de la temperatura y humedad.
El micelio libre, o en contacto con superficies hUmedas como el exterior o el interior de
plantas hospedantes, puede sobrevivir dentro de un rango de temperaturas de 5-45
°C. Con respecto a las estructuras de resistencia, la mayoria de las esporas soportan
intervalos mucho mas amplios de temperatura y humedad, y permite que el hongo
sobreviva a los dias cdlidos y a las bajas temperaturas. No obstante se debe tener en
cuenta que para poder germinar estas esporas requieren condiciones adecuadas de
humedad y temperatura (Agrios, 2005).

En diversas partes del mundo se han realizado estudios aeromicoldgicos que han
sefialado la existencia de una amplia variedad de hongos fitopatégenos que afectan

cultivos de importancia econdmica (Pérez y col., 2003). Entre ellos se destacan géneros
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como Fusarium, Curvularia, Alternaria, Cladosporium, Drechslera, Nigrospora,
Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, Colletotrichum (Gaztambide, 2005), Bipolaris
(Picco y Rodolfi, 2002), Gibberella (Almaguer y col., 2008), Stemphylium (Prados-Ligero
y col., 2003) y Botrytis (Almaguer, 2015). En Argentina, luego de consultar la literatura
no se han hallado estudios tendientes a establecer la concentraciéon de esporas
fungicas en el aire de ambientes agricolas en relacion a la salubridad de los cultivos y
menos aun en la zona del Alto Valle del rio Negro, en la cual la produccién
frutihorticola es la principal actividad econdmica. Por lo tanto, considerando lo
expuesto previamente resulta de vital importancia determinar la carga fungica y la

biodiversidad existente en el aire de ambientes rurales de esta zona valletana.
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Enfermedades en cultivos causadas por hongos

Los hongos pueden sobrevivir y diseminarse en el campo a través de diferentes
estructuras: micelio, esclerocios, clamidosporas y esporas que pueden estar presentes
en tejidos infectados, hojas y frutos caidos, en el suelo y dentro o sobre semillas y
material vegetativo. Como fuera previamente mencionado, si bien el viento es el factor
determinante para la dispersién de estas estructuras, existen otros factores bidticos
responsables de su diseminacién en el campo como el agua (riego por aspersién o
escurrimiento de agua de lluvia o canales de riego), vectores (insectos y/o acaros) y el
movimiento humano, de maquinaria o animales (Lastres y Soza, 2009).

Los hongos pueden considerarse como patégenos de plantas de diferente grado
de severidad o como sapréfitos superficiales que dafian los alimentos. La presencia de
dafios mecdnicos en la superficie del producto, es casi un requisito obligatorio para el
desarrollo de muchas enfermedades causadas por hongos debido a que son la via para
ingresar a los tejidos internos; sin embargo, ciertas especies de hongos son capaces de
penetrar directamente la epidermis de hojas, tallos y frutos y causar el mismo dafio
(Rivera, 2008).

Las enfermedades causadas por hongos producen en sus hospedantes una
amplia variedad de signos y sintomas. Los signos reflejan la presencia visible de los
patdgenos a través de una o mas estructuras mientras que los sintomas corresponden
a la manifestacion externa de la enfermedad que es percibida por los sentidos
(Cadenas, 2009). Las Tablas N° 6 y N° 7 y resumen los signos y sintomas mas comunes

causados por hongos fitopatdgenos.
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Tabla N° 6: Compendio y descripcién de los signos ocasionados por hongos mdas comunmente hallados en cultivos.

Signos

Micelio y
esporulacién

Caracteristicas

Estructura vegetativa formada por el conjunto de hifas de los hongos y
produccién de esporas (Fig. 11 A, B).

Hongos causales
Alternaria spp., Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Mucor spp., Rhizopus
spp., Botrytis spp.

Estructuras de conservacién de algunos hongos que consisten en una masa

Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea,

Esclerocios de hifas cubiertas de una pared de melanina. Pueden ser redondos, Sclerotium cepivorum, Sclerotium rolfsii,

alargados, irregulares u de coloracién oscura (Fig. 11 C). Rhizoctonia solani.

Royas Son causadas por hongos que esporulan abundantemente en las hojas y Puccinia graminis, Uromyces
tallos verdes a través de pustulas. appendiculatus.
Es producida por hongos pardsitos obligados del orden Erysiphales, cuyo

e micelio crece superficialmente en hojas, flores, frutos, tallos, etc. y .

Oidiosis . Eryshiphe spp.
esporulan abundantemente formando colonias pulverulentas de color
blanco (Fig. 11 D).
Es ocasionado por hongos pardsitos semiobligados del orden Ustilaginales

Carbon gue invaden el tejido de reserva de almiddn de las plantas reemplazandolo Ustilago spp.

por masas pulverulentas de esporas de color negruzco (Flg. 11 E).

Exudaciones

Suelen ser de tipo mucilaginosas y salen al exterior de los tejidos a través de
estomas, lenticelas, heridas, etc. (Fig. 11 F).

Lasiodiplodia theobromae.

Fuente: Departamento de Académico de Entomologia y Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (Cadenas, 2009).
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Fig. 11: Diversidad de signos causados por hongos fitopatdgenos. Desarrollo de micelio
y esporulacion de Botrytis spp. en tomate (A) y de Aspergillus niger en maiz (B)
(Cadenas, 2009; Facultad de Agronomia, Departamento de Sanidad Vegetal,
Montevideo, Uruguay). Oidiosis en manzano (Facultad de Agronomia, Departamento
de Sanidad Vegetal, Montevideo, Uruguay) (C). Esclerocios desarrollados por
Sclerotinia sclerotiorum en zanahoria (Cadenas, 2009) (D). Espigas de trigo con carbon
(Facultad de Agronomia, Departamento de Sanidad Vegetal, Montevideo, Uruguay) (E).
Exudaciones producidas por Lasiodiplodia theobromae en tallo de manzana (Cadenas,

2009) (F).
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Tabla N° 7: Compendio y descripcién de los sintomas ocasionados por hongos mas comunmente hallados en cultivos.

Sintomas

Prenecréticos: Anteceden a la
muerte celular y/o tisular.

Tipos y caracteristicas

Enrojecimiento: Viraje al color rojo de los tejidos previo a la
muerte tisular por la acumulacion de antocianinas (Fig. 12 A).

Hongos causales

Wilsonomyces carpophilus, Alternaria
alternata, Alternaria dauci

Marchitamiento: Pérdida de turgencia de los tejidos debido al
impedimento de la absorcién de agua por las raices (Fig. 12 D).

Fusarium oxysporum, Verticillium
alboatrum

Necréticos: se producen por la
muerte celular y/o tisular.

Podredumbre: destruccién completa del tejido atacado. Puede
ser dura o blanda, seca o hiumeda (Fig. 12 B, C) fragante o
fétida.

Fusarium solani, Lasiodiplodia
theobromae, Penicillium spp.,
Ganoderma applanatum

Cancro: lesion hundida con bordes suberificados que se
presentan en la corteza de las plantas tanto lefiosas como
suculentas (Fig. 12 E).

Rhizoctonia solani

Resquebrajamientos: se pueden producir en la corteza de
especies lefiosas o en frutos.

Oidiosis, Lasiodiplodia theobromae

Manchas necrdticas: areas necréticas redondeadas irregulares
que pueden presentarse en hojas y/o frutos y, en ocasiones,
exhiben anillos concéntricos (Fig. 12 F).

Alternaria spp., Cercospora spp.,
Phoma spp.

Estrias necrdticas: la necrosis se produce en forma de lineas
paralelas a las nervaduras (comun en gramineas u hojas con
venacion paralela).

Drechslera graminis

Perforaciones o cribado: se producen cuando la el tejido
necrosado se desprende de las hojas y cae (Roya).

Alternaria betae

Escaldadura: la epidermis se desprende del parénquima y se
necrosa el tejido adyacente.

Rhynchosporium secalis

Pustulas: los patégenos se desarrollan en la subepidermis o
subperidermis y ejercen presién para salir a la superficie

Puccinia graminis
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rompiendo la epidermis tipico de las Royas (Fig. 12 G).

Abolladuras: lesiones necrdticas hundidas o cdncavas,

generalmente en frutos (Fig. 12 H).

Aspergillus niger

Hipertréficos: se presentan
cuando hay hiperplasia o
hipertrofia de tejidos.

Encrespamiento: se hiperplasia el tejido internerval debido a
que las nervaduras crecen a un ritmo mayor (Fig. 12 H).

Taphrina deformans

Suberificacidn: Tejido de cicatrizacidon formado en lesiones de
tejidos lefiosos o suculentos (Fig. 12 I).

Oidiosis, Venturia spp.

Complejos y especiales: son
sintomas que reunen dos o
mas de los sintomas
anteriores o que no pueden
ser agrupados en ninguno de
ellos.

Exudaciones: sintoma especial que se caracteriza por arrojar al
exterior sustancias como latex, goma, resinas, etc. (Gomosis).

Lasiodiplodia theobromae.
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Fig. 12: Diversidad de sintomas causados por hongos fitopatdégenos. Enrojecimiento
por A. dauci en zanahoria (A). Podredumbre seca en tubérculos de papa por F. solani
(B) (Cadenas, 2009). Podredumbre humeda en manzanos por Penicillium spp. (C).
Marchitamiento en planta de morrén producido por Sclerotium rolfsii (D). Cancros en
manzanos (E). Manchas necrdticas en manzana por Alternaria spp. (F). Pustulas con
uredosporas en hojas de ajo producida por Puccinia allii (G). Abolladura y
encrespamiento en hojas de durazno producido por Taphrina deformans (H).
Suberificacion en manzano por ataque de Venturia inaequalis (1) (Facultad de

Agronomia, Departamento de Sanidad Vegetal, Montevideo, Uruguay).
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Origen del deterioro fungico en los cultivos

Saber cudndo los productos se contaminan con esporas y las formas en que
estas se dispersan pueden ayudar a identificar el momento y el lugar donde las
medidas de control deben ser empleadas con mayor eficacia. Los hongos pueden
acumularse sobre las superficies de las plantas, provenir del aire, estar presentes en la
maquinaria de recoleccién o pueden contaminar el agua utilizada para el lavado de los
frutos. Sin embargo, su dispersion puede estar restringida por materiales de empaque
que puede prevenir la infeccion disminuyendo los golpes o como resultado de
incorporar agentes de control quimico (Lacey, 1989).

Los frutos son productos perecederos, susceptibles al ataque de hongos
fitopatégenos antes o después de la cosecha y durante su almacenamiento, causando
pérdidas de la materia seca y de la calidad que difieren mucho en sus determinantes

ecoldgicos (Lacey, 1989).

Patégenos precosecha: Los hongos presentes en las plantas antes de la cosecha
se conocen tradicionalmente como hongos de campo. Estos estdn sujetos a
condiciones extremas, dependiendo de la naturaleza del cultivo y de las caracteristicas
microclimaticas como fluctuaciones diurnas de temperatura, velocidad del viento,
presidn de vapor y radiacion. Tipicamente éstos incluyen especies de Cladosporium,
Alternaria, Epicoccum, Verticillium, Fusarium entre otros hongos fitopatdgenos. Los
hongos de campo pueden persistir en los alimentos frescos después de la cosecha y
causar en ellos lesiones desfigurantes. Es importante tener en cuenta que existe un
cierto grupo de hongos que se encuentran presente en pequeiio numero antes de la
cosecha que podrian crecer en algin momento durante el almacenamiento. Estos
corresponden principalmente a especies de Aspergillus y Penicillium que, a medida que
aumenta el contenido de agua en los productos almacenados, el crecimiento fungico
se vuelve mas vigoroso, llevando al calentamiento espontaneo del sustrato y al
crecimiento de hongos mas termotolerantes, incluyendo especies de Absidia,
Rhizomucor y Humicola a menudo acompanadas de actinomicetes termdéfilos (Lacey,

1989).
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Patdgenos poscosecha: Las enfermedades de poscosecha de los productos
agricolas son aquellas que se presentan después de la cosecha, provocando el
deterioro de los mismos antes de ser consumidos o procesados (Rivera, 2008). La
incidencia de las enfermedades de poscosecha depende de muchas variables como:

e Presencia de infecciones latentes que se inician en el campo durante la

estacion de cultivo.

e Contaminacion con indculo en el momento de la cosecha.

e Efectividad de los tratamientos a campo y poscosecha (fertilizacidn-

sanitizacion-fungicidas).

e Cambios fisiolégicos como la senescencia y la maduracion de los frutos.

e Dafios fisico-mecanicos causados por magulladuras por roce, compresion, o

impacto durante la cosecha, almacenamiento o transporte.

e Condiciones de almacenamiento y comercializacién.

Con respecto a este ultimo punto, las condiciones durante el almacenamiento
son mas uniformes que las del campo y, para algunos alimentos, la temperatura, la
humedad y/o la composicion gaseosa pueden ser controladas estrechamente. Los
productos quimicos también pueden utilizarse para modificar el medio ambiente y
prevenir el desarrollo de microorganismos como los hongos de almacenamiento
(Lacey, 1989). Los hongos de almacenamiento muestran un crecimiento 6ptimo a 20-
25 °C pero pueden tolerar temperaturas maximas de 32-38 °C aunque algunas especies
pueden crecer a temperaturas aun mayores como Rhizopus spp.. Las temperaturas
inferiores a 15 °C usualmente inhiben el desarrollo de patdégenos, aunque existe un
grupo selecto de hongos (como Penicillium expansum, Botrytis cinerea, Alternaria
alternata y Cladosporium herbarum) que pueden crecer y causar deterioro a
temperaturas de refrigeracién entre -1 y 1 °C. La mayoria de las infecciones
poscosecha ocurren como consecuencia de los dainos en su integridad fisica que sufren

durante y después de la cosecha (Rivera, 2008).
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1.4 Region del Alto Valle del rio Negro

1.4.1 Caracteristicas geograficas

El Alto Valle estd ubicado en la confluencia de los rios Limay, Neuquén Inferior y
rio Negro superior y esta comprendido entre 38° 40’ y 39° 20’ de latitud sur y de 65°
50" 68° 20’ de longitud oeste extendiéndose por encima de los limites politicos entre
las provincias de Rio Negro y Neuquén. De esta manera el valle del rio Neuquén y el del
rio Limay se unen en un punto cercano a la ubicacién de la ciudad de Neuquén
denominado Confluencia, a partir del cual el nuevo cauce se llama rio Negro. Este
nuevo valle en forma de “Y” estd dispuesto latitudinalmente y es conocido como Alto
Valle del rio Negro. Los valores de altitud van de 400 metros al oeste del valle a 200
metros sobre el nivel del mar (snm) al este del valle (Rodriguez y Mufioz, 2006). Esta
region estd compuesta por 19 municipios y una Comision de Fomento (Valle Azul) y los
puntos que comprenden los extremos de la misma son San Patricio del Chafiar y

Senillosa en la provincia de Neuquén y Chichinales en Rio Negro (Fig. 13).
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Fig. 13: Mapa del Alto Valle del rio Negro (CC BY 2.5,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1079988)
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1.4.2 Caracteristicas climatologicas

La zona del Alto Valle se encuentra ubicada en el sector Norte de la Patagonia y
estd incluida en la clasificacién climatica de Kdeppen en el tipo BWk, clima seco
desértico frio con verano cdlido (Kéeppen, 1931). De acuerdo con Thornthwaite, la
region presenta un clima arido a semiarido, mezo termal y con lluvias deficientes
durante todo el afio (Rodriguez y Mufioz, 2006).

Histdéricamente, con el fin de realizar la caracterizacidon climatica de una zona
geografica, se utilizan los datos meteorolégicos obtenidos de campos de observacion
instalados en aeropuertos, estaciones experimentales y otros puntos particulares. En
general los factores medidos pueden incluir temperatura, precipitacion, humedad
relativa, heliofania y radiacion global, evaporacidon, presidn atmosférica y velocidad y
direccion del viento (Nordenstrom, 2006). En esta regidn, esta tarea es llevada a cabo
por un Observatorio Agrometeoroldgico que pertenece al Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) situado en la localidad de Contraalmirante Guerrico
que, desde 1923 hasta la fecha, relne el registro de las mencionadas variables
climatolégicas efectuadas en estaciones experimentales de diversas localidades de la

region y también del Valle Medio (Fig. 14).

Fig. 14: Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) Alto Valle en la localidad de

Contraalmirante Guerrico donde se sitUa el Observatorio Agrometeoroldgico.
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Un estudio agroclimatoldgico llevado a cabo en la regién durante el periodo
1990-2004 por Rodriguez y Mufioz fue publicado en el afio 2006 y contiene
informacién sobre los eventos climatoldgicos sucedidos durante dicho periodo de 15
afios brindando estudios estadisticos de los diferentes parametros analizados.

Los autores describen que la zona se caracteriza por tener una temperatura
media anual de 15,0 °C siendo el mes de enero el mas caluroso con temperaturas
medias de 23,6 °C y el mes de julio el mas frio con temperaturas medias de 6,6 °C (Fig.
15). Las altas temperaturas estivales provocan, a pesar de ser esta la época de mayores
precipitaciones, grandes deficiencias hidricas por evapotranspiraciéon. La amplitud
térmica de la regién es marcada y propia de su caracter continental con valores
medios anuales de 17 °C. Con respecto al régimen de heladas la frecuencia anual
media es de 67,5 heladas pero el 40% de los quince afos comprendido entre el
periodo 1990-2004 exceden esta media. La mdxima intensidad se dio en el afio 1995
durante el mes de agosto con un valor de temperatura minima de -11 °C (Rodriguez y
Munoz, 2006).

Otro pardmetro registrado es la humedad relativa cuya media anual es de 65%.
Los valores medios por encima del 70% ocurren entre mayo y julio y puede alcanzar
valores maximos de hasta un 90%. Los valores mas bajos pueden llegar al 43% y suelen
darse en el periodo primavero-estival entre los meses de noviembre a febrero
(Rodriguez y Mufioz, 2006).

Por otro lado, la precipitacion media anual es de 243,7 mm. La importancia
agrometeoroldgica de este factor en la zona se basa principalmente en el desarrollo
fungico. En términos generales se registra una mayor cantidad de mm de lluvia
acumulados durante las estaciones otofiales y primaverales. Sin embargo, se observan
grandes variaciones de un afio a otro, como resulta caracteristico de los climas aridos
(Fig. 16) (Rodriguez y Mufioz, 2006).

En relacidn al viento, Prohaska (1976) en su descripcién de las caracteristicas
generales del clima en la Argentina, indicd que el clima en la Patagonia esta
caracterizado principalmente por un solo elemento meteoroldgico por su constancia e
intensidad: el viento. Este es un factor climatico de importancia en la zona
principalmente en los meses de octubre a diciembre y su presencia hace necesaria la

implantacion de cortinas protectoras, principalmente alamedas. Los vientos varian
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entre suaves y fuertes pero se caracterizan por la ocurrencia de rafagas de hasta 100
km/h. El periodo con mayor frecuencia de dias de calma se registra entre los meses de
abril y julio. Durante el periodo 1990-2004 la velocidad media del viento tiene un valor
promedio 6,7 km/h y la intensidad maxima de las rafagas registrada fue de 74 km/h
(Fig. 17) (Rodriguez y Muiioz, 2006). La direccién predominante del viento es del Oeste
y Suroeste y las frecuencias del viento proveniente de los sectores Norte y Sur
muestran valores menores debido a la presencia de la meseta que actia como muro
reparador (Fig. 18). Segun Cogliati y Mazzeo (1999), un adecuado conocimiento de este
factor meteorolégico en la regidn posibilitaria su utilizaciéon como recurso para
ejecutar métodos de defensa fruticola como por ejemplo en la prevencién de
enfermedades fungicas a campo.

Debido a su ubicacidon geogréafica la regidon posee altos valores de radiacion
global con un valor anual medio de 391,4 cal.gr/cmz.dl’a y los maximos valores se
alcanzan durante las estaciones de primavera y verano (Fig. 19) (Rodriguez y Mufioz,
2006).

Finalmente se debe hacer mencién a la situacién que experimenta la regién
valletana con respecto al fendmeno del cambio climdtico. Al igual que sucede a nivel
global, se han registrado diferencias en los valores registrados de diversos parametros
meteoroldgicos en la regién con respecto a los histdricos. Durante el periodo 1990-
2004 la temperatura media del aire se ha incrementado en 0,5 °C con respecto a la
media histdrica registrandose la mayor diferencia durante la primavera con valores
entre 1 y 1,2 °C por encima de los histdricos. Las temperaturas maximas absolutas
mensuales han sido inferiores a los valores histéricos mientras que las minimas
absolutas mensuales han sido siempre superiores, lo cual se puede ver reflejado en la
amplitud térmica de la regién que no ha variado significativamente respecto al registro
histérico. En relacion a la frecuencia anual de heladas, fue algo menor para el periodo
1990-2004 (67,5 dias) respecto del valor histérico (71,9 dias). Las precipitaciones
medias mensuales se han incrementado fundamentalmente en los meses de febrero a
junio respecto al registro histdrico, como asi también el valor medio anual
ascendiendo de 197,7 mm a 243,7 mm acumulados. No se observa variabilidad

respecto a las estaditicas histéricas para los vientos (Rodriguez y Mufioz, 2006).
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Fig. 15: Régimen anual de temperatura media mensual para el periodo 1990-2004

(Rodriguez y Mufioz, 2006).

00

450

400

330

milimetros [mm.)
i ]
= =

2]
(=]
=

150

100

Bl

49537

1930 1951 1932 19593 1984 1995 1996 1957 1958 41553 2000 2001 2002 2003 2004

Fig. 16: Precipitaciones anuales para el periodo 1990-2004 (Rodriguez y Mufioz, 2006).
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Fig. 17: Velocidad mensual media del viento para el periodo 1990-2004 (Rodriguez y
Munoz, 2006).
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Fig. 18: Frecuencia media de direcciones del viento para el periodo 1990-2004

(Rodriguez y Mufioz, 2006).
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Fig. 19: Radiacién global media mensual para el periodo 1990-2004 (Rodriguez y

Munoz, 2006).
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1.4.3 Produccion fruticola

Produccion mundial y nacional

La produccion de frutos de pepita en el Alto Valle supera en un 90% al total de
frutos cultivados en la region seguido por la produccion de frutos de carozo y uva
(SENASA, 2017a). A nivel global, segiin un informe publicado en diciembre de 2017 por
el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) la produccion mundial
de manzanas durante el periodo 2016/2017 fue de aproximadamente 79 millones de
toneladas y la de peras fue de 25 millones de toneladas. China se posiciond como el
principal productor de manzanas con un 55,74% de la produccién mundial y Argentina
se ubicd por debajo de los diez primeros puestos con 530.000 toneladas producidas.
Con respectos a las peras, China también fue el principal productor con un 75,13% de
la produccion mundial y Argentina se posicioné en el cuarto lugar con 530.000
toneladas (USDA, 2017). De estos resultados se puede concluir que, en Argentina, la
produccién de peras y manzanas estad distribuida en partes practicamente iguales
alcanzando un volumen total de aproximadamente 1.060.000 toneladas de pomaceas.
Asimismo, las regiones del Alto Valle y Valle Medio de Rio Negro concentran el 85% de
la produccion de manzana y el 75% de la de pera, mientras que el resto se reparte
entre el Valle de Uco (Mendoza), 25 de Mayo (La Pampa) y el Valle del Tulum (San
Juan), entre otros sitios del pais (CAFI, 2014).

Superficie cultivada

Segun el ultimo anuario estadistico publicado por el Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), la superficie total plantada con manzanos
supera las 13815 ha en la provincia de Rio Negro y las 2933 ha en la provincia de
Neuqguén. Con respecto a la superficie destinada a plantaciones de perales, en Rio
Negro supera las 17024 ha y en Neuquén las 2296 ha observdndose una mayor
densidad de cultivos en la zona centro-este de la region (Tablas N° 8 y N° 9) (SENASA,
2017a).
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Tabla N° 8: Superficie cultivada con frutas de pepita (ha) por localidad y especie en la

provincia de Rio Negro.

Localidad Manzana Pera
Allen 2.826 3.008
General Roca 1.918 2.540
Villa Regina 1.834 2.304
Cipolletti 1.201 1.624
Chichinales 794 1.288
Gral. E. Godoy 982 1.044
Ing. Luis A. Huergo 861 1.134
Cervantes 749 997
Mainqué 603 914
Campo Grande 635 596
Cinco Saltos 484 553
Gral. Fernandez Oro 432 478
Valle Azul 332 359
Contralmte. Cordero 164 185
Superficie Total 13.815 17.024

Tabla N° 9: Superficie cultivada con frutas de pepita (ha) por localidad y especie en la

provincia de Neuquén.

Localidad Manzana Pera
San Patricio del Chafar 1.538 1.082
Centenario 577 661
Vista Alegre 326 172
Plottier 205 163
Senillosa 141 114
Neuquén 146 104
Superficie Total 2.933 2.296
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Variedades de manzanas y pera cultivadas

Con respecto a las manzanas, Red Delicious y sus clones se presenta como la
variedad predominante en la regiéon ocupando aproximadamente un 63,5% de la
superficie total plantada. En orden de importancia le siguen Granny Smith, Gala, Cripps
Pink y Rosy Glow Al mientras que el resto de las variedades se encuentran en

porcentajes inferiores al 1% (Fig. 20) (SENASA, 2017a).

Fig. 20: Variedades de manzana predominantes en la regién: Red Delicious (izquierda)

y Granny Smith (derecha).

En relacion a las peras, la variedad con mayor superficie plantada es Williams
alcanzando un 40,3% de la superficie total. En segundo lugar le sigue Packham’s
Triumph y luego las variedades Beurre D’anjou, Abate Fetel, Red Bartlett, Beurre Bosc
y Beurre Giffard. El resto de las variedades presentan porcentajes inferiores al 1% (Fig.

21) (SENASA, 2017a).

Fig. 21: Variedades de pera predominantes en la region: Williams (izquierda) y

Packham’s Triumph (derecha).
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Tipos de sistemas de cultivos

Los sistemas de produccién agricola que se encuentran en vigencia a nivel
mundial se pueden clasificar en tres tipos: convencional o tradicional, organico y
transgénico. Estos sistemas tienen el reto y objetivo de suplir la creciente demanda de
alimentos (Perdomo, 2013). En la regién del Alto Valle del rio Negro sélo existen los
dos primeros y cada uno de ellos tiene ventajas y desventajas que los caracterizan

como las que se describen a continuacién.

Sistemas de produccion organica:

e Se deben realizar en areas libres de productos agroquimicos por un periodo de 3
afios 0 mas.

e Las semillas y todos los insumos que se utilicen no pueden haber tomado
contacto con agroquimicos durante su produccion.

e Utilizan métodos naturales para combatir las plagas, abonos naturales (estiércol)
y s6lo se pueden emplear algunos quimicos de origen mineral como azufre y cobre,
sin embargo, para fertilizar no se pueden utilizar abonos minerales como potasio y
fosforo.

e En funcidn de aumentar la productividad, la principal desventaja de estos
sistemas es que registran menores rendimientos, aproximadamente entre un 20 y

40% menos que la produccién convencional.

Sistemas de produccion tradicional:

e Se pueden emplear todas las herramientas tecnoldgicas disponibles en el
mercado.

e Los suelos se preparan con labranza minima o intensiva.

e Utiliza semillas tradicionales, mejoradas y tratadas.

e Nutre y protege al cultivo con tecnologias de sintesis quimica u organica.
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e Tiende a ser un tipo de produccién mas extensiva y con mayor rendimiento por
el uso de las herramientas que facilitan esta productividad. Sin embargo, este tipo
de sistema exige al agricultor conocimientos sobre el manejo responsable de las

tecnologias para tener mayor rendimiento y proteger los recursos naturales.

Fuente: José Perdomo, 2013.

Actualmente, en la regién, el sistema de cultivo tradicional es el mas extendido
pero el sistema orgdnico comienza a crecer y desarrollarse. Segun un informe emitido
por el Senasa en el afio 2017 respecto de la “Situacién de la Produccion Organica en la
Argentina durante el afo 2016”, las principales provincias productoras fueron Rio
Negro (52%); Tucuman (17%) y Neuquén (16%). Tanto en Rio Negro como en Neuquén
este sistema se volcéd a los cultivos de frutales de pepita y carozo. En relacién a la
superficie cultivada, de las 6.475 ha cosechadas de frutales, los cultivos mas
importantes fueron la pera (34%) y la manzana (32%) (SENASA, 2017b).

Actualmente muchos agricultores realizan una conversidon desde un sistema
manejado con insumos agroquimicos de tipo tradicional a un sistema mas diversificado
de tipo orgdnico con el objetivo de lograr una produccidon de calidad y estable. Ademas
de esta manera se logra independizar de insumos disminuyendo asi los costos de
produccién, y promoviendo a la conservacién de los recursos naturales como suelo,
agua y agrobiodiversidad (Altieri, 1995). El objetivo final de reconvertir a sistemas
organicos es disefiar agroecosistemas que presenten alta resistencia a plagas y
enfermedades, capacidad de reciclaje y retencién de nutrientes, como también altos

niveles de biodiversidad (Gliessman, 1998; Altieri y Nicholls, 2007).
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1.4.4 Principales enfermedades causadas por hongos aerotransportados

en frutos de pepita de la region

La mayoria de las enfermedades fungicas que se desarrollan en frutos de pepita
de la regidén del Alto Valle causadas por hongos aerotransportados ocurren en la época
de poscosecha y las mds importantes incluyen a Penicillium expansum vy Botrytis
cinerea. Las patologias causadas por Cladosporium spp., Alternaria spp. y Athelia
epiphylla son de aparicion mds esporadica. Cabe mencionar ademas que se han
suscitado en la regién otras enfermedades en peras y manzanas ocasionadas por los
zigomicetes Mucor piriformis y Rhizopus stolonifer y, Unicamente en peras, por
Trichothecium roseum. A campo se puede observar como patologia relevante la sarna
del manzano y del peral causada por especies del género Venturia, pero su incidencia
es baja dadas las condiciones de humedad que requiere este patégeno para desarrollar
su ciclo (Colodner, 2013). A continuacidn se describirdn las enfermedades producidas
por los géneros previamente mencionados que causan mayor impacto bioldgico y

econdmico en los cultivos de en la region.

Género Penicillium: La presencia del moho azul, atribuido principalmente a la

especie Pencillium expansum, causa una podredumbre destructiva muy comun en los
frutos durante la etapa de almacenamiento principalmente (Willet y col., 1989). El
hongo puede desarrollarse tanto en los tejidos externos como internos. Las
manifestaciones externas corresponden a lesiones ligeramente deprimidas y blandas al
tacto en las que, generalmente, se pueden observar los conidios del patégeno de un
color azul verdoso (Fig. 22). El hongo puede ingresar al interior a través de heridas
ocasionadas por insectos mientras el fruto se encuentra en el campo o por la
incorrecta manipulacién de la fruta durante la cosecha y/o el almacenamiento que
causa contusiones en los frutos. Ademas, también se producen pudriciones por el
contacto directo de frutas contaminadas con frutas sanas (Anguiano y col., 2012).

Las condiciones ambientales como la humedad, la ventilacion y la temperatura
influyen directamente en el desarrollo de la descomposicidn. El almacenamiento a baja

temperatura puede disminuir la tasa de decaimiento, pero no evitara la infeccién. El
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hongo crece bien a la humedad en que normalmente se encuentran los frutos en el
almacenamiento en frio (Willet y col., 1989).

Penicillium expansum representa un riesgo para la salud por la produccién de
patulina en el fruto infectado. El rango amplio de temperatura a las que el hongo crece
y produce patulina, es de 0 °C a 24 °C, lo cual dificulta el control de la micotoxina,
especialmente en la etapa de post-cosecha. Que el patégeno puede desarrollarse en el
interior del fruto, no siendo evidente su presencia a simple vista, por lo que se ha
reportado la contaminacién con patulina en jugos y papillas de manzana elaboradas
con frutos contaminados (Anguiano y col., 2012). Por lo tanto, el manejo cuidadoso de
la fruta, el saneamiento del empaque, el enfriamiento inmediato de la fruta y el
manejo apropiado de la temperatura durante el periodo de almacenamiento son

claves para reducir el moho azul (Willet y col., 1989).

Fig. 22: Podredumbre azul causada por Penicillium expansum en manzanas (Facultad
de Agronomia, Departamento de Sanidad Vegetal, Montevideo, Uruguay) y en peras

(INTA EEA Alto Valle).

Género Botrytis: Botrytis cinerea es un saproéfito que causa a menudo

pudriciones de la fruta antes y después de la cosecha, enfermedad que cominmente
se conoce como “podredumbre gris”. Este hongo coloniza a través de pinchazos y
heridas. El hongo crece y esporula abundantemente sobre el material vegetal muertoy
moribundo especialmente durante el tiempo fresco y hiumedo (Fig. 23). La infeccién

puede ocurrir en el campo o en cualquier momento en el proceso de manipulacion en
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el que las esporas entran en contacto con heridas de la fruta sin proteccién o con
tejido susceptible. Estas frutas inicialmente podridas propagan la enfermedad a las
frutas en contacto con ellas para producir nidos o bolsas de fruta en descomposicién.
La enfermedad también se conoce a menudo como nido o podredumbre de racimo

(Willet y col., 1989).

Fig. 23: Podredumbre gris causada por Botrytis cinerea en peras (EEA Alto Valle).

Género Alternaria: Alternaria es un componente comun de la micoflora de la

mayoria de las plantas y puede causar infeccién en manzanas y peras en cualquier
etapa de produccidn. Sus esporas contaminan la fruta en el campo o durante el
proceso de manipulaciéon y la velocidad de decaimiento depende de la condicién de la
fruta (Willet y col.,, 1989). En la regidon producen enfermedad principalmente en
manzanas. En la literatura actualmente se reportan tres enfermedades en manzanas
causadas por especies de este género: la mancha foliar y la mancha de los frutos
ambas causadas por A. maliy el corazon mohoso causado por A. alternata, esta ultima
patologia generalmente se presenta como un problema poscosecha, aunque la
infeccion comienza en el campo (Horlock, 2006).

Las lesiones foliares se observan como manchas pequenas, redondas vy
negruzcas, que aumentan gradualmente a 2-5 mm de didmetro, con un borde de color
marron-purpura. La mayoria de los puntos experimentan una fase de ampliacién
secundaria y adquieren una forma irregular y un color mucho mds oscuro (Fig. 24 A).
Las lesiones en los peciolos hacen que las hojas se pongan amarillas y en pleno verano
hasta el 50% de defoliacién puede ocurrir en los arboles no tratados (Horlock, 2006).

La podredumbre en los frutos comienza en las lenticelas o en la zona calicinal y van
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avanzando en extensién superficial pero también hacia el interior. Es una
podredumbre de color negro a marrén oscuro, de consistencia firme y seca con un
desarrollo circular que puede abarcar casi la totalidad del fruto (Fig. 24 B). El patégeno
no provoca que la fruta se pudra en el campo o en el almacenamiento. Las manchas
surgen como una mancha o podredumbre seca en las manzanas infectadas (Almenary
col., 2013).

El corazéon mohoso suele presentarse en las variedades rojas, de las cuales, Red
Delicious es una de las mas susceptibles. Se manifiesta con podredumbres internas que
comienzan en las semillas y que deteriora la calidad de los frutos (Fig. 24 C). Su
presencia esta generalizada en los montes frutales durante todo el afio, aunque el
momento critico para el desarrollo es la primavera, durante la floracién, cuando el
hongo se pone en contacto con los érganos florales y puede ingresar al cdliz y a los
carpelos produciendo la infeccién. En la regidn, el INTA llevd a cabo una investigacion
para caracterizar los aspectos mas importantes de esta enfermedad. Como resultado
se detectd que esta patologia estd relacionada a factores climaticos como abundantes
precipitaciones, principalmente en momentos previos y durante la floracién. Es
importante destacar que del total de frutos infectados con Alternaria spp. a lo sumo el
27% desarrolld el sintoma tipico de la enfermedad. Se evalué ademas, el desarrollo de
esta enfermedad en camaras de frio convencional y de atmdsfera controlada y, en
ambos casos, se observé que el patégeno se desarrollé a lo largo de la conservacion (Di
Masi, 2014).

Finalmente, resulta importante mencionar que Alternaria alternata es motivo de
preocupacion porque produce varias micotoxinas que se acumulan en los frutos
durante la etapa de precosecha, incluyendo el acido tenuazénico, el alternariol, el éter
monometilico de alternariol, el altenueno y las altertoxinas, de los cuales el primero es
probablemente el mas téxico mientras que otros pueden ser mutagénicos (Lacey,

1989).
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LOS HACES VASCULARES PERO N

LA PODREDUMBRE AVANZA o
HASTA EL EXTERSOR DEL FRUTOD Zil

Y]
Ry
SEMILLA Y/0 CARPELOS AFECTADOS PULPA AFECTADA POR PODREDUMBRE c
POR MICELIO 0 PODREDUMBRE HASTA LOS HACES YASCULARES

Fig. 24: Enfermedades en cultivos de manzana y pera causadas por especies de
Alternaria. Manchas foliares en cultivos de manzanos (Horlock, 2006) (A).
Podredumbre negra en frutos de manzanos (Facultad de Agronomia, Departamento de
Sanidad Vegetal, Montevideo, Uruguay) (B). Afiche informativo sobre los distintos

grados de afectacion de corazéon mohoso (INTA EEA Alto Valle) (C).

Género Cladosporium: Cladosporium herbarum ha sido reportado como una de

las principales causas de pérdidas en cultivos de peras por pudriciones laterales
causando la descomposicidn de frutos recién cosechados, lo que resulta en grandes

pérdidas econdmicas particularmente en cultivares susceptibles. Investigadores
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destacan la capacidad de especies nucleadas en el complejo-especie C. herbarum de
causar pudriciones secundarias que se vuelven problemdticas en peras almacenadas
durante largos periodos (Fig. 25) (Sugar y Powers 1986, Benbow y Sugar 1999). Un
estudio local llevado a cabo en la regiéon del Alto Valle informé decaimientos por
Alternaria spp. en conjunto con Cladosporium spp. en frutos de pera "Bosc" durante el
almacenamiento en frio (Lutz y col., 2016). Las esporas pueden ingresar al tejido de la
planta a través de lesiones mecdnicas o por enfriamiento o después de que la barrera
cutanea de la planta ha sido comprometida por otros organismos. Las esporas de
Cladosporium también pueden acceder a los frutos a través de las cajas de embalaje o
de fruta contaminada con suelo del campo. Su capacidad de crecer a bajas
temperaturas permite el crecimiento de productos refrigerados y congelados (De

Lucca, 2007).

Fig. 25: Pudricidén casuada por Cladosporium herbarum Link en peras de la variedad

Bartlett (Repositorio digital de la Universidad Nacional de California).

Género Athelia: Athelia epiphylla es un patdégeno poscosecha que ha sido observado

en forma esporadica en la regidon. Es un basidiomicete responsable de causar una
patologia llamada “ojo de pescado” que en el Alto Valle, a diferencia de otras regiones
del mundo, sélo infecta a cultivares de peras. Los sintomas de la enfermedad se inician
en un punto aislado del fruto y adquieren una forma circular de color marrén claro y
bordes definidos. El centro de la lesidn se deprime, se oscurece y, en ocasiones, se
rompe el tejido. En ataques avanzados, pueden surgir nuevas lesiones en el fruto y por
encima de ellas se puede observar el desarrollo de un micelio blanquecino en forma de

abanico (Fig. 26) (Dobra y col., 2007).
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Fig. 26: Sintomatologia causada por Athelia epiphylla en peras (INTA EEA Alto Valle).

Género Venturia: especies de este género producen una de las micosis de mayor

importancia econémica a nivel mundial: la sarna del manzano (Venturia inaequalis) y
del peral (Venturia pirina). Si bien es detectada anualmente en las regiones de Valle
Medio y Valle Inferior, en la region del Alto Valle no es frecuente dado que las
condiciones de humedad requeridas para su ciclo no son las dptimas. El hongo produce
pseudotecios en los tejidos de hojas muertas o en frutos caidos de temporadas
pasadas que en condiciones agrometeoroldgicas adecuadas liberan ascosporas
maduras que son transportadas por el viento hacia nuevos tejidos vegetales para
iniciar la infeccidon primaria. Luego el hongo germina y atraviesa su fase asexual
produciendo conidios que se diseminan por las lluvias a nuevas hojas y frutos
deteriorandolos por completo y cerrando su ciclo de vida (Cichén y col., 1996).

Esta enfermedad ataca hojas, flores, frutos y ramas pero los sintomas mas
evidentes se dan en hojas y frutos. En hojas comienzan con manchas pardas circulares,
gue luego se vuelven verde olivaceas, de aspecto aterciopelado. Estas manchas con el
tiempo se necrosan y aumentan de tamafio afectando gran parte de la hoja que
finalmente se seca y cae anticipadamente. En frutos, inicialmente aparecen pequeiias
manchas de color pardo verdoso que lentamente se extienden conservando una forma
circular, adquiriendo luego un aspecto aterciopelado. En frutos jévenes se observan
atrofias, malformaciones, rajaduras y algunas veces caida de los mismos. En ataques a
frutos préximos a su cosecha, las lesiones son menos marcadas y generalmente

consisten en un reticulado suberificado de la epidermis (Fig. 27) (Lucero y col., 2003).
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Fig. 27: Lesiones en hojas y fruto de manzana causada por Venturia inaequalis
(Facultad de Agronomia, Departamento de Sanidad Vegetal, Montevideo, Uruguay) y

lesiones en pera causada por Venturia pirina (INTA EEA Alto Valle).

Patégenos emergentes en la region

Recientemente han sido detectadas a través de estudios realizados por la
agencia del INTA EEA Alto Valle potenciales enfermedades emergentes en frutales de
pepita en la regidn del Alto Valle de Rio Negro, producidas por hongos de los géneros
Botryosphaeria obtusa, Cytospora spp., Valsa ceratosperma (Fig. 28), Sthemphylium
vesicarium y Venturia pyrina (Dra. Susana DI Masi -INTA-, comunicacion personal).

Se ha focalizado en dos patégenos de interés para la region, para cada uno de
los cuales existen numerosos estudios previos en otros paises que los reportan. Los
patdgenos definidos son Stemphilyum vesicarium causante de la mancha negra del
peral (Falloon y col., 1987; Singh y col., 2000; Rossi y col., 2005; Llorente y Montesinos,
2006; Kohl y col., 2009) y Venturia pirina causante de la sarna del peral (Shabi, 1988;
Spotts y col., 1994; Rossi y col., 2009; Sokolova y col., 2014).

En una nota realizada a la Ing. Agr. Susana Di Masi de la EEA Alto Valle, por Ia
prensa local, en marzo de 2017, se informa la presencia de una nueva patologia en las
principales variedades de pera de Alto Valle y Valle Medio en los ultimos afios. Se trata
de la mancha negra del peral causada por un hongo que es identificado como
Stemphylium vesicarium en su etapa asexual y como Pleospora alli en la sexual. Ambos
estados del patdgeno producen sintomas tanto en hojas como en frutos. El ciclo de

vida del hongo es similar al de la sarna del manzano y del peral, comenzando con la

67



Carolina V. Temperini INTRODUCCION

liberacion de ascosporas en primavera, logrando la infeccién primaria y a partir de ahi,
con sucesivas infecciones secundarias por medio de conidios, cada vez que las
condiciones climaticas son propicias. En estudios realizados por INTA se verificé el
desarrollo de los dos ciclos en la zona. Si bien la incidencia del patégeno aun es
incipiente se registraron casos en algunos montes de perales del Alto Valle y Valle
Medio que han afectado enormemente a la regidén en la temporada de cosecha 2017.
La infeccién se da desde la primavera hasta luego de la cosecha y se la ha
diagnosticado en las variedades Williams, Packham’s y con mayor frecuencia en
D’Anjou. Los sintomas se presentan en hojas, produciendo manchas necréticas en
forma de “V” siguiendo las nervaduras, también puede desarrollar un moteado vy
cuando el ataque es importante se produce la desfoliacién de la planta, Las manchas
sobre los frutos son circulares, marrones oscuras, de consistencia dura y un poco
deprimida, de tamafo variable y rodeadas de un halo rojizo en algunas ocasiones (Fig.
29). Aparecen en el campo o posteriormente en la etapa de poscosecha, durante la
conservacién. Si no se conocen bien los sintomas de esta patologia, éstos se pueden
confundir con los que produce Alternaria spp. (Di Masi, 2017). Stemphylium vesicarium
produce, ademas, dos toxinas hospedador-especificas (THEs) en filtrados de cultivos
(toxina SV-1 y SV-ll) que ocasionan una necrosis venosa causante del sintoma en “V”
especifico de este patdgeno en cultivares de pera. La severidad de la necrosis podria
estar relacionada con la concentracidn de toxina y con la susceptibilidad varietal (Singh
y col, 1999; Koéhl y col., 2008). Singh y col. (2000) reportaron que estas toxinas ejercen
su accién sobre la membrana plasmatica generando una disfuncién celular lo cual
revela un papel sumamente importante para estas toxinas en la virulencia o
patogenicidad del hongo. Esta enfermedad produce importantes pérdidas en zonas
productoras de Europa y Japdn (Tanahashi y col., 2017). En Espafia, particularmente en
la ciudad de Girona, tienen actualmente una superficie importante de cultivos
gravemente afectados, con pérdidas econdmicas que pueden llegar hasta el 90% de la
produccién. En el resto de Espafia, existen referencias de ataques en Lérida, Huesca,
Navarra, La Rioja y Asturias (Di Masi, 2017).

Otro patdégeno que, si bien no es emergente en la regién como ha sido
previamente mencionado, ha causado dafios importantes en los ultimos afios es

Venturia pirina, causante de la sarna del peral. En una nota realizada al director de la
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EEA Alto Valle, Ing. Agr. Jorge Toranzo, por la prensa local, en junio de 2017 se
menciona la afectacidn notoria y reciente por este patégeno a la regién. Esta
enfermedad se presentd histéricamente en forma muy esporddica en la zona pero, en
los ultimos afos fue incrementando su presencia, hasta convertirse en un serio
problema en la temporada 2016/2017 en la que se observaron numerosos montes de
peral con ataques de sarna que, en algunos casos llegaron a producir dafos de tal
magnitud que impidieron la cosecha de la fruta, especialmente en pera Williams. Sin
embargo, también se observaron dafios en otras variedades como Packham’s Triumph
y Beurre D’Anjou. La causa de estos ataques se produjo, seguramente, porque las
ultimas tres primaveras fueron muy lluviosas y las condiciones de humedad fueron
propicias para el incremento del indculo. Por lo tanto, la deteccién a campo de las
esporas de Venturia pirina es importante para el desarrollo de las alarmas regionales

para las proximas temporadas (Toranzo, 2017).

Fig. 28: Dafio en frutos y drboles ocasionado por Botryosphaeria obtusa (A, B y C).
Lesiones ocasionadas en ramas por Cytospora spp. (anamorfo) y Valsa ceratosperma

(teleomorfo) (D) (Fotos: Susana Di Masi, EEA Alto Valle).
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Fig. 29: Lesiones en hojas y frutos de cultivares de pera ocasionadas por Stemphylium
vesicarium (anamorfo) y Pleospora alli (teleomorfo). Lesion en forma de “V” (A) y
moteado (B). Afectacion de un arbol con diferentes tipos de lesidén y necrosis total en
algunas hojas (C). Lesion tipica en frutos (D), con desarrollo de pseudotecios (E) y halo

rojo (F). (Fotos: Susana Di Masi, EEA Alto Valle).
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Argentina es un pais principalmente agricolo-ganadero y la provincia de Rio
Negro es la primera productora y exportadora de frutas de pepitas del pais. Su cultivo
se concentra principalmente en el Alto Valle del rio Negro.

Los hongos filamentosos estan ampliamente distribuidos alrededor del mundo y
su desarrollo se ve afectado por varios factores ambientales tales como temperatura,
humedad, viento y localizacion geogréafica. Ha sido reportado que los hongos
aerotransportados son los microorganismos mas comunes que provocan efectos
adversos sobre la salud humana y animal y sobre los cultivos. Son capaces de colonizar
los cultivos y pueden acumular en los productos contaminados gran cantidad de
micotoxinas que representan un gran riesgo para la salud humana y animal debido a
los efectos adversos que su contacto, inhalacion o ingestién provoca. Por lo tanto, para
evaluar sistematicamente la relacién entre hongos ambientales y sus efectos adversos,
los tipos de hongos y sus frecuencias relativas en ambientes externos necesitan ser
conocidos.

En Argentina, los datos disponibles sobre la micobiota del aire principalmente de
ambientes agricolas son sumamente escasos y la informacidén respecto a la micofloray
biodiversidad de hongos fitopatédgenos y micotoxicogénicos en la region del Alto Valle
del rio Negro es nula. Asi, el objetivo general del presente trabajo serd estudiar la
biodiversidad y concentracién de hongos, incluyendo particularmente aquellos
fitopatégenos y micotoxicogénicos, en ambientes rurales de la regidén productora del
Alto Valle del rio Negro, pretendiendo posteriormente realizar una caracterizacion

morfofisioldgica y molecular de las especies determinadas.

Los objetivos especificos son:

e Determinar la concentracion, frecuencia y distribucion, geografica y estacional,
de mohos cultivables en ambientes rurales externos.

e Realizar la Identificacion morfoldgica y molecular de las distintas especies
fungicas.

e Estudiar la patogenicidad de los aislamientos sobre los cultivos mas

representativos de la region.
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e Relacionar las variables climatoldgicas con la micobiota aérea determinada en

la region.

La informacién obtenida a partir del presente trabajo puede contribuir a la
evaluacién de los posibles riesgos para la salud de humanos, animales y plantas
(cultivos), a la determinacién de procedimientos de remediacidn y al establecimiento
de medidas preventivas y estrategias de control para futuras patologias que se

desarrollen en la region.
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3.1 Muestreo

3.1.1 Equipamiento

La toma de muestras se llevd a cabo empleando un muestreador de aire
Microflow (Microflow a 90 Aquaria version 3.0.0.) que permite muestrear volimenes
de aire hasta un maximo de 2.000 L a cinco velocidades diferentes: 30 L/min, 60 L/min,
90 L/min, 100 L/min y 120 L/min.

Posee un cabezal desmontable con 380 agujeros de 1 mm de didmetro cada uno
autoclavable y desinfectable con soluciones alcohdlicas que permite contener placas
de Petri descartables de 90 mm de didmetro.

En su parte posterior posee un “display” con una botonera que permite el ajuste
de los parametros necesarios para setear a la hora de la toma de muestras.

La base del muestrador se adaptod para que el mismo se pueda colocar sobre un
tripode fotografico que puede regularse en altura y permite, ademas, sostener
firmemente y libre de cualquier movimiento al equipo mientras estd realizando la

toma de muestras (Fig. 30).

Muestreador RCS
Display y botonera

r 3l

Flujo de aire dentro del equipo

Muestreador sobre tripode
fotografico

Fig. 30: Caracteristicas del muestreador, sus componentes y su funcionamiento.
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3.1.2 Optimizacion y puesta a punto

Dado que no existen registros de concentraciones fungicas en ambientes rurales
externos se realizdé una prueba piloto durante la estacion estival de 2014 en un
establecimiento rural que luego fue incluido como punto de muestreo vy, consultando
la bibliografia, se testearon diferentes medios de cultivo y diferentes volumenes de
aire y velocidades. El muestreador se colocé a una altura de 1,50 m, sobre el tripode
fotografico y entre cada toma de muestra el cabezal se limpid con iso-propanol.

De esta manera se llevaron a cabo diversos ensayos: primero se tested el medio
Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) (Anexo 1) (Shelton y col., 2002),
empleando volimenes de aire de 40L, 100L y 180L de manera de tomar en cuenta dos
extremos y un punto intermedio. Cada uno de los voliumenes se muestred a tres
velocidades diferentes: 30L/min, 90L/min y 120L/min. testeando los mismos

volumenes y velocidades (Fig. 31).

30L/min 60L/min 90L/min

Fig. 31: Ensayo sobre medio DRBC, volumen empleado: 180L.
Luego se llevd a cabo el mismo ensayo testeando el medio Agar Papa Dextrosa

(PDA) (Anexo I) suplementado con Cloranfenicol (0,1 g/L) (Bueno y col., 2003; Muhsin y
Adlan, 2012) (Fig.32).
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30L/min 60L/min 90L/min
Fig. 32: Ensayo sobre medio PDA con Cloranfenicol (0,1 g/L), volumen empleado: 100L.

Debido a que en algunas de estas placas se observé desarrollo de hongos
invasores se procedio a agregar Dicloran (2 mg/L) al medio, segun la concentracion del

mismo empleada en el medio DRBC (Pitt y Hocking, 2009) y se volvié a repetir el

ensayo (Fig. 33y 34).

30L/min 60L/min 90L/min
Fig. 33: Ensayo sobre medio PDA con Cloranfenicol (0,1 g/L) y Dicloran (2 mg/L),

volumen empleado: 100L.

Fig. 34: Ensayo sobre medio PDA con Cloranfenicol (0,1 g/L) y Dicloran (2 mg/L),

volumen empleado: 100L y velocidad empleada: 30L/min.

75



Carolina V. Temperini METERIALES Y METODOS

Con respecto al medio de cultivo a emplear, se observd que el medio DRBC es
mas eficiente para controlar los didmetros de las colonias pero dificulta un poco la
observacion de algunos géneros y sus pigmentos al momento de realizar el recuento
diferencial, y su preparacion y conservacion es, ademas, mas laboriosa. Por lo tanto el
medio de cultivo de elecciéon fue PDA suplementado con Cloranfenicol (0,1 g/L) y
Dicloran (2 mg/L) ya que disminuye el riesgo de imposibilitar el recuento en las placas
por la presencia de hongos invasores.

Con respecto a la seleccién del volumen y velocidad de muestreo, los resultados
arrojaron recuentos excesivamente elevados que superaban las 100 unidades
formadoras de colonias por placa empleando volumenes de 100L o mas a velocidades
mayores de 30L/min. Ademas, se observé una alta variabilidad de recuentos en
diferentes puntos del mismo establecimiento empleando el mismo volumen y
velocidad, por lo cual se decidié tomar las muestras por duplicado en cada punto de
muestreo empleando dos volumenes diferentes: 50L y 100L, trabajando siempre a la

velocidad mas baja del muestreador, 30 L/min.

3.1.3 Ejecucidn y desarrollo

Ocho establecimientos productivos fueron seleccionados en conjunto con
personal del INTA, quienes ademds asistieron y acompanaron en las campafas de
muestreo; cuatro de ellos localizados en la zona este del Alto Valle, entre las
localidades de Chichinales y Villa Regina y los otros cuatro localizados en la zona centro
del Alto Valle, entre las localidades de Padre Stefenelli y Contralmirante Guerrico (Fig.
35) abarcando una distancia de 50 km aproximadamente entre ambas zonas.

A su vez, durante el disefio del plan de muestreo surgié la propuesta de
seleccionar chacras con sistemas de produccién tradicional (SPT) y otras con sistemas
de produccion orgénico (SPO) para poder comparar la biodiversidad existente en cada
uno (Fig. 36). De esta manera, en cada zona del Alto Valle (este y centro) se escogieron
dos chacras con cada sistema para poder posteriormente analizar si existen diferencias
dentro de un mismo sistema debido a causas geograficas y/o climatoldgicas. En la

Tabla N° 10 se describen las caracteristicas de los sitios de muestreo.
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Tabla N° 10: Caracteristicas de los establecimientos productivos muestreados.

Establecimiento T.|po de Localidad Referer.m? de
sistema establecimiento
Chacra N°1 Tradicional Villa Regina Este Tradicional 1
Chacra N°2 Tradicional Villa Regina Este Tradicional 2
Chacra N°3 Organico Villa Regina Este Organica 1
Chacra N°4 Organico Chichinales Este Organica 2
Chacra N°5 Tradicional General Roca Centro Tradicional 3
Chacra N°6 Tradicional General Roca Centro Tradicional 4
Chacra N°7 Organico Contralm'lrante Centro Organica 3
Guerrico

Chacra N°8 Organico Padre Stefenellli  Centro Orgdnica 4
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Fig. 35: Mapa de la region del Alto Valle del rio Negro detallando las zonas geograficas
y los ocho establecimientos productivos en los que se llevaron a cabo los muestreos.
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A LS

Chacra Organica 2

Chacra Organica 3 Chacra Organica 4

Fig. 36: Imagenes de los establecimientos productivos en los cuales se realizaron los

muestreos.
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Todos los establecimientos cuentan con el sistema de conduccion en espaldera,
ya que actualmente es el mas difundido en toda la regidn, segin datos aportados por
el INTA. Este sistema consiste de plantaciones de arboles muy préximos entre si
formando una valla otorgandoles a las plantas formas convenientes a través de la poda
para favorecer y aumentar su fructificacion ademas de brindarles proteccién para

poder sobrevivir al aire libre ante los fuertes vientos e intensa radiacion (Fig. 37).

Fig. 37: Sistemas de conduccién en espaldera (INTA)

Dentro de cada chacra, se seleccionaron tres cuadros con produccidn de frutos
de pepita (manzanas y peras), y en el centro de cada uno de ellos se realizé la toma de
muestras. La misma se realizd6 de manera georreferenciada, tomando con un GPS las
coordenadas geograficas de latitud y longitud de cada sitio de muestreo. Esta
georreferenciacién permite tener la certeza del lugar muestreado y la posibilidad de
realizar los sucesivos muestreos en los mismos puntos. La latitud y longitud se

expresaron en numeros decimales que presentan las siguientes caracteristicas:

e Latitud entre 0° y 90 °: Hemisferio Norte.
e Latitud entre 0° y -90°: Hemisferio Sur.
e Longitud entre 0°y 180°: Al este del meridiano de Greenwich.

e Longitud entre 0°y -180°: Al oeste del meridiano de Greenwich.

En la Tabla N° 11 se detallan las coordenadas geogréficas de los cuadros de
cada establecimiento productivo muestreado y en las Fig. 38 y 39 se presentan las

imagenes satelitales.
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Tabla N° 11: Datos geograficos de los puntos de muestreo.

METERIALES Y METODOS

1 -39.1333 -67.14352

Tradicional 1 11B -39.1322 -67.14642
12 -39.1322 -67.14644

1 -39.10316 -67.07132

Tradicional 2 2 -39.1039 -67.07109
4 -39.10542 -67.07194

5 -39.15022 -67.12855

Organica 1 11 -39.15203 -67.12741
16 -39.15261 -67.12878

5 -39.14977 -66.96645

Organica 2 6 -39.14873 -66.9662
7 -39.14772 -66.96596

1 -39.07091 -67.60496

Tradicional 3 2 -39.071 -67.6078
3 -39.07242 -67.6081

8 -39.0543 -67.60752

Tradicional 4 10 -39.05215 -67.60853
11 -39.05414 -67.60896

5 -39.04824 -67.70794

Organica 3 9 -39.05089 -67.70874
18 -39.05142 -67.70644

2 -39.0693 -67.54963

Organica 4 3 -39.06698 -67.55045
5 -39.06789 -67.55202
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Fig. 38: Imagenes satelitales en las que se pueden observar los puntos de muestreo en

cada establecimiento productivo de sistema tradicional.
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Fig. 39: Imagenes satelitales en las que se pueden observar los puntos de muestreo en

cada establecimiento productivo de sistema orgdnico.
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La frecuencia de muestreo fue una vez por cada estacion del afio (en la mitad de
cada trimestre) durante tres afios comprendidos entre verano del afio 2014 y verano

del afio 2017 (Fig. 40).

Muestreo de la estacidon otofial

Muestreo de la estacion invernal Muestreo de la estacion primaveral

Fig. 40: Muestreos llevados a cabo en las diferentes estaciones del afio.
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3.2 Determinacion de la micoflora

3.2.1 Calculo de las unidades formadoras de colonias por m* de aire

(UFC/m?):

Una vez finalizada la toma de muestras en el campo, las placas se trasladaron
selladas en recipientes de telgopor al laboratorio y se incubaron en estufa a 25 °C
durante 7 dias. Transcurrido ese periodo se determinaron las unidades formadoras de
colonia por m? de aire (UFC/m?), teniendo en cuenta la ecuacion gue se describe a

continuacion.

Numero de colonias x 1000

Nimero de UFC por m3de aire = -
Volumen de aire muestreado

Donde: Volumen de aire muestreado puede variar entre dos magnitudes: 50L 6 100L.
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3.2.2 Recuento total y por género

Se obtuvo el recuento de la micoflora total empleando la ecuacién previamente
mencionada para determinar el nimero de UFC/m?® de aire y se procedié a realizar el
recuento diferencial por género (Fig. 41). El mismo se llevé a cabo segin Samson vy col.
(2000) y Pitt y Hocking (2009) por medio del analisis macroscoépico de las colonias en
diferentes medios de cultivo y el analisis microscopico empleando una lupa binocular
estereoscopica Arcano ST 30L/2L y un microscopio Motic BA210. Las fotografias fueron
tomadas con una camara digital Sony Cyber-shot DSC-W650 16.1 MP. Las tablas de
recuento diferencial por establecimiento productivo y ano de muestreo se detallan en

el Anexo Il.

Fig. 41: Placas de recuento total y diferencial.
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3.2.3 Identificacion de los aislamientos a nivel especie:

Con el objetivo de realizar la identificacién a nivel especie de los principales
géneros fungicos propuestos, se realizdé un aislamiento de las colonias presentes en las
placas de recuento para obtener cultivos puros. De esta manera, colonias de los
géneros Alternaria y Fusarium fueron subcultivadas en placas de Petri de 60 mm con
medio Agar Papa Dextrosa (PDA) (Anexo |). El resto de las colonias cuyos géneros
pudieron ser identificados fueron subcultivadas en medio Agar Extracto de Malta
(MEA) (Anexo 1) y aquellas a las que no se les pudo atribuir un género fueron
subcultivadas en medio Agar Agua (AA) (Anexo |) para facilitar su esporulacion y
posterior identificacion de género. Las placas se incubaron a 25 °C en estufa durante 7
dias y se confirmé visualmente la identidad de los aislamientos y la ausencia de
contaminacion.

La identificacion a nivel de especie de los géneros obtenidos se realizd
empleando los aislamientos de los dos primeros afios de muestreo, mientras que los
aislamientos del tercer afio se circunscribieron a la identificacion de género
Unicamente.

La misma se llevd a cabo siguiendo el protocolo propuesto por Pitt y Hocking
(2009), en el cual se emplean los medios de cultivo CYA (Agar Czapek Extracto de
Levadura) (Anexo 1), MEA y G25N (Agar 25% Glicerol Nitrato) (Anexo 1) a tres
temperaturas de incubacién (25 °C, 37 °C y 5 °C) durante 7 dias de acuerdo con el
esquema que se describe en la (Fig. 42) ejemplificado para la siembra de dos
aislamientos.

La identificacidn de especies de los géneros Alternaria, Fusarium, Cladosporium,
Stemphylium, Pleospora y Phoma se realizd siguiendo los procedimientos descriptos
por los referentes cientificos de cada género, que se describirdn en las siguientes

secciones para cada uno de ellos.
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25 °C 25 °C
7°C 25 °C
5°C
25 °C 25°C

Fig. 42: Esquema de identificacion propuesto por Pitt y Hocking (2009) en el que se

detalla la siembra de dos aislamientos en los medios CYA (Agar Czapek Extracto de
Levadura), MEA (Agar Extracto de Malta) y G25N (Agar 25% Glicerol Nitrato) a las

temperaturas de 25 °C, 37 °Cy 5 °C.
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3.2.3.1 Identificacion de las especies del género Alternaria

La identificacién a nivel especie de 415 aislamientos recolectados durante los
dos primeros afios de muestreo se realizd en base a la determinacién del grupo-
especies al cual cada aislamiento pertenecia, segin el patrén de esporulaciéon que
presentaba y las caracteristicas morfolégicas de los conidios (Simmons y Roberts,

1993; Simmons, 2007) (Fig. 43).
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Fig. 43: Patrones de esporulacion de grupo-especies de Alternaria.

Para ello, cada especie a identificar debe iniciarse a partir de un cultivo

monospodrico (Nelson y col., 1983), cuyo procedimiento se describe a continuacién:

1. Se colocan 5 gotas de agua destilada estéril con micropipeta uniformemente
distribuidas y separadas en los bordes de una placa de Petri de 90 mm con una
capa delgada de medio AA.

2. Se posa un ansa ojal sobre una gota de agua de manera de cargar con liquido el
anillo.

3. Luego, con la misma se toman esporas del aislamiento a identificar y se depositan
sobre una de las gotas de agua estriando en forma de zig-zag desde el borde hacia
el centro de la placa.

4. Posteriormente se repite este procedimiento con las restantes gotas para lograr
un efecto de dilucion.

5. Las placas se incuban a 25 °C durante 24 hs.

6. Transcurrido el periodo de incubacién se examinan las placas bajo lupa
estereoscdpica con magnificacién de 4X y con una aguja estéril se corta una
porcidn de agar que contenga un Unico conidio germinado.
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7. Luego se dividen las hifas en dos mitades y se coloca una de ellas en una placa de
Petri de 90 mm con medio PDA o agar 8 verduras (V8) (Anexo 1) y la otra mitad en
una placa de Petri de 60 mm con medio Agar Papa Zanahoria (PZA) (Anexo ).

8. Se dejan incubar las placas a 25 °C en estufa durante 5 dias con periodos de luz-
oscuridad de 8-16 hs y se realiza de manera aséptica un corte rectangular en el
agar de cada medio de aproximadamente 1cm x 2cm.

9. Se procede con la incubacién durante 2 dias mas y se examinan las placas bajo
lupa para determinar las caracteristicas de las colonias en el medio PDA o V8 y el
patron de esporulacién en las placas de PZA para determinar el grupo-especies de

cada aislamiento segun la clave propuesta por Simmons (Fig. 44).

PZA va

Fig. 44: Esquema de realizacidon y obtencién de cultivos monospéricos.
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3.2.3.2 Identificacion de las especies del género Fusarium:

La identificacidn a nivel especie de 83 aislamientos se llevé a cabo en base a los
criterios macroscépicos de las colonias en medio PDA junto a los criterios
microscopicos observados en medio Agar SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) (Anexo
[) en placa y en microcultivo, teniendo en cuenta las claves propuestas por Nelson y
col. (1983) y Leslie y Summerell (2006).

El proceso de identificacion se inicié a partir de cultivos monospdricos, llevando
a cabo el mismo procedimiento descripto previamente para las especies de Alternaria.
En este caso, la mitad de las hifas originadas a partir de un macroconidio germinado
son sembradas en placas de Petri de 90 mm conteniendo medio PDA para la
descripcién de las caracteristicas morfoldgicas de las colonias y la otra mitad es
sembrada en placas de Petri de 60 mm conteniendo medio SNA con una pequeiia
porcién de papel de filtro de 1cm x 2cm previamente esterilizado, el cual se agrega
para favorecer la esporulacién (Fig. 45). Las placas se incuban a 25 °C con un ciclo de

luz-oscuridad de 8-16 hs durante 10 y 15 dias, respectivamente.

Fig. 45: Cultivo de F. poae en medio PDA y SNA.

En paralelo y a partir de los cultivos mondsporicos obtenidos, se llevd a cabo la
técnica de microcultivo con el fin de determinar la forma de los microconidios y su
disposicion o arreglo (simples, en falsas cabezas o en cadena y sostenidos por mono o
polifidlides). Para realizar los microcultivos se cortaron cuadrados de medio SNA de

aproximadamente 1,5 cm de lado, y 2mm de espesor. Los mismos se depositaron

90



Carolina V. Temperini METERIALES Y METODOS

asépticamente sobre un portaobjetos contenido en una placa de Petri de vidrio de 90
mm de didmetro previamente esterilizada a 160-180 °C durante 4 hs. Posteriormente
se sembré con ansa aguja cada uno de los lados del trozo de agar con la especie a
identificar y se cubrié el mismo con un cubreobjetos previamente esterilizado. Para
garantizar condiciones de humedad se colocé dentro de la placa un trozo de algoddn
autoclavado embebido en agua destilada estéril (Fig. 46 y 47). Finalmente se incubaron
los microcultivos a 25 °C durante 2-3 dias con ciclos de luz oscuridad de 8-16 hs.
Transcurrido dicho tiempo se examind la disposicién o arreglo de los microconidios

bajo lente microscépica de 100X y 400X de magnificacién.

Fig. 46: Esquema para la realizacién de Fig. 47: Microcultivo de F. proliferatum.

microcultivos.
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3.2.3.3 Identificacion de las especies de los géneros Penicillium, Aspergillus y

Eurotium

Se identificaron 60 aislamientos del género Penicillium, 11 aislamientos de
Aspergillus y 5 del género Eurotium.

La identificaciéon de las especies se realizd siguiendo el protocolo explicado
previamente propuesto por Pitt y Hocking (2009) Como complemento al esquema
utilizado, se emplearon otros medios de cultivo y técnicas adicionales para la

identificacion de cada género (Pitt y Hocking, 2009).

Género Penicillium:

Medio CSN (Agar Creatina Sacarosa Neutro): Muchas especies pertenecientes al
género Penicillium clasificadas en el subgénero Penicillium son morfolégicamente muy
similares entre si y la identificacién mediante técnicas morfoldgicas tradicionales sigue
siendo dificil. Por lo cual se creé el medio de cultivo CREA (Agar Creatina Sacarosa)
como un nuevo enfoque para abordar el problema (Frisvad, 1981; 1985). Frisvad
sefiald que las especies de este subgénero se dividen en dos grupos: los que tienen
afinidad por alimentos proteicos y los que crecen vigorosamente en alimentos ricos en
carbohidratos. CREA fue disefiado para permitir la diferenciacion entre estos dos
grupos. Sin embargo, la discriminacion entre respuestas positivas y negativas no
siempre fue clara y por ello Pitt (1993) modificé el medio CREA dando como resultado
el medio CSN (Agar Creatina Sacarosa Neutro) (Anexo I), un medio que ha demostrado
ser muy util en la identificacién de especies de este subgénero, produciendo ocho
reacciones diferentes entre las especies mas comunes. Por lo tanto los aislamientos
pertenecientes al subgénero Penicillium fueron inoculados en medio CSN e incubados
a 25 °C durante 7 dias y la identificacién se llevd a cabo teniendo en cuenta
parametros tales como rapidez de crecimiento de la colonia, didmetro de la colonia,
viraje del indicador del medio (purpura de bromocresol) y color del reverso de la

colonia (Fig. 48).
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Reaccion Reaccién Reaccidn alcalina Reaccién neutra
fuertemente acida débilmente acida

Fig. 48: Reacciones observadas en medio CSN por viraje del indicador Purpura de

bromocresol.

Test de Ehrlich: La especie descripta como Penicillium roqueforti por Pitt (1979; 2000) y
Pitt y Hocking (1997) comprende mds de un taxdn (Frisvad y Samson, 2004). Sobre la
base de diferencias sustanciales en el ADN de los ITS, Boysen y col. (1996) separaron a
P. roqueforti en tres especies: P. roqueforti, P. carneum y P. paneum. Estas tres
especies son dificiles de distinguir entre si morfolégicamente. En la busqueda de
métodos fiables para identificar especies en el subgénero Penicillium, Lund (1995)
desarrollé una prueba simple que emplea el reactivo de Ehrlich para visualizar la
produccién de 4acido ciclopiazénico y otros alcaloides usando un método de papel de
filtro. En esta prueba, P. roqueforti y P. carneum producen un color violeta como
resultado de la reaccidén, mientras que P. paneum no lo hace. Aquellos aislamientos
gue en los medios del esquema general presentaron caracteristicas compatibles con
estas tres especies fueron sometidos al test de Ehrlich. Para ello se cortd un taco de
agar de 4 mm de didmetro del centro de una colonia cultivada en medio CYA (incubada
5-9 dias a 25 °C) y se apoy6 sobre el lado micelial del mismo un trozo cuadrado (1 cm
de didmetro) del papel de filtro (Whatman N° 1) humedecido en el reactivo. La
reaccidn fue positiva al visualizar un anillo violeta después de 2-6 min, lo cual indicé la
presencia de acido ciclopiazdnico o alcaloides relacionados en el cultivo. Es importante
tener en cuenta que después de 10 min el anillo violeta se desvanece, por lo tanto los
resultados se visualizaron entre los dos y diez minutos posteriores a iniciada la

reaccion (Fig. 49).
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Fig. 49: Test de Ehrlich.

Género Eurotium:

Medio CY20S (Agar Czapek Extracto de Levadura con 20% de Sacarosa): Dado que las
especies de Eurotium son xerdfilas, se requiere de medios de cultivo con muy alta aw
para permitir el desarrollo, tanto del estadio anamorfo como teleomorfo, para lograr la
identificacion de las especies. De esta manera, cuando se ha identificado un
aislamiento como Eurotium, usando los medios estdndares y las condiciones de
incubacién, el cultivo debe inocularse sobre agar CY20S (Agar Czapek Extracto de
Levadura con 20% de Sacarosa) (Anexo 1), el cual fue introducido por Pitt y Hocking
(1985) para permitir el desarrollo de los cuerpos fructiferos y la posterior liberacion de
las ascosporas (Fig. 50). Por lo tanto todos los aislamientos identificados a través del
esquema de Pitt como Eurotium, fueron inoculados en medio CY20S e incubados
durante 7 dias a 25 °C. Al cabo de este periodo se registraron los datos morfoldgicos de
la colonia, y luego las placas se llevaron nuevamente a la incubadora. La identificacion
se completdé cuando se observd la produccién de ascos y liberacién de ascosporas

maduras, aproximadamente 14 dias posteriores a la siembra.

Fig. 50: Cultivo de Eurotium chevalieri en medio CY20S.
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3.2.3.4 Identificacion de las especies del género Cladosporium

Caracterizacion morfoldgica

Se desarrollé una clasificacion de 302 aislamientos puros subcultivados a partir
de las placas de recuento obtenidas en los dos primeros afos de muestreo. La misma
se llevd a cabo en base a caracteristicas morfolégicas de los aislamientos segun
Schubert y col. (2007), Bensch y col. (2010; 2012; 2015). Para ello se sembraron los
aislamientos en los medios PDA, MEA y OA (agar avena) (Anexo 1) y las placas se
incubaron a 25 °C durante 14 dias bajo luz UV cercano luego de los cuales se tomd
registro de las caracteristicas macroscépicas de las colonias. Para determinar las
caracteristicas microscopicas de los aislamientos, los cultivos se sembraron en medio
SNA y se incubaron en las mismas condiciones.

Luego se tomaron de manera proporcional y al azar ejemplares de cada grupo
obtenido sumando un total de 59 aislamientos y se procedié al analisis molecular de
los mismos mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa y posterior secuenciacién
empleando tres genes diferentes: gen de actina, factor de elongacion 1-a (EF1-a) y

espaciador interno transcrito (ITS) de los genes codificantes del ARNT.

Caracterizacion molecular

Coleccion de micelios para extraccion de ADN:

Los aislamientos se cultivaron en medio MEA durante 7 dias a 25 °C. A partir de
ellos se tomaron asépticamente fragmentos de micelio y se inocularon en un vial de
penicilina conteniendo 5 ml de caldo YES (Caldo Extracto de levadura Sacarosa) (Anexo
). Los viales se incubaron en un agitador orbital a 100 rpm a 25 °C durante 48 a 96
horas hasta la observacion de una capa de micelio filamentoso libre de conidios en la
superficie o el desarrollo de bolas miceliares en el seno del liquido (Fig. 51). A
continuacion las micelios fueron llevados a sequedad con papel de filtro Whatman N° 1

bajo flujo laminar, se pesaron y se almacenaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml de
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capacidad, previamente esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos a -80

°C hasta el momento de su utilizacion.

Fig. 51: Crecimiento de micelios de Cladosporium en viales con medio YES.

Extraccion de ADN total y cuantificacién de los extractos:

Los micelios ultracongelados se molieron con nitrégeno liquido empleando
pilones plasticos autoclavados dentro de los tubos Eppendorf en los cuales fueron

almacenados (Fig. 52).

Fig. 52: Molienda de micelios con nitrégeno liquido empleando pilones de plastico.

Posteriormente se procedio6 a la extraccidén y obtencién de ADN utilizando el kit
comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones propuestas por el
fabricante. Los extractos asi obtenidos fueron cuantificados en un fluorémetro Qubit

2.0 y la calidad del ADN se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 1%

96



Carolina V. Temperini METERIALES Y METODOS

conteniendo Gel Red. La corrida electroforética se realizé con un buffer TBE 0,5X (Tris
base, 4acido bdrico y EDTA) (Sambrook y col., 1989) (Anexo |) a 70V por
aproximadamente 30 minutos. Las bandas fueron observadas bajo luz UV de un lector
de geles Maestro Gen SMU-01 por determinacién de la fluorescencia emitida por el

agente intercalante en las moléculas de ADN.

Reacciones de amplificacién por PCR y secuenciacién de los productos:

A continuacidon se describen los protocolos utilizados para amplificar las
regiones correspondientes a los genes de actina, factor de elongacién 1-a e ITS junto a
sus respectivas condiciones de reaccién. En la Tabla N° 12 se brinda informacién
especifica sobre los primers empleados para cada gen. En cada caso las reacciones de
amplificacién se llevaron a cabo en un volumen total de 40 ul conteniendo 20 ng de
molde de ADN vy se utilizé agua como control negativo. Las condiciones de reaccién
fueron las siguientes para cada gen empleado: etapa de desnaturalizacién inicial a 95
°C durante 5 minutos seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 30
segundos, temperatura de hibridacién a 50 °C durante 30 segundos y extension a 72 °C

durante 1 minuto, con un paso final de extensién a 72 °C durante 5 minutos.

Genes de actina y factor de elongacion 1-a: Los tubos de reaccién contenian
1X de buffer de PCR, 0,5 uM de cada primer (GBT Oligos, Buenos Aires), 0,2 mM de una
mezcla de dNTPs, 2 mM de MgCl2, 1% de DMSO y 0,5 U de ADN Taq polimerasa

(Thermo Fischer Scientific, Invitrogen Argentina SA).

ITS de los genes codificantes del ARNr: Las reacciones contenian 1X de buffer
de PCR, 1 uM de cada primer (GBT Oligos, Buenos Aires), 0,2 mM de una mezcla de
dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 1% de DMSO y 1 U de ADN Taq polimerasa (Thermo Fischer

Scientific, Invitrogen Argentina SA).

En todos los casos los tubos de reaccion se colocaron en un termociclador
(Multigene Gradient Labnet International Cycler) con las condiciones de reaccién

especificadas anteriormente.
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Para visualizar los amplicones obtenidos se sembraron 10 ul de cada producto
de reaccidon con 5 pl de un buffer de carga 6X (sacarosa y azul de bromofenol)
(Sambrook y col., 1989) (Anexo |) sobre un gel de agarosa al 1% conteniendo Gel Red.
En parelo se sembro el control negativo y un marcador de peso molecular de 100 pares
de bases (pb). La corrida electroforética se realizd con buffer TBE 0,5X a 90V por
aproximadamente 60 minutos. Las bandas fueron observadas bajo luz UV del lector de
geles.

La purificacion y secuenciacién de fragmentos amplificados se realizé a través

del servicio que ofrece la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur).

Tabla N° 12: caracteristicas de los primers empleados para amplificar los genes de

actina, factor de elongacion 1-a e ITS.

ACT ACT-512F  ATGTGCAAGGCCGGTTTCTC  Carbone & Kohn,
ACT-783R  TACGAGTCCTTCTGGCCCAT 1999
EF1-728F  CATCGAGAAGTTCGAGAAGG  Carbone & Kohn
EFl-a !
EF1-986R  TACTTGAAGGAACCCTTACC 1999
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS White y col., 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
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Andlisis filogenéticos:

Las secuencias proporcionadas por Macrogen fueron comparadas con
secuencias de  ADN fungico de la base de datos  GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) de NCBI (National Center for Biotechnology

Information) usando una busqueda de BLAST para identificar las especies. Luego se
procedid a los analisis filogenéticos de las secuencias de cada uno de los genes bajo
estudio con el paquete de programas MEGA 7 (Kumar y col., 2016). Para ello,
secuencias de referencia de las diferentes especies de Cladosporium identificadas a
través de la busqueda de Blast fueron obtenidas de GenBank. Los nombres de las
mismas con sus respectivos numeros de acceso se indican en la Tabla N° 13. Las
secuencias de Cercospora beticola (CBS:116456) se utilizaron como grupo externo
(especie evolutivamente distante respecto de las especies en estudio) para enraizar los
arboles (Bensch y col., 2012). Todas las secuencias, tanto las incégnitas como las de
referencia fueron editadas y convertidas a formato Fasta. Luego se alinearon usando el
método Muscle (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation. EMBL-EBI) y
posteriormente se inspeccionaron visualmente y se editaron. Finalmente se llevé a
cabo el analisis filogenético de cada gen mediante el método Maximum Likelihood
(Lesk, 2002), utilizando el modelo de Kimura de dos parametros y el modelo de
distribucién Gamma y tratando las brechas en los aislamientos como deleciones
parciales (Greco y col., 2015). Los valores de “bootstrap” fueron generados con 1000

repeticiones.
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Tabla N° 13: Secuencias de referencia empleadas en los analisis filogenéticos.

Numero de acceso a GenBank ‘

Especies Aislamiento Actina EFl-a ITS
Cladosporium CPC:14709 KT600645
aggregatocicatricatum CBS:113151 KT600646
CBS:121624 EF679502 EF679425 EF679350
C. allicinum
CPC:11840 EF679497 EF679420 EF679345
C. asperulatum CBS:126340 HM148485
CPC:11121 HM148505
CPC:11123 HM148507
CPC:13978 HM148551
C. cladosporioides
MUT ITA 4985 KU315007
MUT ITA 1729 KU935615
UTHSC DI-13-209  LN834543
CBS:113737 KT600591
C. limoniforme
CPC:12039 KT600592
CPC:12757 EF679532
C. macrocarpum
UTHSC DI-13-191  LN834563
CPC:11841 HM148657
C. pseudocladosporioides CPC:14010 HM148671
CPC:14020 HM148674
CBS:109031 KT600615
C. ramotenellum
CPC:13789 KT600629
CBS:121629 EF679450 EF679464 EF679386
C. sinuosum
CPC:17632 KT600642 KT600544 KT600445
CPC:13995 EU570273
C. sphaerospermum
CPC:14016 EU570274
CBS:17252 EF679544
C. subtilissimum
CBS:113741 EF679545
CPC:11813 EF679553
C. tenellum
CPC:12051 EF679554
Cercospora beticola CBS:116456 AY840458 AY840494 NR121315
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3.2.3.5 Identificacion de especies pertenecientes a los géneros Stemphylium y

Pleospora:

La identificacion de las especies de estos géneros se llevd a cabo mediante un
analisis morfolégico de 11 aislamientos a nivel macroscdpico y microscopico
complementado con un estudio molecular y filogenético basado en el gen del factor de

elongacion de la traduccion 1-a (EF1-a) seguin Kurose y col. (2015).

Andlisis morfoldgico:

Los aislamientos fueron cultivados en medio PDA, V8 y PZA a 15-25 °C bajo luz
azul negra para inducir la esporulacién durante un periodo de incubacién de al menos
14 dias, basado en el protocolo propuesto por Kurose y col. (2015). Al cabo de los
mismos se realizd6 una caracterizacion macroscépica y microscépica de los

aislamientos.

Andlisis molecular:

La identificacién molecular se llevd a cabo empleando la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa y posterior secuenciacién del gen del factor de elongacién 1-a
(EF1-a). Para ello se emplearon los 11 aislamientos y el andlisis molecular y
filogenético se llevd a cabo empleando la metodologia descripta previamente para las
especies de Cladosporium.

Los nombres de las secuencias de referencia con sus respectivos nimeros de
acceso a GenBank se indican en la Tabla N° 14. En este caso se utilizd Cercospora

beticola (CBS:116456) como grupo externo para enraizar el arbol.
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Especies

Aislamiento

Tabla N° 14: Secuencias de referencia empleadas en el analisis filogenético.

Numero de acceso a

GenBank
Pleospora herbarum ATCC 11681 Q672394
P. paludiscirpi EGS31-016 AY324769
P. tarda ATCC 42170 JQ672391
P. triglochinicola EGS36-118 AY324753
Stemphylium eturmiunum EGS29-099 AY324712
S. lancipes CBS 333.73 KC113194
S. loti NO 1364 AY324776
S. lycopersici KuNBY4 AB828259
S. majusculum EGS16-068 AY324710
S. sarciniforme EGS29-188 AY324746
S. solani EGS42-027 AY324760
S. trifolii EGS12-142 AY324744
S. vesicarium BRIP:65181 KY009905
S. xanthosomatis EGS17-137 AY324758
Cercospora beticola CBS:116456 AY840494
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3.2.3.6 Identificacidon de especies pertenecientes al género Phoma:

La identificacién de las especies de este género se llevé a cabo mediante un
analisis morfoldgico de 25 aislamientos recolectados durante los primeros dos afios de
muestreo basado en la metodologia y clave propuesta por Boerema y col. (2004). Para
ello se emplearon los medios MEA y OA y las placas fueron incubadas a 25 °C en
completa oscuridad durante 7 dias, luego de los cuales se utilizé un fotoperiodo de 11
hs de oscuridad y 13 hs de luz UV cercano por 7 dias mas.

Luego se seleccionaron 20 de ellos y se realizd un estudio molecular empleando
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa y posterior secuenciaciéon de los genes de
actina y espaciador interno transcrito (ITS) de los genes codificantes de ARNr. El
analisis molecular y filogenético se llevé a cabo empleando la metodologia descripta
previamente para las especies de Cladosporium. En la Tabla N° 15 se indican los
nombres de las secuencias de referencia utilizadas para este estudio con sus
respectivos niumeros de acceso a GenBank. Se seleccionaron especies de referencia

pertenecientes a cada una de las 9 secciones descriptas por Boerema y col. (2004).
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Tabla N° 15: Secuencias de referencia utilizadas en los analisis filogenéticos.

Numero de acceso a
GenBank

Especies Seccion Aislamiento Actina ITS
Phoma aliena E34 - KC311486
P. herbarum Phoma CBS 567.63 AY748978 JF810528
P. plurivora ICMP:6875 KT309344 KT310010
P. aquilegiicola Heterospora ICMP:15688 KT309228 KT309891
P. betae Pilosa F742 KM249133 KM249077
P. complanata CBS 268.92 - FJ515608.1

Sclerophomella
P. nigrificans CBS 740.96 AY748981 -
P. gardeniae Paraphoma CBS 302.79 Fl426894 F1427002
P. glomerata Peyronellaea ICMP:6829 KT309333 KT309999

P. medicaginis Phyllostictoides CBS 316.90 AY831530 AY831563

P. sclerotioides Plenodomus SK 7-12 HM157418 HM589500
P. xanthina Macrospora ICMP:11608 KT309182 KT309844
Cercospora beticola CBS:116456 AY840458 NR121315
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3.3. Plan de procesamiento y analisis de datos

3.3.1 Determinacion de la densidad relativa de géneros y especies

La densidad relativa (frecuencia de apariciéon) para cada género y especie
hallados se calculé de acuerdo a Smith (1980) mediante la siguiente ecuacién (Borrego

y col., 2011):

N° de aislamientos de un género o especie x 100
N° total de aislamientos de todos los géneros o especies

Densidad relativa (DR) =

3.3.2 Determinacion de la distribucion geografica y estacional de géneros

y especies

Empleando la ecuacion previamente descripta los datos fueron organizados por
periodos anuales (primer, segundo y tercer afilo de muestreo), estacionales (verano,
otoio, invierno y primavera), por zonas geograficas (zona este y zona centro del Alto
Valle) y por sistema productivo (tradicional y organico). Se empled para tal fin el
programa informatico Microsoft Excel®.

Asimismo, se realizd un Andlisis de Varianza (ANOVA) y Prueba de
Comparaciones Multiples con un p-valor de 0,05 utilizando el programa informatico

Matlab® R2015a.

3.3.3 Recopilacion de datos meteorologicos:

En paralelo y durante los tres afios de muestreo se tomaron los datos
meteorolégicos mensuales promedio correspondientes a temperatura, humedad
relativa, velocidad del viento y radiacién global, aportados por el area de
Agroclimatologia de la Estacion Experimental Agropecuaria Alto Valle del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). El acceso a estos datos se encuentra

especificado en el Anexo IV.
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3.4 Conservacion de los aislamientos

Los aislamientos se conservaron inoculando trozos de micelio en tubos
Eppendorf conteniendo medio PDA para las especies de los géneros Alternaria y
Fusarium a temperaturas de refrigeracién (4 °C). A su vez las especies de Alternaria se
conservaron en viales conteniendo agua destilada estéril y cubos de agar con
porciones de micelio a temperatura de refrigeracion (4 °C). El resto de las especies se
conservaron en tubos Eppendorf con medio MEA a 4 °C.

Para almacenamiento por tiempo prolongado la conservacién se realizé a
temperaturas de ultracongelacion (-80 °C), depositando conidios y/o cubos de agar con

micelio en solucion crioprotectora de agua con glicerol al 18% v/v.
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3.5 Determinacion de la patogenicidad y especificidad del

hospedante

Respecto a la patogenicidad de los géneros fungicos determinados, Alternaria,
Fusarium, Penicillium y Aspergillus estan reconocidos dentro de los mas importantes
géneros fitopatégenos (Lacey, 1989; Willet y col., 1989; Sawamura, 1990; Roberts,
2005; Horlock, 2006; Anguiano y col., 2012; Sever y col., 2012; Wenneker y Kohl, 2013;
Di Masi, 2014; Harteveld y col., 2014; Louw, 2014; Louw y Korsten, 2014; Yu y col.,
2016; Liu y col., 2017). Sin embargo, la patogenicidad de las especies de Cladosporium,
Stemphylium y Pleospora ha sido menos frecuentemente estudiada (Sugar y Powers
1986; Benbow y Sugar 1999; Singh y col.,, 2000; Rossi y col.,, 2005; Llorente vy
Montesinos, 2006; Kohl y col., 2009) siendo practicamente escasa la informacion de
sus efectos sobre cultivos de la region (Lutz y col.,, 2016). Dada la abundancia de
Cladosporium en aire y la emergente ocurrencia en la regién de Stemphylium y
Pleospora durante las ultimas temporadas de cosecha (Di Masi, 2017) se propuso

determinar la patogenicidad y especificidad de hospedante de estos géneros.

3.5.1 Especies de Cladosporium

Para llevar a cabo este analisis se emplearon 26 aislamientos representativos de
las especies identificadas molecularmente seleccionados al azar cuya patogenicidad y
especificidad del hospedante fueron determinadas sobre peras (Pyrus communis) de
las variedades Packham’s y Abate Fetel y manzanas (Malus domestica) de la variedad

Red Delicious (Fig. 53).

Pera Packham’s Triumph Pera Abate Fetel Manzana Red Delicious
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Fig. 53: Variedades de pera y manzana empleadas en el ensayo de patogenicidad.

Las pruebas se realizaron inmediatamente después de la cosecha de los frutos,
utilizando la técnica de los escarbadientes (Andersen y col.,, 2002). Para ello,
escarbadientes fueron divididos en mitades y se esterilizaron en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos 5 veces en agua destilada y una vez en Caldo de Extracto de Malta.
Una vez esterilizados, se colocaron asépticamente por pares en placas de Petri de 90
mm de didmetro que contenian medio MEA suplementado con Cloranfenicol (0,1 g/L)
(Fig. 54). Las placas se inocularon en el centro de cada par con cada uno de los

aislamientos a evaluar y se incubaron a 25 °C durante 7 dias.

Fig. 54: Placa con cultivos de Cladosporium inoculados entre escarbadientes.

Ensayos

Los frutos se desinfectaron superficialmente sumergiéndolos en una solucién de
hipoclorito de sodio (10%) durante 5 minutos y se enjuagaron dos veces con agua
destilada estéril bajo flujo laminar. Posteriormente se rociaron con una solucién de
alcohol 70° y se dejaron secar. Se inocularon los frutos introduciendo asépticamente
tres palillos en cada fruto separados de manera equidistante entre si a una
profundidad de aproximadamente 1 cm, dos de ellos estaban cubiertos por micelio de
cada aislamiento de Cladosporium a analizar y uno estaba libre de crecimiento fungico,
el cual se usé como control (Fig. 55). Los ensayos se llevaron a cabo por duplicado. A
continuacién, se colocaron los frutos individualmente en bolsas de plastico

transparentes cerradas y se incubaron a 25 °C durante 14 y 21 dias. Después de cada
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periodo de incubacién, se observaron las lesiones externas e internas de los frutos y se
describieron las caracteristicas visuales de las mismas. La patogenicidad se determind
segln la capacidad o no del aislamiento para producir lesidén en los frutos y se
confirmé de acuerdo con los postulados de Koch (Koch, 1884; Koch, 1890). La
especificidad del hospedante se determind segun la produccién de lesién o no en cada

variedad de fruto analizada.

Fig. 55: Frutos de pera de ambas variedades y de manzana lesionados con palillos

conteniendo micelio fungico.
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3.5.2 Especies de Stemphylium y Pleospora

Para llevar a cabo el andlisis de patogenicidad se emplearon 9 aislamientos del
género Pleospora y 2 aislamientos de Stemphylium, cuya patogenicidad y especificidad

del hospedante fueron determinadas tanto en frutos como en hojas.

Ensayos sobre frutos

Los tipos y variedades de frutos empleados fueron los mismos que los utilizados
para el género Cladosporium: peras Packham’s Triumph y Abate Fetel y manzanas Red
Delicious al igual que los procedimientos llevados a cabo para la obtencién de los

aislamientos y la realizacidn del ensayo como fue previamente mencionado (Fig. 56).

Fig. 56: Placa con cultivos de Pleospora inoculados entre escarbadientes.

Ensayos sobre hojas

La metodologia de estos ensayos fue llevada a cabo segun los protocolos
propuestos por Tanahashi y col. (2017) en los que se utilizaron, por un lado,
suspensiones conidiales de los aislamientos y, por otro lado, filtrados de cultivo en los
que se estimuld la produccion de toxinas hospedador especificas (toxinas SV) de los
aislamientos. Se emplearon para tal fin hojas jévenes de plantas hospedantes de pera
de las variedades D’ Anjou, Abate Fetel, Williams y Packham’s Triumph y de plantas no
hospedantes de manzana Red Delicious y de rosa.
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Ensayos con suspensiones conidiales

Los aislamientos fueron sembrados en medio V8 e incubados por al menos 14-
21 dias a 25 °C bajo luz azul negra fluorescente hasta lograr la esporulacién de los
mismos. Luego las placas fueron inundadas con 5 ml de agua destilada estéril y los
conidios se colectaron gentilmente con un ansa ojal. En los casos en que fue necesario
las suspensiones se filtraron empleando una gasa estéril para eliminar trozos de
micelio. Luego se vortexearon y se procediod al recuento en cdmara de Neubauer para
ajustar la concentracién a 5 x 10° conidios/ml con agua destilada estéril.

Para llevar a cabo el test de patogenicidad las hojas fueron lavadas con agua
destilada y atomizadas en su anverso con las suspensiones obtenidas. Luego se
incubaron en camara hiumeda a 25 °C en las condiciones de oscuridad descriptas
anteriormente durante 48-72hs, al cabo del cual se registraron las lesiones producidas
y se determiné el dafio segln el porcentaje de extensidn sobre la superficie foliar. Este

ensayo se realizé por duplicado (Fig. 57).

Fig. 57: Ensayos de patogenicidad con suspensiones conidiales. Atomizacién de las

hojas (A y B) e incubacién de las mismas (C).
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Ensayos con filtrados de cultivo

Se tomaron tacos de micelio de 5 mm de didmetro de cada aislamiento y se
depositaron en Erlenmeyers de 500 ml conteniendo medio liquido Richard modificado
(Anexo |). Estos fueron incubados sin agitacién a 27 °C bajo luz difusa continua durante
20 dias. Al cabo de este periodo, los medios de cultivo fueron filtrados en una primera
instancia con papel de filtro Whatman N° 1 y luego con papel de filtro Whatman N° 50

ayudado por una bomba de vacio (Fig. 58).

Fig. 58: Obtencién de los filtrados de cultivo. Incubacidon en medio Richard modificado
(A); Filtrado del medio liquido (B) y filtrados de cultivo empleados en el analisis de

patogenicidad.

El filtrado obtenido de cada cultivo se empled para realizar los analisis de
patogenicidad en hojas que consistieron en depositar una gota de 40 ul en una porcién
del anverso de las hojas previamente dafiada con pinzas. Las hojas fueron incubadas
en las mismas condiciones que en los ensayos con suspensiones conidiales y los
resultados se registraron utilizando el mismo criterio. El ensayo fue realizado por

duplicado (Fig. 59).
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Fig. 59: Ensayo de patogenicidad en hojas con filtrados de cultivo.
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4.1 Determinacion de la concentracidon, densidad y distribucion
geografica, estacional y por sistema productivo de la micoflora total

y de los géneros fungicos hallados

4.1.1 Determinacion de la micoflora total anual

Se obtuvieron y analizaron un total de 278 placas de recuento obtenidas en los
muestreos realizados en los ocho establecimientos rurales mencionados durante las
cuatro estaciones del afio por tres afios consecutivos correspondidos entre otofio 2014
y verano 2017.

El recuento fungico total determinado en el primer afio comprende valores
entre 5,19e+03 y 4,01E+04 UFC/m3 de aire, en el segundo afo se determinaron
recuentos en el rango de 9,40E+03 y 3,25E+04 UFC/m? de aire y en el tercer afio los
recuentos se situaron entre 9,06E+03 y 2,41E+04 UFC/m3 de aire. De esta manera se
puede observar que el recuento promedio anual (RPA) de esporas fungicas viables en
ambientes rurales del Alto Valle del rio Negro se mantuvo en el orden de E+04 en los
tres afios de muestreo. El conjunto de resultados obtenidos observa en la Tabla N° 16y
en la Fig. 60.

A partir del analisis de ANOVA los resultados no arrojan diferencias

significativas (p>0,05) entre los RPA de cada afio de muestreo (Fig. 61).

Tabla N° 16: Resultados del recuento fangico total (UFC/m?) determinado en cada afio

de muestreo.

Recuento 1° ANO p 2\ \[o) 3° ANO

Promedio 2,10E+04 1,73E+04 1,64E+04
Minimo 5,19E+03 9,40E+03 9,06E+03
Maximo 4,01E+04 3,25E+04 2,41E+04

Desvio estandar 1,46E+04 8,09E+03 4,80E+03
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Fig. 60: Resultados del recuento promedio anual (UFC/m?) determinado en cada afio

de muestreo.

Determinacion de la micoflora total anual
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Fig. 61: Resultados del ANOVA sobre el recuento promedio anual (UFC/m’)

determinado en cada afio de muestreo.
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4.1.2 Determinacion de la micoflora total por estacion

Se analizaron un total de 24 placas de recuento por cada estacién de cada afio
de muestreo. Los recuentos fungicos obtenidos en la estacion otonal del primer afio
registraron valores entre 9,30E+02 y 9,67E+03 UFC/m3 de aire, en el segundo afo
comprendieron el rango de 2,36E+03 y 2,50E+04 UFC/m? de aire y en el tercer afio se
ubicaron entre 9,70E+02 y 6,91E+03 UFC/m3. En la estacion invernal los recuentos
variaron entre 7,80E+02 y 4,52E+03 UFC/m? durante el primer afio, entre 2,12E+03 y
5,77E+03 UFC/m® durante el segundo afio y entre 6,80E+02 y 9,00E+02 UFC/m?
durante el tercer afio. En primavera los resultados comprendieron el rango entre
5,50E+02 y 6,60E+03 UFC/m? en el primer afio, entre 4,50E+02 y 2,84E+03 UFC/m? en
el segundo y entre 4,80E+02 y 5,94E+03 UFC/m> en el tercer afio de muestreo.
Finalmente, en la estacion estival los recuentos se ubicaron entre 1,21E+03 y 2,91E+04
UFC/m? durante el primer afo, entre 2,22E+03 y 1,70E+04 UFC/m? durante el segundo
afo y entre 4,64E+03 y 1,69E+04 UFC/m® durante el ultimo afio. El conjunto de

resultados obtenidos observa en las Tablas N° 17, 18, 19 y 20.

Tabla N° 17: Resultados del recuento fungico total (UFC/m3) determinado en Ia

estacion otonal de cada afio de muestreo.

Recuento Otoio

Promedio 3,02E+03 7,30E+03 3,44E+03
Minimo 9,30E+02 2,36E+03 9,70E+02
Maximo 9,67E+03 2,50E+04 6,91E+03

Desvio estandar 2,83E+03 7,37E+03 2,21E+03
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Tabla N° 18: Resultados del recuento fungico total (UFC/m?) determinado en la

estacion invernal de cada afio de muestreo.

Recuento Invierno 1° ANO 2° ANO 3° ANO
Promedio 2,24E+03 3,42E+03 7,48E+02
Minimo 7,80E+02 2,12E+03 6,80E+02
Maximo 4,52E+03 5,77E+03 9,00E+02
Desvio estandar 1,71E+03 1,50E+03 7,01E+01

Tabla N° 19: Resultados del recuento fungico total (UFC/m?) determinado en la

estacion primaveral de cada afio de muestreo.

Recuento Primavera 1° ANO
Promedio 3,06E+03 1,07E+03 2,56E+03
Minimo 5,50E+02 4,50E+02 4,80E+02
Maximo 6,60E+03 2,84E+03 5,94E+03
Desvio estandar 2,23E+03 7,94E+02 2,02E+03

Tabla N° 20: Resultados del recuento fingico total (UFC/m®) determinado en la

estacion estival de cada afio de muestreo.

Recuento Verano 1° ANO 2° ANO 3° ANO ‘
Promedio 1,27E+04 5,49E+03 9,61E+03
Minimo 1,21E+03 1,69E+03 4,64E+03
Maximo 2,91E+04 1,70E+04 1,69E+04
Desvio estandar 1,15E+04 4,87E+03 4,30E+03
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De acuerdo a los resultados observados en el primer y tercer afio, la estacion
estival presenta los mayores recuentos promedio (RP), mientras que los menores
recuentos suelen darse en la estacidn invernal. Este resultado se apoya en el estudio
ANOVA que arroja diferencias significativas (p<0,05) entre el RP estival respecto de las
otras estaciones. Sin embargo, en el segundo ano, las diferencias entre estaciones no
son tan marcadas aunque se observa que la estacion otoial registré el mayor recuento
fungico mientras que el menor recuento se determind en la estacion de primavera.
Este resultado se apoya en el estudio ANOVA que arroja diferencias significativas
(p<0,05) solamente entre los RP de la estacion otofial y la estacidon primaveral. La Fig.
62 muestra los RP (UFC/m®) estacionales de cada afio y la Fig. 63 muestra los

resultados del analisis de ANOVA.

Fig. 62: Resultados del recuento promedio (UFC/m?®) determinado por estacion de cada

afno de muestreo.
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Fig. 63: Resultados del ANOVA sobre el recuento promedio estacional (UFC/m?)

determinado en cada afio de muestreo.
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4.1.3 Determinacion de la micoflora total por zona geografica

Se analizaron un total de 48 placas de recuento obtenidas en la zona Este del
Alto Valle rionegrino y 48 placas obtenidas en la zona Centro durante cada afo de
muestreo. Los recuentos fungicos obtenidos en la zona Este del primer afio
comprenden valores entre 5,19E+03 y 3,93E+04 UFC/m3 de aire, en el segundo afo se
obtuvo un rango entre 9,40E+03 y 3,25E+04 UFC/m?® de aire y en el tercer afo se
registraron recuentos que se situaron entre 9,06E+03 y 1,59E+04 UFC/m3 de aire. Con
respecto a la zona Centro, durante el primer aino el rango de valores se ubicd entre
7,83E+03 y 4,01E+04 UFC/m? de aire, en el segundo afio entre 9,99E+03 y 2,61E+04
UFC/m3 de aire y en el ultimo afo los recuentos oscilaron entre 1,27E+04 y 2,41E+04

UFC/m? de aire. El conjunto de resultados obtenidos observa en las Tablas N° 21 y 22.

Tabla N° 21: Resultados del recuento fingico total (UFC/m?®) determinado en la zona

Este de cada afio de muestreo.

Recuento Zona Este

Promedio 2,41E+04 1,86E+04 1,35E+04
Minimo 5,19E+03 9,40E+03 9,06E+03
Maximo 3,93E+04 3,25E+04 1,59E+04

Desvio estandar 1,57E+04 9,96E+03 3,13E+03

Tabla N° 22: Resultados del recuento fingico total (UFC/m?) determinado en la zona

Centro de cada afio de muestreo.

Recuento Zona Centro 1° ANO
Promedio 1,78E+04 1,59E+04 1,92E+04
Minimo 7,83E+03 9,99E+03 1,27E+04
Maximo 4,01E+04 2,61E+04 2,41E+04
Desvio estandar 1,50E+04 7,00E+03 4,74E+03

121



Carolina V. Temperini RESULTADOS

Si bien en los tres afos los recuentos promedio anuales (RPA) determinados en
cada zona geografica se encuentran en el mismo orden pareceria observarse que en la
zona Este el recuento promedio anual es ligeramente mayor que en la zona Centro en
los dos primeros aflos de muestreo, situacion que se invierte en el tltimo afio donde el
recuento es mayor en la zona Centro que en la zona Este (Fig. 64). Sin embargo, a
partir del analisis de ANOVA, los resultados no arrojan diferencias significativas

(p>0,05) entre los RPA de ambas zonas geograficas en cada afio de muestreo (Fig. 65).

Fig. 64: Resultados del recuento promedio anual (UFC/m3) determinado en cada zona

geografica en cada afio de muestreo.
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Fig. 65: Resultados del ANOVA sobre el recuento promedio anual (UFC/m®) de cada

zona geografica determinado en cada afio de muestreo.
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4.1.4 Determinacion de la micoflora total por sistema productivo

Se analizaron un total de 48 placas de recuento obtenidas en los
establecimientos con sistema productivo tradicional (SPT) y 48 placas obtenidas en los
establecimientos con sistema productivo organico (SPO) durante cada afo de
muestreo. Los recuentos obtenidos en SPT durante el primer afio de muestreo
comprenden valores entre 5,18E+03 y 4,01E+04 UFC/m3 de aire, en el segundo afo se
sitian entre 9,99E+03 y 3,25E+04 UFC/m? de aire y en el tercer afio entre 9,06E+03 y
1,99E+04 UFC/m? de aire. En cuanto a los SPO, los recuento registrados durante el
primer afio se encuentran entre 7,84E+03 y 3,93E+04 UFC/m3 de aire, entre 9,40E+03 y
2,61E+04 UFC/m® de aire durante el segundo afio y en el tercer afio comprenden
valores entre 1,37E+04 y 2,41E+04 UFC/m3® de aire. El conjunto de resultados

obtenidos observa en las Tablas N° 23 y 24.

Tabla N° 23: Resultados del recuento fungico total (UFC/m®) determinado en sistemas

productivos tradicionales (SPT) de cada afio de muestreo.

Recuento SPT 1° ANO 2° ANO 3° ANO
Promedio 1,87E+04 1,77E+04 1,44E+04
Minimo 5,18E+03 9,99E+03 9,06E+03
Maximo 4,01E+04 3,25E+04 1,99E+04
Desvio estandar 1,52E+04 1,01E+04 4,61E+03

Tabla N° 24: Resultados del recuento fungico total (UFC/m®) determinado en sistemas

productivos organicos (SPO) de cada afio de muestreo.

Recuento SPO 1° ANO 2° ANO 3° ANO
Promedio 2,33E+04 1,68E+04 1,83E+04
Minimo 7,84E+03 9,40E+03 1,37E+04
Maximo 3,93E+04 2,61E+04 2,41E+04
Desvio estandar 1,59E+04 7,15E+03 4,71E+03
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En la Fig. 66 se puede observar que tanto en SPT como en SPO los recuentos
promedio anuales (RPA) se encuentran en el mismo orden aunque parecen registrarse
valores mayores en SPO que en SPT en el primer y tercer afio de muestreo pero
ligeramente inferiores en el segundo. Sin embargo, a partir del andlisis de ANOVA, los
resultados no arrojan diferencias significativas (p>0,05) entre los RPA de ambos

sistemas productivos en cada aiflo de muestreo (Fig. 67).

Fig. 66: Resultados del recuento promedio anual (UFC/m?) determinado en cada tipo

de sistema productivo en cada afio de muestreo.
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Fig. 67: Resultados del ANOVA sobre el recuento promedio anual (UFC/m®) de cada

sistema productivo determinado en cada afio de muestreo.
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4.1.5 Determinacidon de la concentracidn, densidad y distribucion anual

de géneros

Se hallé una gran diversidad fungica en los ambientes rurales del Alto Valle del
rio Negro en cada aflo de muestreo realizado. En el primer afio se determinaron al
menos 26 géneros, en el segundo se hallaron al menos 24 géneros vy, en el Ultimo afio
se detectaron al menos 19 géneros fungicos.

En los tres afios se determinaron los géneros Acremonium, Alternaria,
Arthrinium, Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Curvularia,
Drechslera, Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Phoma, Pleospora y
Ulocladium.

Sélo en el primer afio se hallaron los géneros Eurotium, Moniliella,
Scopulariopsis, Stachybotrys, Stemphylium, Trichothecium y Wallemia. Sélo en el
segundo afio se determinaron los géneros Chrysonilia, Emericella, Neosartorya y
Sordaria. Geotrichum y Mucor fueron determinados en los dos primeros anos vy
Trichoderma en el segundo y tercer afio.

El género predominante en cada afio fue Cladosporium (72,08 — 81,26%),
seguido por Alternaria (11,46 — 15,67%) en segundo lugar y Epicoccum (2,31 — 6,73%)
en tercer lugar. En el cuarto lugar de importancia se determind Aureobasidium (1,12%)
en el primer afio y Botrytis en el segundo y tercero (2,31 — 2,45%). El quinto lugar de
predominancia fue para Botrytis (0,89%) en el primer afio, Fusarium (0,88%) en el
segundo y Aureobasidium (1,08%) en el tercero.

En la Tabla N° 25 se detallan los géneros obtenidos en los tres anos de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. 70 se observan los resultados.
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Tabla N° 25: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de los

géneros hallados en cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO 3° ANO

Géneros RPA DR RPA DR RPA DR
Acremonium 6 0,03 5 0,03 1 0,01
Alternaria 2398 11,42 2708 15,67 1712 10,46
Arthrinium 42 0,20 37 0,22 76 0,46
Aspergillus 9 0,04 6 0,04 3 0,02
Aureobasidium 236 1,12 128 0,74 177 1,08
Bipolaris 12 0,06 38 0,22 15 0,09
Botrytis 187 0,89 424 2,45 379 2,31
Chrysonilia ND ND 3 0,02 ND ND
Cladosporium 17064 81,26 12450 72,08 12527 76,55
Curvularia 8 0,04 3 0,02 6 0,03
Drechslera 29 0,14 60 0,35 59 0,36
Emericella ND ND 1 0,01 ND ND
Epicoccum 486 2,31 826 4,78 1101 6,73
Eurotium 8 0,04 ND ND ND ND
Fusarium 117 0,56 152 0,88 45 0,27
Geotrichum 1 0,00 3 0,02 ND ND
Moniliella 1 0,00 ND ND ND ND
Mucor 4 0,02 3 0,02 ND ND
Neosartorya ND ND 3 0,02 ND ND
Nigrospora 7 0,03 35 0,20 1 0,01
Penicillium 44 0,21 70 0,41 16 0,10
Phoma 24 0,11 23 0,13 91 0,56
Pleospora 11 0,05 9 0,05 5 0,03
Scopulariopsis 6 0,03 ND ND ND ND
Sordaria ND ND 1 0,01 0 0,00
Stachybotrys 1 0,00 ND ND ND ND
Stemphylium 1 0,00 ND ND ND ND
Trichoderma ND ND 5 0,03 3 0,02
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Trichothecium 3 0,01 ND ND ND ND
Ulocladium 38 0,18 32 0,19 18 0,11
Wallemia 1 0,00 ND ND ND ND
Micelio estéril 56 0,27 24 0,14 41 0,25
Otros 198 0,94 225 1,30 90 0,55

ND: No Determinado

Notas: Bajo la denominacién de “Otros” se agruparon a aquellos géneros que no pudieron ser

identificados por las claves propuestas por Samson y col. (2001) y Pitt y Hocking (2009). Bajo la

denominacién “Micelio estéril” se incluyeron a aquellos hongos que no produjeron esporas,

asexuales o sexuales, en los medios de cultivo empleados y bajo las condiciones de incubacion

especificadas en la seccidon “Materiales y Métodos”.
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Fig. 70: Densidades relativas (%) de los cinco géneros predominantes en cada afio de

muestreo.
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4.1.6 Determinacion de la concentracion, densidad y distribucion

estacional de géneros

Estacion otofial

Se determinaron al menos 14 géneros durante el primer afio de muestreo, 18
géneros durante el segundo afio y 16 géneros durante el tercero.

En los tres afios de muestreo se hallaron los géneros Alternaria, Arthrinium,
Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Drechslera, Epicoccum,
Fusarium, Penicillium y Ulocladium. Los géneros Acremonium, Geotrichum, Mucor y
Sordaria solo fueron determinados en el segundo afo.

Phoma y Pleospora fueron hallados en el primer y tercer afio de muestreo
mientras que Curvularia fue hallado en el segundo y tercer afo. En la Tabla N° 26 se
detallan los géneros obtenidos en los tres afios de muestreo, junto a sus recuentos
promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas (DR) respectivas.

Cladosporium fue el género de mayor importancia en la estacién otofial de cada
aflo muestreado (61,15 — 76,38%) seguido por Alternaria durante los dos primeros
afios (13,09 — 13,21%) y por Epicoccum en el tercero (5,12 — 17,35%). Botrytis fue el
cuarto en orden de predominancia en cada afio (1,31 — 3,64%) seguido por
Aureobasidium (1.39 — 1,59%) a excepcién del segundo afio, donde fue determinado

Penicillium (0,70%) (Fig. 71).
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Tabla N° 26: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de los

géneros hallados en la estacidn otofial de cada afio de muestreo.

RESULTADOS

1° ANO 2° ANO 3° ANO

Géneros RPA DR RPA DR RPA DR
Acremonium ND ND 3 0,04 ND ND
Alternaria 395 13,09 965 13,21 483 14,01
Arthrinium 10 0,33 9 0,12 10 0,29
Aspergillus 3 0,10 1 0,01 1 0,03
Aureobasidium 48 1,59 43 0,59 48 1,39
Bipolaris 6 0,20 6 0,08 3 0,09
Botrytis 110 3,64 96 1,31 121 3,51
Cladosporium 2084 69,05 5578 76,38 2108 61,15
Curvularia ND ND 1 0,01 3 0,09
Drechslera 5 0,17 11 0,15 4 0,12
Epicoccum 254 8,42 374 5,12 598 17,35
Fusarium 19 0,63 48 0,66 1 0,03
Geotrichum ND ND 3 0,04 ND ND
Mucor ND ND 3 0,04 ND ND
Nigrospora ND ND 8 0,11 1 0,03
Penicillium 10 0,33 51 0,70 3 0,09
Phoma 4 0,13 ND ND 4 0,12
Pleospora 3 0,10 ND ND 3 0,09
Sordaria ND ND 1 0,01 ND ND
Ulocladium 20 0,66 8 0,11 3 0,09
Micelio estéril 16 0,53 ND ND 18 0,52
Otros 31 1,03 94 1,29 35 1,02

ND: No Determinado

Notas: Bajo la denominacién de “Otros” se agruparon a aquellos géneros que no pudieron ser
identificados por las claves propuestas por Samson y col. (2001) y Pitt y Hocking (2009). Bajo la
denominacion “Micelio estéril” se incluyeron a aquellos hongos que no produjeron esporas,
asexuales o sexuales, en los medios de cultivo empleados y bajo las condiciones de incubacion

especificadas en la seccién “Materiales y Métodos”.
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Fig. 71: Densidades relativas (%) de los cinco géneros predominantes en la estacion

otofial de cada afio de muestreo.
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Estacion invernal

Se determinaron al menos 20 géneros durante el primer afio de muestreo, 16
géneros durante el segundo afio y 14 géneros durante el tercero.

En los tres afios de muestreo se hallaron los géneros Alternaria, Arthrinium,
Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Drechslera, Epicoccum,
Fusarium, Penicillium, Pleospora y Ulocladium.

Los géneros Curvularia, Eurotium, Nigrospora, Scopulariopsis, Stachybotrys y
Trichothecium sdlo fueron determinados en el primer aflo de muestreo. Neosartorya
sélo se hallo en el segundo afio, el género Acremonium se determiné en el primer y
segundo afio y Phoma en el segundo y tercero. En la Tabla N° 27 se detallan los
géneros obtenidos en los tres afios de muestreo, junto a sus recuentos promedio
anuales (RPA) y sus densidades relativas (DR) respectivas.

Cladosporium fue el género predominante en la estacién invernal de cada ano
muestreado (57,22 — 77,29%) seguido por Alternaria (11,45 — 18,72%). En tercer orden
de importancia, durante el primer y tercer afio, fue determinado Aureobasidium (3,36
- 5,88%) vy, en el segundo afio, Epicoccum (2,17%). Este uUltimo género se posiciona
cuarto en orden de predominancia en el primer y tercer afio (1,70 — 5,75%) mientras
que, en el segundo, fue determinado Botrytis (0,61%). En quinto orden sigue el género
Penicillium en los dos primeros afios (1,12 — 0,53%) y el género Fusarium en el Ultimo

(1,47%) (Fig. 72).
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Tabla N° 27: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de los

géneros hallados en la estacién invernal de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO 3° ANO \

Géneros RPA DR RPA DR RPA DR
Acremonium 4 0,18 1 0,03 ND ND
Alternaria 256 11,45 541 15,83 140 18,72
Arthrinium 20 0,89 9 0,26 9 1,20
Aspergillus 1 0,04 1 0,03 1 0,13
Aureobasidium 75 3,36 15 0,44 44 5,88
Bipolaris 6 0,27 3 0,09 1 0,13
Botrytis 5 0,22 21 0,61 29 3,88
Cladosporium 1711 76,55 2658 77,79 428 57,22
Curvularia 3 0,13 ND ND ND ND
Drechslera 8 0,36 11 0,32 4 0,53
Epicoccum 38 1,70 74 2,17 43 5,75
Eurotium 8 0,36 ND ND ND ND
Fusarium 11 0,49 11 0,32 11 1,47
Neosartorya ND ND 3 0,09 ND ND
Nigrospora 4 0,18 ND ND ND ND
Penicillium 25 1,12 18 0,53 6 0,80
Phoma ND ND 4 0,12 8 1,07
Pleospora 1 0,04 8 0,23 1 0,13
Scopulariopsis 6 0,27 ND ND ND ND
Stachybotrys 1 0,04 ND ND ND ND
Trichothecium 3 0,13 ND ND ND ND
Ulocladium 10 0,45 5 0,15 1 0,13
Micelio estéril 5 0,22 5 0,15 6 0,80
Otros 34 1,52 29 0,85 16 2,14

ND: No Determinado

Notas: Bajo la denominacién de “Otros” se agruparon a aquellos géneros que no pudieron ser
identificados por las claves propuestas por Samson y col. (2001) y Pitt y Hocking (2009). Bajo la
denominacion “Micelio estéril” se incluyeron a aquellos hongos que no produjeron esporas,
asexuales o sexuales, en los medios de cultivo empleados y bajo las condiciones de incubacion
especificadas en la seccidon “Materiales y Métodos”.
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Fig. 72: Densidades relativas (%) de los cinco géneros predominantes en la estacion

invernal de cada afio de muestreo.
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Estacion primaveral

Se determinaron al menos 17 géneros durante el primer afio de muestreo, 18
géneros durante el segundo afio y 14 géneros durante el tercero.

En los tres afios de muestreo se hallaron los géneros Alternaria, Arthrinium,
Aureobasidium, Botrytis, Cladosporium, Drechslera, Epicoccum, Fusarium, Penicillium y
Phoma.

Los géneros Geotrichum, Moniliella, Mucor, Stemphylium y Wallemia sélo
fueron determinados uUnicamente en el primer afio de muestreo. Curvularia,
Aspergillus y Emericella sélo fueron hallados en el segundo afio y Bipolaris sélo en el
tercero. Nigrospora y Pleospora se encontraron en el primer y segundo afio mientras
que los géneros Acremonium, Trichoderma y Ulocladium se encontraron en el segundo
y tercer aino. En la Tabla N° 28 se detallan los géneros obtenidos en los tres afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas
(DR) respectivas.

Cladosporium fue el género mas abundante en la estacion primaveral de cada
afio muestreado (65,95 — 77,31%) seguido por Alternaria (10,74 — 18,20%). Durante el
primer y tercer afio Botrytis fue el tercer género predominante (1,99 — 8,83%),
mientras que Aureobasidium lo fue en el segundo afo (2,72%). Este género es el
cuarto en orden de importancia en el primer afo (1,57%) mientras que en el segundo y
tercero fue determinado Epicoccum (1,78 — 4,30%). El quinto género mds abundante
durante el primer afio fue Epicoccum (0,75%) y, durante los ultimos dos, fue hallado

Arhtrinium (1,69 — 1,91%) (Fig. 73).
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Tabla N° 28: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de los

géneros hallados en la estacidén primaveral de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO 3° ANO

Géneros RPA DR RPA DR RPA DR
Acremonium ND ND 1 0,09 1 0,04
Alternaria 368 12,03 194 18,20 275 10,74
Arthrinium 8 0,26 18 1,69 49 1,91
Aspergillus ND ND 3 0,28 ND ND
Aureobasidium 48 1,57 29 2,72 39 1,52
Bipolaris ND ND ND ND 3 0,12
Botrytis 61 1,99 13 1,22 226 8,83
Cladosporium 2365 77,31 703 65,95 1771 69,18
Curvularia ND ND 1 0,09 ND ND
Drechslera 3 0,10 9 0,84 16 0,63
Emericella ND ND 1 0,09 ND ND
Epicoccum 23 0,75 19 1,78 110 4,30
Fusarium 3 0,10 4 0,38 9 0,35
Geotrichum 1 0,03 ND ND ND ND
Moniliella 1 0,03 ND ND ND ND
Mucor 4 0,13 ND ND ND ND
Nigrospora 3 0,10 11 1,03 ND ND
Penicillium 4 0,13 1 0,09 1 0,04
Phoma 19 0,62 6 0,56 13 0,51
Pleospora 4 0,13 1 0,09 ND ND
Stemphylium 1 0,03 ND ND ND ND
Trichoderma ND ND 5 0,47 3 0,12
Ulocladium ND ND 11 1,03 1 0,04
Wallemia 1 0,03 ND ND ND ND
Micelio estéril 29 0,95 ND ND 9 0,35
Otros 113 3,69 36 3,38 34 1,33

ND: No Determinado
Notas: Bajo la denominacién de “Otros” se agruparon a aquellos géneros que no pudieron ser

identificados por las claves propuestas por Samson y col. (2001) y Pitt y Hocking (2009). Bajo la
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denominacién “Micelio estéril” se incluyeron a aquellos hongos que no produjeron esporas,

asexuales o sexuales, en los medios de cultivo empleados y bajo las condiciones de incubacion

especificadas en la seccién “Materiales y Métodos”.

Fig. 73: Densidades relativas (%) de los cinco géneros predominantes en la estacion

primaveral de cada afio de muestreo.
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Estacion estival

Se determinaron al menos 15 géneros durante el primer afio de muestreo, 15
géneros durante el segundo afio y 15 géneros durante el tercero.

En los tres afios de muestreo se hallaron los géneros Alternaria, Arthrinium,
Aspergillus, Aureobasidium, Botrytis, Cladosporium, Curvularia, Drechslera, Epicoccum,
Fusarium, Phoma y Ulocladium.

Acremonium sélo fue determinado en el primer aifio de muestreo y los géneros
Chrysonilia y Nigrospora fueron hallados sélo en el segundo aiio. Penicillium y
Pleospora se encontraron en el primer y tercer afio de muestreo mientras que Bipolaris
se determiné en el segundo y el tercero. En la Tabla N° 29 se detallan los géneros
obtenidos en los tres afios de muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA)
y sus densidades relativas (DR) respectivas.

Cladosporium fue el género predominante en la estacién primaveral de cada
afio muestreado (63,99 — 85,95%) seguido, en segundo lugar, por Alternaria (8,47 —
18,36%) vy, en tercer lugar, por Epicoccum (1,35 — 6,54%) Durante el primer afio
Fusarium fue el cuarto género en orden de importancia (0,66%) mientras que, en el
segundo ano fue determinado Botrytis (5,35%) y, en el tercer ano, Phoma (0,69%). En
quinto orden de predominancia se hallé Aureobasidium en el primer y tercer afio (0,51

—0,48%) y Fusarium en el segundo (1,62%) (Fig. 74).
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Tabla N° 29: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de los

géneros hallados en la estacidn estival de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO 3° ANO

Géneros RPA DR RPA DR RPA DR
Acremonium 2 0,02 ND ND ND ND
Alternaria 1379 10,87 1008 18,36 814 8,47
Arthrinium 4 0,03 1 0,02 8 0,08
Aspergillus 5 0,04 1 0,02 1 0,01
Aureobasidium 65 0,51 41 0,75 46 0,48
Bipolaris ND ND 29 0,52 8 0,08
Botrytis 11 0,09 294 5,35 3 0,03
Chrysonilia ND ND 3 0,05 ND ND
Cladosporium 10904 85,95 3511 63,99 8220 85,55
Curvularia 5 0,04 1 0,02 3 0,03
Drechslera 13 0,10 29 0,52 35 0,36
Epicoccum 171 1,35 359 6,54 350 3,64
Fusarium 84 0,66 89 1,62 24 0,25
Nigrospora ND ND 16 0,30 ND ND
Penicillium 5 0,04 ND ND 6 0,07
Phoma 1 0,01 13 0,24 66 0,69
Pleospora 3 0,02 ND ND 1 0,01
Ulocladium 8 0,06 8 0,15 13 0,13
Micelio estéril 6 0,05 19 0,34 8 0,08
Otros 20 0,16 66 1,20 5 0,05

ND: No Determinado

Notas: Bajo la denominacién de “Otros” se agruparon a aquellos géneros que no pudieron ser

identificados por las claves propuestas por Samson y col. (2001) y Pitt y Hocking (2009). Bajo la

denominacion “Micelio estéril” se incluyeron a aquellos hongos que no produjeron esporas,

asexuales o sexuales, en los medios de cultivo empleados y bajo las condiciones de incubacion

especificadas en la seccidon “Materiales y Métodos”.
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Fig. 74: Densidades relativas (%) de los cinco géneros predominantes en la estacion

estival de cada afio de muestreo.
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Resumen estacional

Se hallaron al menos entre 14 y 20 géneros fungicos en cada estacién de los
tres afios de muestreo.

En todas las estaciones de cada afo se hallaron los géneros Alternaria,
Arthrinium, Aureobasidium, Botrytis, Cladosporium, Drechslera, Epicoccum y Fusarium.

El género Aspergillus se hall6 en los tres afos en todas las estaciones a
excepcion de invierno. El género Ulocladium se determind en los tres afios en todas las
estaciones a excepcién de primavera. El género Penicillium se determiné en los tres
afios en todas las estaciones a excepcion de verano. El género Bipolaris se determindé
en los tres afios en las estaciones de otofo e invierno y el género Phoma se determind
en los tres afios en las estaciones de primavera y verano .

En cuanto a predominancia de géneros Cladosporium fue el género de mayor
importancia en todas las estaciones durante los tres afios de muestreo El género
Alternaria secundé a Cladosporium en todas las estaciones de los tres afios de
muestreo a excepcidén de la estacidn otonal del tercer afio donde Epicoccum fue
determinado. Este género fue hallado en tercer orden de importancia aunque
esporadicamente también se determinaron Alternaria, Aureobasidium y Botrytis. El
cuarto género mas abundante fue Botrytis en todas las estaciones excepto en
primavera, aunque también fueron determinados Epicoccum en invierno y primavera,
Aureobasidium en primavera y, Fusarium y Phoma, en verano. En quinto orden de
predominancia se hallaron Aureobasidium en otofio y verano, Penicillium en otofio e
invierno, Fusarium en invierno y verano y Arhtrinium en primavera.

Con respecto a las variaciones estacionales de los géneros predominantes,
Cladosporium presentd concentraciones elevadas en el periodo verano/otofio en los
ultimos dos afios de muestreo mientras que, en el primero, las maximas se dieron en
primavera/verano. Alternaria siguid una misma tendencia en los tres afios
muestreados en la que las mayores concentraciones se detectaron en verano/otofio. El
género Epicoccum presentd una variacion estacional coincidente con la de Alternaria.
Aureobasidium exhibié sus mayores niveles de esporas en el periodo
primavera/verano durante el primer afio y en verano/otofio durante los ultimos dos

anos. Botrytis alcanzdé su maximo numero de esporas en las estaciones de otofio y
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primavera en el primer y tercer afio y en el periodo verano/otofio durante el segundo.
Penicillium fue mas abundante en otofio/invierno en los dos primeros afios y en las
estaciones de invierno y verano durante el tercero. El género Fusarium presentd las
maximas concentraciones en verano/otofio durante los dos primeros afios, mientras
qgue en el tercero estos valores se dieron en las temporadas de invierno y verano.
Phoma alcanzo sus mayores niveles de esporas en las estaciones de otofio y primavera
en el primer afio y durante el periodo primavera/verano en los Ultimos dos. Finalmente
Arthrinium presentd distintos patrones de variacién estacional en cada afio de
muestreo donde las maximas concentraciones en el primer afo se dieron en
otofio/invierno, en el segundo en invierno/primavera y en el tercero en las estaciones
de otofo y primavera. Todos estos resultados se pueden observar en las Tablas N° 30,

31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 y 38.

Tabla N° 30: Recuentos promedio anuales (UFC/m?>) del género Cladosporium.

Estacion 1°ANO  2°ANO  3°ANO
Otofio 2084 5578 2108
Invierno 1711 2658 428
Primavera 2365 703 1771
Verano 10904 3511 8220

Tabla N° 31: Recuentos promedio anuales (UFC/m?) del género Alternaria.

Estacion 1°ANO  2°ANO  3°ANO
Otofo 395 965 483
Invierno 256 541 140
Primavera 368 194 275
Verano 1379 1008 814
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Tabla N° 32: Recuentos promedio anuales (UFC/m?) del género Epicoccum.

Estacion 1°ANO  2°ANO  3°ANO
Otofio 254 374 598
Invierno 38 74 43
Primavera 23 19 110
Verano 171 359 350

Tabla N° 33: Recuentos promedio anuales (UFC/m?®) del género Aureobasidium.

Estacion 1°ANO  2°ANO  3°ANO
Otoio 48 43 48
Invierno 75 15 44
Primavera 48 29 39
Verano 65 41 46

Tabla N° 34: Recuentos promedio anuales (UFC/m?) del género Botrytis.

Otoio 110 96 121
Invierno 5 21 29
Primavera 61 13 226
Verano 11 294 3

Tabla N° 35: Recuentos promedio anuales (UFC/m?) del género Penicillium.

Estacion 1°ANO  2°ANO A
Otofio 10 51 3
Invierno 25 18 6
Primavera 4 1 1
Verano 5 ND 6
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Tabla N° 36: Recuentos promedio anuales (UFC/m?®) del género Fusarium.

Estacion 1°ANO  2°ANO  3°ANO
Otofio 19 48 1
Invierno 11 11 11
Primavera 3 4 9
Verano 84 89 24

Tabla N° 37: Recuentos promedio anuales (UFC/m?>) del género Phoma.

Estacion
Otofio 4 ND 4
Invierno ND 4 8
Primavera 19 6 13
Verano 1 13 66

Tabla N° 38: Recuentos promedio anuales (UFC/m?®) del género Arthrinium.

Otofio 10 9 10
Invierno 20 9 9
Primavera 8 18 49
Verano 4 1 8
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4.1.7 Determinacion de la concentracion, densidad y distribucion

geografica de géneros

Zona Este

Se determinaron al menos 19 géneros durante el primer afio de muestreo, 21
géneros durante el segundo afio y 17 géneros durante el tercero.

En los tres afios de muestreo se hallaron los géneros Alternaria, Arthrinium,
Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Curvularia, Drechslera,
Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Phoma, Pleospora y Ulocladium en
ambas zonas geograficas.

Scopulariopsis sélo fue determinado en el primer afio de muestreo y los
géneros Chrysonilia y Emericella fueron hallados sélo en el segundo afo. Acremonium
y Mucor se encontraron en el primer y segundo afio de muestreo mientras que
Trichoderma se determind en el segundo y el tercero. En la Tabla N° 39 se detallan los
géneros obtenidos en los tres afios de muestreo, junto a sus recuentos promedio
anuales (RPA) y sus densidades relativas (DR) respectivas.

Cladosporium fue el género predominante de cada afio muestreado (71,01 —
81,21%) seguido, en segundo lugar, por Alternaria (12,50 — 18,60%) vy, en tercer lugar,
por Epicoccum (1,75 — 8,43%). El cuarto género mas abundante durante el primer afio
fue Aureobasidium (1,02%), en el segundo afio fue Fusarium (1,01%) y en el tercer afio
fue Phoma (1,04%). En quinto orden de importancia fue determinado Fusarium en el
primer afo (1,78%) y Aureobasidium en el segundo y tercer afio (0,59 — 0,89%) (Fig.
75).
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Tabla N° 39: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de los

géneros hallados en la zona Este de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO 3° ANO

Géneros RPA DR RPA DR RPA DR
Acremonium 7 0,03 8 0,04 ND ND
Alternaria 3180 13,17 3460 18,60 1690 12,50
Arthrinium 61 0,25 43 0,23 93 0,68
Aspergillus 5 0,02 5 0,03 3 0,02
Aureobasidium 247 1,02 110 0,59 120 0,89
Bipolaris 18 0,07 55 0,30 3 0,02
Botrytis 19 0,08 48 0,26 33 0,24
Chrysonilia ND ND 5 0,03 ND ND
Cladosporium 19605 81,21 13210 71,01 9991 73,89
Curvularia 5 0,02 8 0,04 5 0,04
Drechslera 34 0,14 58 0,31 55 0,41
Emericella ND ND 3 0,02 ND ND
Epicoccum 422 1,75 1085 5,83 1140 8,43
Fusarium 188 0,78 188 1,01 53 0,39
Mucor 5 0,02 5 0,03 ND ND
Nigrospora 8 0,03 33 0,18 3 0,02
Penicillium 30 0,12 100 0,54 10 0,07
Phoma 28 0,12 15 0,08 140 1,04
Pleospora 13 0,05 15 0,08 3 0,02
Scopulariopsis 3 0,01 ND ND ND ND
Trichoderma ND ND 3 0,02 3 0,02
Ulocladium 17 0,07 28 0,15 20 0,15
Micelio estéril 28 0,12 28 0,15 58 0,43
Otros 219 0,91 90 0,48 103 0,76

ND: No Determinado
Notas: Bajo la denominacién de “Otros” se agruparon a aquellos géneros que no pudieron ser
identificados por las claves propuestas por Samson y col. (2001) y Pitt y Hocking (2009). Bajo la

denominacién “Micelio estéril” se incluyeron a aquellos hongos que no produjeron esporas,
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asexuales o sexuales, en los medios de cultivo empleados y bajo las condiciones de incubacion
especificadas en la seccién “Materiales y Métodos”.

Fig. 75: Densidades relativas (%) de los cinco géneros predominantes en la zona Este

de cada afo de muestreo.
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Zona Centro

Se determinaron al menos 26 géneros durante el primer afio de muestreo, 20
géneros durante el segundo afio y 17 géneros durante el tercero.

En los tres afios de muestreo se hallaron los géneros Acremonium, Alternaria,
Arthrinium, Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Drechslera,
Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Phoma, Pleospora y Ulocladium en
ambas zonas geograficas.

Eurotium, Moniliella, Mucor, Stachybotrys, Stemphylium, Trichothecium vy
Wallemia sélo fueron determinados en el primer afio de muestreo. Los géneros
Neosartorya, Sordaria y Trichoderma fueron hallados sélo en el segundo afio.
Geotrichum y Nigrospora se encontraron en el primer y segundo afio de muestreo
mientras que Curvularia y Scopulariopsis se determinaron en el primero y el tercero.
En la tabla N° 40 se detallan los géneros obtenidos en los tres afios de muestreo, junto
a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas (DR) respectivas.

Cladosporium fue el género predominante de cada afio muestreado (73,34 —
81,38%) seguido por Alternaria (9,02 — 12,27%). En tercer orden de importancia fue
determinado Epicoccum (3,07 — 5,52%) y en el cuarto fue Botrytis (1,99 — 3,77%) en el
primer y tercer aino, ya que en el segundo afo se invirtié el orden entre estos géneros.
El guinto género mas abundante fue Aureobasidium (0,91 — 1,25%) en los tres afios de

muestreo (Fig. 76).
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Tabla N° 40: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de los

géneros hallados en la zona Centro de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO 3° ANO

Géneros RPA DR RPA DR RPA DR
Acremonium 4 0,02 3 0,02 3 0,01
Alternaria 1615 9,05 1955 12,27 1733 9,02
Arthrinium 22 0,12 30 0,19 58 0,30
Aspergillus 12 0,07 8 0,05 5 0,03
Aureobasidium 223 1,25 145 0,91 233 1,21
Bipolaris 8 0,04 20 0,13 25 0,13
Botrytis 356 1,99 800 5,02 725 3,77
Cladosporium 14523 81,38 11690 73,34 15074 78,48
Curvularia 10 0,06 ND ND 5 0,03
Drechslera 23 0,13 63 0,40 63 0,33
Epicoccum 548 3,07 565 3,54 1060 5,52
Eurotium 15 0,08 ND ND ND ND
Fusarium 46 0,26 115 0,72 38 0,20
Geotrichum 3 0,02 5 0,03 ND ND
Moniliella 3 0,02 ND ND ND ND
Mucor 3 0,02 ND ND ND ND
Neosartorya ND ND 3 0,02 ND ND
Nigrospora 5 0,03 38 0,24 ND ND
Penicillium 58 0,33 40 0,25 23 0,12
Phoma 20 0,11 30 0,19 40 0,21
Pleospora 8 0,04 3 0,02 8 0,04
Scopulariopsis 10 0,06 ND ND 3 0,01
Sordaria ND ND 3 0,02 ND ND
Stachybotrys 3 0,02 ND ND ND ND
Stemphylium 3 0,02 ND ND ND ND
Trichoderma ND ND 8 0,05 ND ND
Trichothecium 5 0,03 ND ND ND ND
Ulocladium 59 0,33 35 0,22 15 0,08
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Wallemia 3 0,02 ND ND ND ND
Micelio estéril 83 0,47 20 0,13 23 0,12
Otros 175 0,98 360 2,26 78 0,40

ND: No Determinado

Notas: Bajo la denominacién de “Otros” se agruparon a aquellos géneros que no pudieron ser
identificados por las claves propuestas por Samson y col. (2001) y Pitt y Hocking (2009). Bajo la
denominacion “Micelio estéril” se incluyeron a aquellos hongos que no produjeron esporas,
asexuales o sexuales, en los medios de cultivo empleados y bajo las condiciones de incubacion

especificadas en la seccidon “Materiales y Métodos”.
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Fig. 76: Densidades relativas (%) de los cinco géneros predominantes en la zona Centro

de cada afo de muestreo.
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Resumen por zona geogrdfica

Se determinaron al menos entre 17 y 26 géneros fungicos en cada zona
geografica durante los tres afios de muestreo.

En los tres afios se hallaron los géneros Alternaria, Arthrinium, Aspergillus,
Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Drechslera, Epicoccum, Fusarium,
Nigrospora, Penicillium, Phoma, Pleospora y Ulocladium en ambas zonas geograficas. El
género Curvularia se hallé en todos los afios de muestreo Unicamente en la zona Este y
el género Acremonium Unicamente en la zona Centro.

En relacién a la importancia de géneros Cladosporium fue el género
predominante de cada ano muestreado en ambas zonas geograficas con densidades
relativas que oscilaron entre un minimo de 71,01% en la zona Este y un maximo de
81,38% en la zona Centro. Este género fue secundado por Alternaria con valores que
comprenden el rango de 9,02% en la zona Centro y 18,60% en la zona Este. El tercer
género mas abundante fue Epicoccum en ambas zonas aunque en el segundo afio fue
determinado Botrytis en la zona Centro. En cuarto orden de predominancia,
Aureobasidium, Fusarium y Phoma fueron hallados en la zona Este y Botrytis en la zona
Centro. El quinto género predominante en ambas zonas fue Aureobasidium v,

ocasionalmente en el primer afio, fue Fusarium en la zona Este.
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4.1.8 Determinacion de la concentracion, densidad y distribucion por

sistema productivo de géneros

Sistemas Productivos Tradicionales (SPT)

Se determinaron al menos 18 géneros durante el primer afio de muestreo, 19
géneros durante el segundo afio y 16 géneros durante el tercero.

En los tres afios de muestreo se hallaron los géneros Acremonium, Alternaria,
Arthrinium, Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Drechslera,
Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Phoma vy Ulocladium.

Geotrichum sélo fue determinado en el primer afio de muestreo y los géneros
Chrysonilia y Mucor fueron hallados sélo en el segundo aflo mientras que Trichoderma
se encontré Unicamente en el tercero. Curvularia y Pleospora se encontraron en el
primer y segundo afio de muestreo. En la Tabla N° 41 se detallan los géneros obtenidos
en los tres afios de muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus
densidades relativas (DR) respectivas.

Cladosporium fue el género predominante de cada afio muestreado (73,34 —
82,40%) seguido por Alternaria (9,93 — 17,17%) y luego, por Epicoccum (3,09- 6,30%).
En cuarto orden de importancia fue determinado Aureobasidium durante el primer
afio (1,52%), Fusarium en el segundo (0,81%) y Botrytis en el tercero (1,32%). El quinto
género mas abundante fue Fusarium en el primer afo (0,47%), Aureobasidium en el

segundo (0,48%) y Phoma en el tercer aio (1,09%) (Fig. 77).
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Tabla N° 41: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de los

géneros hallados en sistemas productivos tradicionales de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO 3° ANO

Géneros RPA DR RPA DR RPA DR
Acremonium 4 0,02 5 0,03 3 0,02
Alternaria 1853 9,93 3040 17,17 1510 10,49
Arthrinium 21 0,11 13 0,07 10 0,07
Aspergillus 10 0,05 8 0,05 3 0,02
Aureobasidium 284 1,52 85 0,48 155 1,08
Bipolaris 18 0,10 63 0,36 15 0,10
Botrytis 57 0,31 75 0,42 190 1,32
Chrysonilia ND ND 5 0,03 ND ND
Cladosporium 15383 82,40 12986 73,34 11200 77,80
Curvularia 5 0,03 8 0,05 ND ND
Drechslera 19 0,10 58 0,33 43 0,30
Epicoccum 577 3,09 768 4,34 908 6,30
Fusarium 73 0,39 143 0,81 30 0,21
Geotrichum 3 0,02 ND ND ND ND
Mucor ND ND 5 0,03 ND ND
Nigrospora 3 0,02 35 0,20 3 0,02
Penicillium 30 0,16 83 0,47 18 0,12
Phoma 33 0,18 25 0,14 158 1,09
Pleospora 15 0,08 18 0,10 ND ND
Trichoderma ND ND ND ND 3 0,02
Ulocladium 44 0,24 35 0,20 23 0,16
Micelio estéril 88 0,47 28 0,16 43 0,30
Otros 149 0,80 220 1,24 85 0,59

ND: No Determinado

Notas: Bajo la denominacién de “Otros” se agruparon a aquellos géneros que no pudieron ser
identificados por las claves propuestas por Samson y col. (2001) y Pitt y Hocking (2009). Bajo la
denominacién “Micelio estéril” se incluyeron a aquellos hongos que no produjeron esporas,
asexuales o sexuales, en los medios de cultivo empleados y bajo las condiciones de incubacion

especificadas en la seccidon “Materiales y Métodos”.
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Fig. 77: Densidades relativas (%) de los cinco géneros predominantes en sistemas

productivos tradicionales de cada afio de muestreo.
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Sistemas Productivos Orgdnicos (SPO)

Se determinaron al menos 25 géneros durante el primer afio de muestreo, 20
géneros durante el segundo afio y 16 géneros durante el tercero.

En los tres afios de muestreo se hallaron los géneros Alternaria, Arthrinium,
Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Drechslera, Epicoccum,
Fusarium, Penicillium, Phoma y Ulocladium.

Los géneros Eurotium, Moniliella, Mucor, Scopulariopsis, Stachybotrys,
Stemphylium, Trichothecium y Wallemia sélo fueron determinados en el primer afio de
muestreo. Emericella, Geotrichum, Neosartorya y Sordaria fueron hallados sélo en el
segundo afio. Acremonium y Nigrospora se encontraron en el primer y segundo ano de
muestreo, Trichoderma se hallé en el segundo y tercero y Curvularia y Pleospora se
determinaron en el primer y tercer afio de muestreo. En la Tabla N° 42 se detallan los
géneros obtenidos en los tres afios de muestreo, junto a sus recuentos promedio
anuales (RPA) y sus densidades relativas (DR) respectivas.

Cladosporium fue el género de mayor importancia de cada afio muestreado
(70,76 — 80,39%) seguido, en segundo lugar, por Alternaria (10,43 — 14,11%) vy, en
tercer lugar, por Epicoccum (1,69 — 7,05%). En cuarto orden de predominancia fue
determinado Botrytis (1,37 — 4,59%) y en el quinto Aureobasidium (0,79 — 1,08%) (Fig.
78).
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Tabla N° 42: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de los

géneros hallados en sistemas productivos organicos de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO 3° ANO

Géneros RPA DR RPA DR RPA DR
Acremonium 7 0,03 5 0,03 ND ND
Alternaria 2942 12,62 2375 14,11 1913 10,43
Arthrinium 62 0,27 60 0,36 140 0,76
Aspergillus 7 0,03 5 0,03 5 0,03
Aureobasidium 185 0,79 170 1,01 198 1,08
Bipolaris 8 0,03 13 0,08 13 0,07
Botrytis 319 1,37 773 4,59 568 3,10
Cladosporium 18745 80,39 11914 70,76 13866 75,63
Curvularia 10 0,04 ND ND 10 0,05
Drechslera 38 0,16 63 0,37 75 0,41
Emericella ND ND 3 0,02 ND ND
Epicoccum 393 1,69 883 5,24 1293 7,05
Eurotium 15 0,06 ND ND ND ND
Fusarium 161 0,69 160 0,95 60 0,33
Geotrichum ND ND 5 0,03 ND ND
Moniliella 3 0,01 ND ND ND ND
Mucor 8 0,03 ND ND ND ND
Neosartorya ND ND 3 0,02 ND ND
Nigrospora 10 0,04 35 0,21 ND ND
Penicillium 58 0,25 58 0,34 15 0,08
Phoma 15 0,06 20 0,12 23 0,12
Pleospora 5 0,02 ND ND 10 0,05
Scopulariopsis 13 0,06 ND ND ND ND
Sordaria ND ND 5 0,03 ND ND
Stachybotrys 3 0,01 ND ND ND ND
Stemphylium 3 0,01 ND ND ND ND
Trichoderma ND ND 10 0,06 3 0,01
Trichothecium 5 0,02 ND ND ND ND
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Ulocladium 32 0,14 28 0,17 13 0,07
Wallemia 3 0,01 ND ND ND ND

Micelio estéril 23 0,10 20 0,12 38 0,20
Otros 245 1,05 230 1,37 95 0,52

ND: No Determinado

Notas: Bajo la denominacién de “Otros” se agruparon a aquellos géneros que no pudieron ser
identificados por las claves propuestas por Samson y col. (2001) y Pitt y Hocking (2009). Bajo la
denominacién “Micelio estéril” se incluyeron a aquellos hongos que no produjeron esporas,
asexuales o sexuales, en los medios de cultivo empleados y bajo las condiciones de incubacion

especificadas en la seccidon “Materiales y Métodos”.
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Fig. 78: Densidades relativas (%) de los cinco géneros predominantes en sistemas

productivos orgdnicos de cada afio de muestreo.
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Resumen por sistema productivo

Se determinaron al menos entre 16 y 25 géneros flngicos en cada sistema
productivo durante los tres afios de muestreo.

En los tres afios se hallaron los géneros Alternaria, Arthrinium, Aspergillus,
Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Drechslera, Epicoccum, Fusarium,
Penicillium, Phoma y Ulocladium en ambos sistemas productivos. Los géneros
Acremonium y Nigrospora se determinaron Unicamente en sistemas tradicionales
durante los tres afios muestreados.

En cuanto a predominancia de géneros Cladosporium fue el género de mayor
importancia en ambos sistemas durante cada afio de muestreo con densidades
relativas que comprenden el rango de 70,76% y 82,40%, ambos extremos en sistemas
tradicionales. En segundo orde de predominancia fue determinado Alternaria en el
rango de 9,93% y 17,17%, también ambos en sistemas tradicionales. El tercer género
mas abundante fue Epicoccum con valores de densidad relativa que oscilan entre
1,60% y 7,05%, los dos en sistemas organicos. En cuarto orden de importancia se hallé
Botrytis en ambos sistemas aunque, en los tradicionales, se determinaron ademas,
Aureobasidium en el primer afio y Fusarium en el segundo. El quinto género
predominante fue Aureobasidium en ambos sistemas habiéndose hallado, ademas,

Fusarium en el primer afio y Phoma en el tercero en sistemas tradicionales.
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4.2 ldentificacion, caracterizacion y distribucion de las especies
pertenecientes a los géneros Cladosporium, Alternaria, Fusarium,

Penicillium, Aspergillus, Eurotium, Stemphylium, Pleospora y Phoma

A partir de los resultados obtenidos se procedié a la identificacion a nivel
especie de los géneros Cladosporium y Alternaria debido a su predominancia en aire,
ya que son los dos géneros mas abundantes en los ambientes rurales estudiados y a su
reportada fitopatogenicidad (Sugar y Powers 1986; Lacey, 1989; Benbow y Sugar 1999;
Roberts, 2005; Horlock, 2006; Di Masi, 2014; Lutz y col., 2016). Si bien el género
Epicoccum es el tercero en orden de importancia, Pitt y Hocking (2009) sdélo describen
una Unica especie a la actualidad, por lo tanto todos los aislamientos de este género
fueron identificados como E. nigrum. Aunque el resto de los géneros fueron hallados
en mucha menor proporcién, resulta importante determinar las especies que pueden
presentar capacidad fitopatdgena y/o micotoxicogénica ya que pequeiias
concentraciones pueden ocasionar grandes danos en los cultivos. En este aspecto, y
como fuera mencionado previamente en la seccion de “Materiales y Métodos”, los
géneros Fusarium, Penicillium, Aspergillus y Eurotium han sido reportados como
importantes géneros fitopatdgenos y micotoxicogénicos por lo cual se vuelve relevante
determinar sus especies (Lacey, 1989; Willet y col., 1989; Sawamura, 1990; Roberts,
2005; Horlock, 2006; Anguiano y col., 2012; Sever y col., 2012; Wenneker y Kohl, 2013;
Di Masi, 2014; Harteveld y col., 2014; Louw, 2014; Louw y Korsten, 2014; Yu y col.,
2016; Liu y col., 2017). La identificacidn de especies de Stemphylium y Pleospora cobra
relevancia debido a la incipiente presencia de S. vesicarium en la regién ocasionando
danos en las plantaciones de peras durante las Ultimas temporadas (Di Masi, 2017). El
género Phoma contiene, en su mayoria, especies parasitas y saproéfitas (Boerema y
col., 2004), por lo tanto, no representan como tal un riesgo para los los cultivos de la
regidon. Sin embargo, al igual que con Stemphylium y Pleospora, la aparicién de
patégenos emergentes como Botryosphaeria obtusa y Cytospora spp. (Di Masi, 2017),
gue morfolégicamente comparten gran similitud con este género, vuelve relevante y
necesaria la identificacién de estas especies para determinar con exactitud su

identidad y potencial riesgo.
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4.2.5 Especies del género Cladosporium:

Este género es uno de los mas grandes y heterogéneos tanto morfolégicamente
como filogenéticamente (Sandoval-Denis y col., 2015) y se han reportado mas de 700
taxones diferentes (Dugan y col., 2004).

Varios estudios preliminares condujeron a la introduccién de subgéneros
debido al descubrimiento de tres complejos heterogéneos: C. herbarum (Schubert y
col., 2007), C. sphaerospermum (Zalar y col., 2007; Dugan y col.,, 2008) y C.
cladosporioides (Bensch y col., 2010), cada uno de ellos compuesto por especies que se
distinguen morfoldgicamente y genéticamente.

Con el fin de identificar y distinguir especies estrechamente relacionadas con
caracteristicas morfolégicas similares, el estudio de las secuencia de ADN parece ser un
método atil. Sin embargo, el analisis de ITS a menudo no es suficiente para diferenciar
taxones estrechamente relacionados y morfolégicamente similares dentro de los
complejos. En este aspecto, algunos autores eligen realizar un enfoque multilocus
basado en ITS, actina, calmodulina, factor de elongacién de la traduccién 1-a e histona
H3 porque proporcionan una resolucién mads alta y una mejor discriminacidon de
especies estrechamente relacionadas (Schubert y col., 2007; Bensch y col., 2010).

Por lo tanto, el proceso de identificacidén a nivel especie de los aislamientos de
este género se llevé a cabo en dos etapas empleando 141 aislamientos del primer afio
de muestreo y 161 aislamientos del segundo ano. En una primera instancia, se realizé
un analisis morfoldgico que consistié en un andlisis macroscdpico y microscépico que
permitio clasificar los aislamientos en grupos morfoldgicos. En una segunda instancia,
ejemplares de cada grupo seleccionados al azar y de manera proporcional fueron

analizados molecularmente para determinar la especie.
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Analisis morfolégico

Se procedid a la identificacion de 302 aislamientos llevando a cabo un estudio
morfolégico que incluyd una clasificacion macroscoépica de las colonias en medio MEA,
cultivadas a 25 °C por 14 dias segun lo establecido por Bensch y col. (2012). Esta
primer instancia permitid agrupar los aislamientos en 25 grupos morfolégicamente
diferentes nomenclados desde A-Y. Luego, 10 ejemplares de cada grupo fueron
seleccionados para realizar la descripcion microscopica en medio SNA a 25 °C por 14

dias segun lo establecido por Bensch y col. (2012).

Analisis molecular

De los 25 grupos morfolégicos obtenidos luego del andlisis macroscépico y
microscopico de los aislamientos se escogieron de manera proporcional y al azar 59
ejemplares a fin de proceder a la identificacién molecular de los mismos para asi
determinar la especie. En la Tabla N° 43 se detallan los aislamientos seleccionados vy el

grupo morfoldgico de procedencia.
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Tabla N° 43: Detalle de los aislamientos seleccionados para el andlisis molecular y el

grupo morfoldgico de procedencia.

mo?f:‘Ig(g)ico N° de aislamiento Cepa
A 1;42; 46 T3C2BV16; T1C1A015; O4C5AV15
o avemsm OO ToMIG oM
C 6; T3C3A015
D 15: 16; 50; 58 04C2BI14; TZ_IEZ;éA;/;(i;lTlCllBBPlS,
E 24; 40; 41 02C6CI14; T1C12A014; 04C5C0O15
 sammaesn  GONETGGm RGO
G 25;29 T1C12B0O15; T3C3BO15
H 13; 28; 48; 53 T2C4AP14; '_I'écciit;)/llté T2C2BP14;
I 14; 36; 37 T3C3CO15; 04C3B0O15; O1C11AI15
J 38 T3C2AI15
K 45; 55 T3C3BO14; 02C7BV16
L 18; 49 T3C1CO15; T4C8BV16
M 7; 44 T1C1BO14; O3C9CP14
N 5; 51 T1C1BO15; O3C18BI15
0] 39 T1C1BP14
P 17 03C18Al14
Q 27,59 04C2B015; T4C8CI14
R 11 O4C5AP15
S 33 02C6BI15
T 31 T1C1DI14
u 43; 56 T4C8CV15; O1C5AI14
v 8:9;32; 57 T1C11BAI14; T:;Iéf:liif, T4C11AP14;
W 10; 34: 35: 54 T2C2AO15,:125122,?;\1/51,6T4C1OBI15,
X 12 T2C4AV16
Y 21 TAC10A014
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Se logrd la amplificacion de los fragmentos de actina de los 59 aislamientos
analizados obteniéndose fragmentos de 200 pb aproximadamente. Las secuencias se
incluyen en el Anexo Ill y a continuacién se presenta una imagen del gel de agarosa
donde se observan los amplicones de los primeros 21 aislamientos (Fig. 79). El resto de

los amplicones se detallan en el Anexo lll.

200 pb

200 pb

12 13 14 15 16 17 18 19

Fig. 79: Gel de agarosa exhibiendo los fragmentos amplificados del gen de actina por
PCR utilizando los primers ACT-512F y ACT-783R. A: M: Marcador de PM de 100 pb;
CN: Control negativo; Muestras 1-9. B: M: Marcador de PM de 100 pb; Muestras 10-19.

El analisis filogenético basado en el gen de actina resultd en una muy buena
discriminacion de los aislamientos incluidos en este estudio y entre los tres principales
complejos de Cladosporium entre si. Todos los clados terminales fueron fuertemente
apoyados con valores de “bootstrap” superiores a 85. Como resultado, 27 aislamientos
fueron anidados dentro del complejo C. cladosporioides, donde 13 fueron identificados
como C. cladosporioides, 5 como C. pseudocladosporioides y 9 como C. asperulatum.
Los 32 aislamientos restantes pertenecen al complejo C. herbarum, donde se
identificaron 8 aislamientos como C. limoniforme, 5 como C. subtilissimum, 3 como C.
aggregatocicatricatum, 3 como C. macrocarpum, 2 como C. tenellum, 1 como C.
allicinum y 1 como C. ramotenellum. Los 9 aislamientos no identificados a nivel

especie, se encuentran dentro de este complejo formando parte de tres clados
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terminales diferenciados distantes filogenéticamente de cualquier especie del género

actualmente conocida (Fig. 80).
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Fig. 80: Arbol filogenético basado en el gen de actina obtenido por el método
“Maximum Likelihood” exhibiendo el analisis de los 59 aislamientos de Cladosporium
bajo estudio junto a las especies de referencia respectivas. Cercospora beticola
(CBS:116456) fue utilizada como grupo externo para enraizar el arbol. Las lineas
engrosadas representan linajes con valores de “bootstrap” superiores al 85% (el

analisis de “bootstrap” consistié en 1000 repeticiones).
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Estas 9 especies se analizaron luego molecularmente con los genes EF1-a e ITS
para lograr la identificacién de los taxones obteniéndose fragmentos aproximados de
250 pb y 540-600 pb respectivamente. En las Fig. 81 y 82 y se exhiben las corridas
electroforéticas de los amplicones. Sin embargo, los resultados de BLAST para cada gen
arrojaron un 100% de homologia con varias secuencias de especies de referencia, por
lo cual los arboles filogenéticos basados en cada gen no mostraron la resolucion de las
especies (datos no mostrados). Se procedid, entonces, a realizar un anlisis
concatenado utilizando las secuencias de los tres genes mencionados y los resultados
ayudaron a apoyar a los obtenidos con el analisis de filogenia de genes de actina (Fig.
83). Por lo tanto, estos aislamientos se perfilan como tres posibles nuevas especies,

nombradas en este trabajo como C. sp. 1, C.sp.2vy C. sp. 3.

200 pb

Fig. 81: Gel de agarosa exhibiendo los fragmentos amplificados del gen EFl-a
amplificados por PCR utilizando los primers EF1-728F y EF1-986R. M: Marcador de PM

de 100 pb, CN: Control negativo; Muestras 1-9.

500 pb

Fig. 82: Gel de agarosa exhibiendo los fragmentos amplificados de la regién ribosomal
ITS amplificados por PCR utilizando los primers ITS1 e ITS4. M: Marcador de PM de 100

pb; CN: Control negativo; Muestras 1-9.
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Fig. 83: Arbol filogenético concatenado de los genes de actina, EF1-a e ITS obtenido
por el método “Maximum Likelihood” exhibiendo el andlisis de los 59 aislamientos de
Cladosporium bajo estudio junto a las especies de referencia respectivas. Cercospora
beticola (CBS:116456) fue utilizada como grupo externo para enraizar el arbol. Las
lineas engrosadas representan linajes con valores de “bootstrap” superiores al 85% (el

analisis de “bootstrap” consistié en 1000 repeticiones).

Luego del analisis filogenético, los 25 grupos determinados a partir del anadlisis
morfoldgico de los aislamientos se redujeron a un total de 10 especies identificadas y
tres sin confirmar que componen clados diferentes.

Las secuencias obtenidas de las especies identificadas fueron cargadas en la
base de datos de GenBank y en la Tabla N° 44 se presentan los aislamientos con sus

respectivos nUmeros de acceso.
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RESULTADOS

Tabla N° 44: Numeros de acceso a GenBank para los genes de actina, EF1-a e ITS de los

aislamientos identificados a nivel especie.

Numero de acceso a GenBank

Especies Aislamiento Actina EFl-a ITS
14ACT MG680498
C. aggregatocicatricatum 36ACT MG680499
37ACT MG680500
C. allicinum 21ACT MG680501
5ACT MG680502
15ACT MG680503
16ACT MG680504
27ACT MG680505
C. asperulatum 39ACT MG680506
50ACT MG680507
51ACT MG680508
58ACT MG680509
59ACT MG680510
1ACT MG680511
19ACT MG680512
20ACT MG680513
23ACT MG680514
25ACT MG680515
26ACT MG680516
C. cladosporioides 29ACT MG680517
42ACT MG680518
43ACT MG680519
46ACT MG680520
47ACT MG680521
52ACT MG680522
56ACT MG680523
18ACT MG680524
C. limoniforme
24ACT MG680525
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40ACT MG680526
41ACT MG680527
45ACT MG680528
49ACT MG680529
55ACT MG680530
6ACT MG680531
C. macrocarpum 11ACT MG680532
12ACT MG680533
2ACT MG680534
3ACT MG680535
C. pseudocladosporioides 4ACT MG680536
22ACT MG680537
30ACT MG680538
C. ramotenellum 17ACT MG680539
7ACT MG680540
13ACT MG680541
28ACT MG680542
C. subtilissimum
44ACT MG680543
48ACT MG680544
53ACT MG680545
31ACT MG680546
C. tenellum
33ACT MG680547
8ACT MG680548 MG686620 MG702494
9ACT MG680549 MG686621 MG702495
32ACT MG680550 MG686622 MG702496
57ACT MG680551 MG686623 MG702497
Cladosporium sp. 34ACT MG680552 MG686624 MG702498
35ACT MG680553 MG686625 MG702499
10ACT MG680554 MG686626 MG702500
54ACT MG680555 MG686627 MG702501
38ACT MG680556 MG686628 MG702502
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Caracterizacion morfoldgica de los aislamientos:

A continuacidn se describen las caracteristicas macroscépicas y microscopicas
de los aislamientos representativos pertenecientes a cada uno de los 25 grupos
determinados luego del analisis morfoldgico ordenados en su correspondiente especie

establecida molecularmente.

Cladosporium cladosporioides (Grupos morfolégicos A, F, Gy U)

Caracteristicas macroscopicas:

La mayoria de los aislamientos presenta micelio de poca altura, de textura
aterciopelada y su color es verde olivaceo con bordes mas oscuros o negruzcos. Suelen
presentar poco micelio aéreo pero cuando éste se encuentra presente le da un aspecto
flocoso a la colonia, y el color puede variar entre gris y blanco. Alcanza un didametro
aproximado de 4,2 cm en 14 dias y en algunos casos se pueden observar colonias de
aspecto radiado. La umbilicacion puede ser nula o puede surcarse de forma radial en el

centro hasta llegar a romper el agar en escasas ocasiones (Fig. 84 A-D).

Caracteristicas microscépicas:

Conidiéforos no ramificados y septados sosteniendo ramoconidios de forma
cilindrica y pared de textura lisa. Abundante produccion de conidios dispuestos en
largas cadenas ramificadas (de hasta 10 conidios). Su forma es ovoide o globosa en los
conidios terminales (3-6 um x 2-3 um) y cilindrica o elipsoide en los conidios
intercalares (5-12 um x 2-3 um). Suelen ser aseptados y presentar pared celular lisa

(Fig. 84 E-F).
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Fig. 84: Colonias de Cladosporium cladosporioides luego de 14 dias de incubacién en
medio MEA: cepa T3C2BV16 perteneciente al grupo morfoldgico A (A), cepa T1C12Cl14
perteneciente al grupo morfolégico F (B), cepa T3C3BO15 perteneciente al grupo
morfolégico G (C) y cepa O1C5AI14 perteneciente al grupo morfolégico U (D).
Conidiéforos de la cepa T1C12CI14 luego de 14 dias de incubacion en medio SNA (E:
400X; F: 1000X).
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Cladosporium pseudocladosporioides (Grupo morfoldgico B):

Caracteristicas macroscopicas:

Presenta un micelio de color verde olivaceo-grisdceo con bordes definidos y de
textura flocosa por la presencia de un micelio aéreo del mismo color. Alcanza un
diametro aproximado de 4,6 cm en 14 dias y en algunos casos se pueden observar
colonias de aspecto radiado al igual que C. cladosporioides. La umbilicacién suele ser
nula o puede surcarse de forma radial sélo en el centro en escasas ocasiones (Fig. 85

A).

Caracteristicas microscoépicas:

Conidiéforos no ramificados y septados sosteniendo ramoconidios de forma
cilindrica y pared de textura lisa. Abundante produccion de conidios dispuestos en
largas cadenas ramificadas (de hasta 9 conidios). Su forma es ovoide o globosa en los
conidios terminales (3-5 pum x 1-2 um) y cilindrica o elipsoide en los conidios
intercalares (5-13 um x 2-3 um). Suelen ser aseptados y presentar pared celular lisa

(Fig. 85 B-C).
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Fig. 85: Colonias de Cladosporium pseudocladosporioides luego de 14 dias de
incubacién en medio MEA: cepa T2C2BV16 perteneciente al grupo morfolégico B (A).

Conidiéforo de la cepa T2C2BV16 luego de 14 dias de incubacién en medio SNA (B:
400X; C: 1000X).

178



Carolina V. Temperini RESULTADOS

Cladosporium asperulatum (Grupos morfolégicos D, N, Oy Q):

Caracteristicas macroscopicas:

Exhibe un micelio de color verde olivdceo con bordes definidos que pueden
variar a colores blanco-grisdceo o negro. Presentan abundante micelio aéreo lo que les
da un aspecto flocoso de color banco grisdceo y alcanza un didmetro aproximado entre
2,1-3,5 cm en 14 dias. Siempre presentan gran umbilicacién que en la mayoria de los

casos es radial (Fig. 86 A-D).

Caracteristicas microscoépicas:

Conidioforos no ramificados y septados sosteniendo ramoconidios de forma
cilindrica-oblonga y pared de textura lisa. Abundante producciéon de conidios
dispuestos en largas cadenas ramificadas (8-10 conidios). Su forma es ovoide en los
conidios terminales (5-7 um x 2-3 um) y elipsoide en los conidios intercalares (5-11 pum

x 2-4 um). Suelen ser aseptados y presentar pared celular lisa (Fig. 86 E-F).
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Fig. 86: Colonias de Cladosporium asperulatum luego de 14 dias de incubacién en
medio MEA: cepa T2C1AV16 perteneciente al grupo morfolégico D (A), cepa T1IC1BO15
perteneciente al grupo morfologico N (B), cepa T1C1BP14 perteneciente al grupo
morfolégico O (C) y cepa 04C2B0O15 perteneciente al grupo morfolégico Q (D).
Conidiéforo de la cepa T2C1AV16 luego de 14 dias de incubacion en medio SNA (E:
400X; F: 1000X).
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Cladosporium macrocarpum (Grupos morfolégicos C, Ry X):

Caracteristicas macroscopicas:

Exhibe un micelio verde olivdceo con bordes definidos y un abundante micelio
aéreo que comienza siendo blanquecino, luego se torna mas verdoso y con el tiempo
se vuelve rosado. En algunas ocasiones este micelio rosado se concentra en el centro
de la colonia y en y/o en los bordes. El micelio aéreo le otorga un aspecto felpudo o
flocoso y alcanza un didametro aproximado de 2,5-4,2 cm en 14 dias. Generalmente se
observa umbilicacién de las colonias y en algunos casos hay producciéon de exudado

negruzco (Fig. 87 A-C).

Caracteristicas microscoépicas:

Conidioforos solitarios y septados de pared lisa. Los conidios se disponen en
cadenas cortas (4-5 conidios). Su forma es ovoide-subglobosa o limoniforme en los
conidios terminales (4-9 um x 3-6 um) y elipsoide o cilindrica en los conidios
intercalares (10-15 pum x 5-8 um). Suelen ser aseptados pero algunos conidios
intercalares pueden presentar hasta dos septos y poseen pared celular ornamentada

(verrucosa) y engrosada (Fig. 87 D-F).
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Fig. 87: Colonias de Cladosporium macrocarpum luego de 14 dias de incubacion en
medio MEA: cepa T3C3A015 perteneciente al grupo morfolégico C (A), cepa O4C5AP15
perteneciente al grupo morfoldgico R (B) y cepa T2C4AV16 perteneciente al grupo
morfolégico X (C). Conidiéforo y conidios de la cepa O4C5AP15 luego de 14 dias de
incubacién en medio SNA (D: 400X; E, F: 1000X).
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Cladosporium subtilissimum (Grupos morfolégicos Hy M):

Caracteristicas macroscopicas:

Presentan micelio de color verde olivdiceo mas claro en el centro con bordes
mas oscuros de madrgenes blancos ondulados. Poseen micelio aéreo blanco,
principalmente en el centro de la colonia y exhiben una textura flocosa. Alcanza un
diametro aproximado de 1,8 cm en 14 dias y en ocasiones se observan colonias

umbilicadas radialmente (Fig. 88 A-B).

Caracteristicas microscoépicas:

Conidioforos solitarios y septados de pared lisa o finamente verrucosa. Los
conidios se disponen en cadenas largas ramificadas (hasta 10 conidios). Su forma es
subglobosa-ovoide en los conidios terminales (4-5 um x 2-3 um) y elipsoide o cilindrica
en los conidios intercalares (9-16 um x 4-5 um). Suelen ser aseptados pero pueden

presentar hasta dos septos y poseen pared verrucosa y engrosada (Fig. 88 C-E).

Fig. 88: Colonias de Cladosporium subtilissimum luego de 14 dias de incubacion en
medio MEA: cepa T3C1UV15 perteneciente al grupo morfolégico H (A) y cepa
03C9CP14 perteneciente al grupo morfolégico M (B). Conidiéforo y conidios de la cepa

T3C1UV15 luego de 14 dias de incubacién en medio SNA (C: 400X; D, E: 1000X).

183



Carolina V. Temperini RESULTADOS

Cladosporium allicinum (Grupo morfolégico Y):

Caracteristicas macroscopicas:

Presentan micelio de color verde olivdceo cubierto con abundante micelio
aéreo de color blanco grisdceo exhibiendo una textura flocosa. Los margenes son
blancos y levemente ondulados. Alcanza un didametro aproximado de 2,9 cm en 14 dias

y suelen presentar una marcada umbilicaciéon radial (Fig. 89 A).

Caracteristicas microscoépicas:

Conidiéforos solitarios y multiseptados de pared lisa. Presentan ramoconidios
secundarios largos (hasta 40 um) de forma elipsoidal. Los conidios se disponen en
cadenas ramificadas de longitud moderada (4-5 conidios) y su forma es subglobosa u

ovoide (4-8 um x 2-3 um). Suelen ser aseptados y poseen pared verrucosa (Fig. 89 B-C).

Fig. 89: Colonia de Cladosporium allicinum luego de 14 dias de incubacién en medio
MEA: cepa T4AC10A014 perteneciente al grupo morfolédgico Y (A). Conidioforos de la
cepa T4AC10A014 luego de 14 dias de incubacién en medio SNA (B: 400X; C: 1000X).
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Cladosporium ramotenellum (Grupo morfoldgico P):

Caracteristicas macroscopicas:

Micelio de color verde olivaceo con centro de color mas claro y bordes
definidos blancos. Presenta poca altura, su textura es velutinosa y tiene escaso micelio
aéreo. Alcanza un didmetro aproximado de 3,1 cm en 14 dias y exhibe abundante

esporulacidén soliendo formar colonias satélites alrededor (Fig. 90 A).

Caracteristicas microscoépicas:

Conidiéforos solitarios, septados sosteniendo ramoconidios septados de forma
cilindrica. Los conidios se disponen en cadenas ramificadas de longitud media (4-7
conidios). Su forma es ovoide-subglobosa en los conidios terminales (5-7 um x 2-4 um)
y ovoide o elipsoide en los conidios intercalares (8-15 um x 3-4 um). Suelen ser

aseptados y presentar pared verrucosa (Fig. 90 B-C).

Fig. 90: Colonia de Cladosporium ramotenellum luego de 14 dias de incubacién en
medio MEA: cepa 03C18Al14 perteneciente al grupo morfolégico P (A). Conidiéforos
de la cepa O3C18AI14 luego de 14 dias de incubaciéon en medio SNA (B: 400X; C:
1000X).
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Cladosporium tenellum (Grupos morfolégicos Sy T):

Caracteristicas macroscopicas:

Presentan micelio de color verde olivaceo oscuro con bordes amarronados,
muy rasado sobre la superficie del agar de aspecto velutinoso. En ocasiones presenta
un micelio aéreo blanquecino-grisdceo otorgdndole una textura flocosa. Alcanza un
didmetro aproximado de 3,2 cm en 14 dias y pueden exhibir umbilicacion en
ocasiones. Presentan abundante esporulacién en el centro de la colonia y suelen tener

un aspecto radiado (Fig. 91 A-B).

Caracteristicas microscoépicas:

Conidiéforos solitarios, septados sosteniendo en ocasiones ramoconidios de
forma cilindrica. Los conidios se disponen en cadenas ramificadas de longitud media
(4-8 conidios). Su forma es ovoide-subglobosa en los conidios terminales (3-6 um x 2-3
pum) y ovoide o elipsoide en los conidios intercalares (5-10 um x 3-5 um). Suelen ser

aseptados y presentar pared verrucosa (Fig. 91 C-D).
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Fig. 91: Colonias de Cladosporium tenellum luego de 14 dias de incubacidon en medio
MEA: cepa 02C6BI15 perteneciente al grupo morfolégico S (A) y cepa T1C1DI14
perteneciente al grupo morfolégico T (B). Conidiéforos de la cepa T1C1DI14 luego de

14 dias de incubacion en medio SNA (C: 400X; D: 1000X).
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Cladosporium aggregatocicatricatum (Grupo morfoldgico I):

Caracteristicas macroscopicas:

Presentan micelio de color verde olivaceo intenso de textura velutinosa. Los
margenes son blancos y levemente ondulados y presentan escaso micelio aéreo blanco
flocoso principalmente en el centro de la colonia. Alcanza un didmetro aproximado de

2,7 cm en 14 dias y suelen presentar umbilicacién radial (Fig. 92 A).

Caracteristicas microscoépicas:

Conidiéforos solitarios y multiseptados de pared lisa que sostienen
ramoconidios secundarios de forma cillindrica. Los conidios se disponen en cadenas
cortas ramificadas (3-4 conidios). Su forma es ovoide-subglobosa en los conidios
terminales (4-8 um x 3-4 um) y ovoide o elipsoide en los conidios intercalares (7-14 um

X 3-4 um). Suelen ser aseptados y presentar pared verrucosa (Fig. 92 B-C).
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Fig. 92: Colonias de Cladosporium aggregatocicatricatum luego de 14 dias de
incubacion en medio MEA: cepa O1C11AI15 perteneciente al grupo morfoldgico | (A).
Conidioéforos de la cepa O1C11AI15 luego de 14 dias de incubacion en medio SNA (B:
400X; C: 1000X).
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Cladosporium limoniforme (Grupos morfolégicos E, Ky L):

Caracteristicas macroscopicas:

Presentan micelio de baja altura de color verde olivdceo mas claro en el centro
con bordes mds oscuros verde-grisaceo. Exhiben textura aterciopelada y poseen
escaso micelio aéreo. Alcanza un didmetro aproximado de 4,6 cm en 14 dias y una
marcada umbilicacién radial y circular. Dado que presentan abundante esporulacién

usualmente pueden formar microcolonias (Fig. 93 A-C).

Caracteristicas microscoépicas:

Conidioforos no ramificados, cortos y septados sosteniendo ramoconidios
septados de forma cilindrica y pared lisa. Abundante produccion de conidios
dispuestos en cadenas ramificadas de longitud media (4-7 conidios). Su forma es
ovoide-subglobosa en los conidios terminales (3-4 pum x 2-3 um) y ovoide
(limoniforme) en los conidios intercalares (4-10 um x 2-4 um). Suelen ser aseptados y

presentar pared verrucosa (Fig. 93 D).

190



Carolina V. Temperini RESULTADOS

Fig. 93: Colonias de Cladosporium limoniforme luego de 14 dias de incubacién en
medio MEA: cepa 02C6ClI14 perteneciente al grupo morfoldgico E (A), cepa T3C3B014
perteneciente al grupo morfolégico K (B) y cepa T4C8BV16 perteneciente al grupo
morfolégico L (C). Conidiéforo de la cepa 02C6Cl14 luego de 14 dias de incubacién en

medio SNA (D: 1000X).
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Los aislamientos que fueron identificados como “C. sp.” fueron caracterizados
morfolégicamente complementando sus aspectos macroscopicos en medio PDA al 2%
y OA, bajo las condiciones de incubacidn descriptas, segun Bensch y col. (2012) para
brindar una descripcion mas detallada y precisa de estos aislamientos a los que no se

les pudo asignar una especie de Cladosporium actualmente descripta.

Cladosporium. sp. 1 (Grupo morfolégico V):

Caracteristicas macroscopicas:

PDA: Presenta un micelio verde olivdceo que se cubre por un abundante
micelio aéreo blanco flocoso que se extiende hasta los margenes. Alcanza un didmetro

de 2,0 cm a los 14 dias y exhibe una marcada umbilicacién radial (Fig. 94 A).

OA: El micelio es escaso y posee un color verde amarronado de textura
granulosa, sin micelio aéreo. Alcanza un diametro de 1,8 cm a los 14 dias y no presenta

umbilicacién (Fig. 94 B).

MEA: El micelio es verde olivaceo y sélo se observa en el centro de la colonia ya
gue se cubre hasta los margenes por un micelio aéreo blanco de aspecto felpudo.

Alcanza un didmetro de 2,7 cm a los 14 dias y no presenta umbilicacién (Fig. 94 C).

Caracteristicas microscépicas:

Conidiéforos solitarios y septados con pared de textura lisa. La esporulacion es

escasa y los conidios suelen disponerse de forma solitaria. Su forma es ovoide (5-6 um

X 2-4 um) y son aseptados. Poseen una pared celular muy engrosada y verrucosa (Fig.

94 D-G).
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Fig. 94: Caracteristicas morfoldégicas de Cladosporium sp. 1. Colonias de la cepa
TAC11AP14 luego de 14 dias de incubacidn en medio PDA (A), OA (B) y MEA (C).
Conidioforos y conidios de la cepa TAC11AP14 luego de 14 dias de incubacion en medio

SNA (D, E: 400X; F, G: 1000X).
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Cladosporium sp. 2 (Grupo morfolégico W):

Caracteristicas macroscopicas:

PDA: El micelio posee un color verde olivaceo y esta cubierto en casi su
totalidad por un micelio blanco de textura flocosa. Alcanza un diametro de 1,9 cm en

14 dias y presenta una marcada umbilicacidn radial (Fig. 95 A).

OA: El micelio es verde olivdceo con mayor intensidad en los bordes y de
textura flocosa. Suele presentar escaso micelio aéreo de color blanquecino en el
centro de la colonia. Alcanza un didmetro de 2,0 cm en 14 dias y no presenta

umbilicacion (Fig. 95 B).

MEA: Exhibe un micelio verde olivaceo palido cubierto en su totalidad hasta los
margenes por un micelio aéreo blanco-grisdiceo de textura flocosa. Alcanza un

didametro de 2,3 cm en 14 dias y presenta umbilicacidon de forma radial (Fig. 95 C).

Caracteristicas microscépicas:

Conidiéforos solitarios y septados con pared de textura lisa. La esporulacion es
moderada y los conidios suelen disponerse en cadenas de longitud media (4-5
conidios). Su forma es ovoide-subglobosa en los conidios terminales (4-5 um x 2-4 um)
y elipsoide en los conidios intercalares (12-15 um x 3-4 um). Algunos suelen presentar
1 septo ocasionando constriccion en su porcion media y poseen una pared celular

engrosada y verrucosa (Fig. 95 D-F).
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Fig. 95: Caracteristicas morfolégicas de Cladosporium sp. 2. Colonias de la cepa
T1C12AV16 luego de 14 dias de incubacién en medio PDA (A), OA (B) y MEA (C).
Conididforos y conidios de la cepa T1C12AV16 luego de 14 dias de incubacion en

medio SNA (D: 400X; E, F: 1000X).
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Cladosporium sp. 3 (Grupo morfoldgico J):

Caracteristicas macroscopicas:

PDA: El micelio posee un color verde olivaceo palido cubierto por un micelio
aéreo blanco-grisdceo que le otorga una textura velutinosa. Los margenes son
regulares de color blanquecino. Alcanza un diametro de 1,9 cm en 14 dias y posee una

marcada umbilicacién (Fig. 96 A).

OA: El micelio es verde olivaceo con menor intensidad en los bordes. Suele
presentar un micelio aéreo de color blanquecino principalmente en el centro de la
colonia otorgandole un aspecto flocoso. Alcanza un didametro de 1,5 cm en 14 dias y

no presenta umbilicacion (Fig. 96 B).

MEA: El micelio presenta un color verde olivdceo oscuro cubierto por un
micelio aéreo flocoso que se extiende hasta los margenes. Alcanza un didmetro de 1,7

cm en 14 dias y presenta una marcada umbilicacién (Fig. 96 C).

Caracteristicas microscépicas:

Conidiéforos septados presentando marcadas curvaturas, en ocasiones en
forma de zig-zag. Los conidios suelen disponerse de manera solitaria o en cadenas muy
cortas (2-3 conidios). Su forma es ovoide-subglobosa o elipsoide (9-17 um x 5-6 um).
Suelen ser aseptados pero algunos son monoseptados y poseen una pared engrosada y

verrucosa (Fig. 96 D-E).
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Fig. 96: Caracteristicas morfolégicas de Cladosporium sp. 3. Colonias de la cepa
T3C2AI15 luego de 14 dias de incubacion en medio PDA (A), OA (B) y MEA (C).
Conidioéforos y conidios de la cepa T3C2AI15 luego de 14 dias de incubaciéon en medio

SNA (D: 400X; E: 1000X).
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Finalmente y como resultado de la caracterizacion morfolégica y molecular se
presenta en la Tabla N° 45 un resumen de los aislamientos, grupos morfolégicos y

especie a los cuales proceden.

Tabla N° 45: Detalle de los aislamientos, grupos morfolégicos y especie de

procedencia.

C. aggregatocicatricatum 14; 36; 37 I
C. allicinum 21 Y
C. asperulatum > 15; 16; 27;535;9; >0; 51; 58; D,N,O,Q
C. cladosporioides 1;19; 423(:; 4263;; 4275;;5226;;529; 42; AF G U
C. limoniforme 18; 24, 40; 41, 45; 49; 55 E, K, L
C. macrocarpum 6;11;12 C,RX
C. pseudocladosporioides 2;3;4;22;30 B
C. ramotenellum 17 P
C. subtilissimum 7; 13; 28; 44; 48; 53 H, M
C. tenellum 31; 33 S, T
C.sp.1 8;9;32;57 Vv
C.sp.2 10; 34; 35; 54 W
C.sp.3 38 J

198




Carolina V. Temperini RESULTADOS

Luego se determinaron las frecuencias de aislamiento de las especies de
Cladosporium en los dos primeros afios de muestreo realizado.

En ambos anos se hallaron las especies C. agregatocicatricatum, C.
asperulatum, C. cladosporioides, C. limoniforme, C. macrocarpum, C.
pseudocladosporioides, C. ramotenellum, C. subtilissimum, C. tenellumy C. sp..

La especie C. allicinum fue hallada Unicamente durante el primer afio de
muestreo.

La especie predominante fue C. cladosporioides seguida por C. limoniforme en
segundo lugar y C. asperulatum en tercer lugar en ambos afios de muestreo. El cuarto
lugar lo ocupd C. subtilissimum durante el primer aifo y C. pseudocladosporioides en el
segundo afio.

En ambos afios de muestreo las especies pertenecientes al complejo C.
cladosporioides (C. asperulatum, C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides)
predominan sobre las especies del complejo C. herbarum (C. agregatocicatricatum, C.
allicinum, C. limoniforme, C. macrocarpum, C. ramotenellum, C. subtilissimum, C.
tenellum y C. sp.). Ninguno de los aislamientos bajo estudio pertenece al complejo C.
sphaerospermum.

En las Tablas N° 46 y 47 se presentan los recuentos promedio anuales (RPA) y
las densidades relativas (DR) de las especies y complejos de especies obtenidos por

cada ano de muestreo y los resultados se observan en las Fig. 97 y 98.

199



Carolina V. Temperini RESULTADOS

Tabla N° 46: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies de Cladosporium halladas en los dos primeros afos de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
C. aggregatocicatricatum 136 0,80 563 4,53
C. allicinum 373 2,19 ND ND
C. asperulatum 1925 11,28 1979 15,89
C. cladosporioides 7600 44,54 5664 45,50
C. limoniforme 5728 33,57 2107 16,92
C. macrocarpum 26 0,15 26 0,21
C. pseudocladosporioides 51 0,30 1420 11,40
C. ramotenellum 34 0,20 93 0,75
C. subtilissimum 638 3,74 96 0,77
C. tenellum 342 2,00 360 2,89
C. sp. 211 1,24 142 1,14

ND: No Determinado

Fig. 97: Densidades relativas de las especies de Cladosporium halladas en los dos

primeros afios de muestreo.
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Tabla N° 47: Recuentos promedio anuales (UFC/m?) y densidades relativas (%) de

complejos de especies de Cladosporium hallados en los dos primeros afios de

muestreo.

1° ANO 2° ANO

Complejos de especies RPA DR RPA DR

Complejo C. cladosporioides 9,58E+03 56,12 9,06E+03 72,79

Complejo C. herbarum 7,49E+03 43,88 3,39E+03 27,21

Fig. 98: Densidades relativas de los complejos de especies de Cladosporium hallados en

los dos primeros afios de muestreo.
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4.2.1 Especies del género Alternaria

Se procedidé a la determinacion del grupo especie al cual pertenecia cada
aislamiento bajo estudio de acuerdo al patrén de esporulacidon que presentaron segun
lo establecido por Simmons y Roberts (1993) y Simmons (2007). Para ello se llevo a
cabo la observacion bajo lupa binocular de un total de 218 aislamientos pertenecientes
al primer afio de muestreo y 197 aislamientos pertenecientes al segundo.

Tanto en el primer como en el segundo afio de muestreo se hallaron las
especies A. tenuissima (Fig. 99), A. alternata y A. arborescens. El porcentaje de
distribucién anual de los aislamientos de Alternaria dentro de cada grupo especie
reveld a la especie A. tenuissima como predominante (83,59-80,56%) seguida por la
especie A. alternata (9,70-15,47%) y por ultimo A. arborescens (0,13-1,80%). Tanto A.
alternata como A. arborescens presentaron densidades relativas superiores el segundo
afio respecto al primero (Fig. 100).

Los recuentos promedio anuales (RPA) y las densidades relativas (DR) obtenidos
luego de la identificacion a nivel grupo especie de los aislamientos del primer vy

segundo afio de muestreo se presentan en la Tabla N° 48.

Fig. 99: Caracteristicas morfoldgicas de A. tenuissima. Colonia de la cepa T4C100V15

luego de 7 dias de incubacién en medio V8 y PZA.
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Tabla N° 48: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies de Alternaria halladas en los dos primeros afios de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
A. alternata 233 9,72 419 15,47
A.arborescens 3 0,13 49 1,80
A. tenuissima 2004 83,57 2181 80,56
A.sp. 158 6,59 59 2,17

Fig. 100: Densidades relativas de las especies de Alternaria halladas en en los dos

primeros afios de muestreo.
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4.2.2 Especies del género Fusarium

Se llevé a cabo la identificacion de 45 aislamientos de Fusarium pertenecientes
al primer afio de muestreo y 38 aislamientos pertenecientes al segundo afio de
muestreo de acuerdo a los protocolos y las claves propuestas por Nelson y col. (1983) y
Leslie y Summerell (2006).

En ambos afos de muestreo se hallaron las especies F. acuminatum, F.
proliferatum, F. semitectum, F. sporotrichioides y F. sp.

Las especies F. compactum, F. crookwellense, F. dlamini, F. poae y F. solani sélo
fueron determinadas en el primer afio y las especies F. chlamydosporum, F.
oxysporum, F. polyphialidicum, F. reticulatum, F. sambucinum y F. verticillioides sélo en
el segundo afio.

Tanto en el primer como el segundo afio la especie predominante fue F.
sporotrichioides seguida de F. semitectum. El tercer lugar corresponde a F.
crookwellense en el primer afio y F. acuminatum en el segundo.

En las Fig. 101, 102 y 103 se exhiben las caracteristicas morfolégicas de las
colonias de algunas de las especies mencionadas.

Los recuentos promedio anuales (RPA) y las densidades relativas (DR) obtenidos
luego de la identificacién a nivel especie de los aislamientos del primer y segundo afio

de muestreo se presentan en la Tabla N° 49 y los resultados se observan en la Fig. 104.
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Fig. 101: Caracteristicas morfoldgicas de especies de Fusarium luego de 10 dias de
incubacion en medio PDA. Colonia de F. dlamini (cepa T2C2DV15), frente y reverso (A,

B); F. oxysporum (cepa T2C2G015) (C, D) y F. verticillioides (cepa O4C5HO15) (E, F).
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Fig. 102: Caracteristicas morfoldgicas de especies de Fusarium luego de 10 dias de
incubacién en medio PDA. Colonia de F. sporotrichioides (cepa O1C11EQ14), frente y
reverso (A, B); F. semitectum (cepa T3C1DV15) (C, D) y F. poae (cepa 02C7GI14) (E, F).
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Fig. 103: Caracteristicas morfoldgicas de especies de Fusarium luego de 10 dias de
incubacion en medio PDA. Colonia de F. solani (cepa T4C10D014), frente y reverso (A,

B); F. acuminatum (cepa 02C6DV16) (C, D) y F. compactum (cepa T1C1K3114) (E, F).
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Tabla N° 49: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies de Fusarium halladas en los dos primeros afios de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
F. acuminatum 1 0,64 18 11,84
F. chlamydosporum ND ND 1 0,66
F. compactum 9 7,48 ND ND
F. crookwellense 10 8,55 ND ND
F. dlamini 2 1,92 ND ND
F. oxysporum ND ND 3 1,97
F. poae 3 2,14 ND ND
F. polyphialidicum ND ND 6 3,95
F. proliferatum 9 7,69 4 2,63
F. reticulatum ND ND 3 1,97
F. sambucinum ND ND 3 1,97
F. semitectum 31 26,71 32 21,05
F. solani 3 2,14 ND ND
F. sporotrichioides 41 35,26 80 52,63
F. verticillioides ND ND 1 0,66
F. sp. 9 7,48 1 0,66

ND: No Determinado
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Fig. 104: Densidades relativas de las especies de Fusarium halladas en en los dos

primeros afios de muestreo.
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4.2.3 Especies del género Penicillium

Los aislamientos pertenecientes a este género fueron identificados segln la
metodologia y clave propuesta por Pitt y Hocking (2009). De esta manera se analizaron
macroscopicamente y microscépicamente 27 aislamientos pertenecientes al primer
afo de muestreo y 33 aislamientos pertenecientes al segundo afo.

En ambos afios de muestreo se hallaron las especies P. brevicompactum, P.
canescens, P. expansum y P. raistrickii.

Las especies P. chrysogenum, P. janczewski y P. restrictum sélo fueron
determinadas en el primer afio y las especies P. funiculosum, P. paneum, P. solitum, P.
verrucosum y P. sp. sélo en el segundo afo.

La especie predominante durante el primer afio fue P. expansum seguida por P.
brevicompactum en segundo lugar y P. canescens en tercer lugar. En el segundo ano P.
brevicompactum fue la mas hallada seguida por P. canescens y el tercer lugar fue
compartido por P. funiculosumy P. paneum.

En las Fig. 105, 106, 107 y 108 se exhiben las caracteristicas macroscépicas de
los cultivos de las especies mencionadas.

Los recuentos promedio anuales (RPA) y las densidades relativas (DR) obtenidos
luego de la identificacién a nivel especie de los aislamientos del primer y segundo afio

de muestreo se presentan en la Tabla N° 50 y los resultados se observan en la Fig. 109.
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Fig. 105: Caracteristicas morfoldgicas de especies de Penicillium subgénero
Aspergilloides. Colonias de P. restrictum (cepa 03C18DI14) luego de 7 dias de
incubacién en medio MEA 25°C (A), CYA 25°C (B) y G25N 25°C (C).

Fig. 106: Caracteristicas morfoldgicas de especies de Penicillium subgénero
Biverticillium. Colonias de P. funiculosum (cepa 03C18C1l115) luego de 7 dias de
incubacion en medio MEA 25°C (A), CYA 25°C (B) y MEA 37°C (C).
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Fig. 107: Caracteristicas morfoldgicas de especies de Penicillium subgénero Furcatum
luego de 7 dias de incubacion en medio MEA 25°C (primer columna), CYA 25°C
(segunda columna) y G25N 25°C (tercer columna). Colonias de P. canescens (cepa
O3C18E014) (A, B, C), P. janczewski (cepa O4C3EV15) (D, E, F) y P. raistrickii (cepa
T1C12J1014) (G, H, 1).
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Fig. 108: Caracteristicas morfoldgicas de especies de Penicillium subgénero Penicillium
luego de 7 dias de incubacidn en medio MEA 25°C (primer columna), CYA 25°C
(segunda columna) y CSN 25°C (tercer columna). Colonias de P. brevicompactum (cepa
04C2EO014) (A, B, C), P. chrysogenum (cepa T4C11DV15) (D, E, F), P. expansum (cepa
O3C18EI14) (G, H, 1) y P. paneum (cepa T1C11BDO15) (J, K, L).
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Tabla N° 50: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies de Penicillium halladas en los dos primeros afios de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
P. brevicompactum 13 28,57 26 37,50
P. canescens 8 17,14 25 35,71
P. chrysogenum 1 2,86 ND ND
P. expansum 15 34,28 1 1,79
P. funiculosum ND ND 5 7,14
P. janczewski 1 2,86 ND ND
P. paneum ND ND 6 8,93
P. raistrickii 3 5,71 3 3,57
P. restrictum 3 5,71 ND ND
P. solitum 1 2,86 1 1,79
P. verrucosum ND ND 1 1,79
P. sp. ND ND 1 1,79

ND: No determinado
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Fig. 109: Densidades relativas de las especies de Penicillium halladas en los dos

primeros afios de muestreo.
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4.2.4 Especies de los géneros Aspergillus y Eurotium

Las especies de ambos géneros fueron identificadas seglin la metodologia y
clave propuesta por Pitt y Hocking (2009). De esta manera se analizaron
morfoldgicamente 6 aislamientos de Aspergillus y 5 de Eurotium pertenecientes al
primer aflo de muestreo y 5 aislamientos de Aspergillus pertenecientes al segundo
afo.

Con respecto a Aspergillus, en ambos afios de muestreo se hallaron las especies
A. niger, A. versicolor y A. sp.. Las especies A. sydowii y A. wentii sélo fueron
determinadas en el primer afo.

Las especies predominantes durante el primer afio fueron A. versicolor y A.
wentii y en el segundo afio A. niger fue la mas hallada.

Con respecto a Eurotium, todos los aislamientos se identificaron como E.
chevalieriy s6lo fueron determinados en el primer afio de muestreo.

En las Fig. 110 y 111 se exhiben las caracteristicas macroscépicas de los cultivos
de las especies de ambos géneros mencionadas.

Los recuentos promedio anuales (RPA) y las densidades relativas (DR) obtenidas
luego de la identificacidn a nivel especie de los aislamientos del primer y segundo afio
de muestreo se presentan en la Tabla N° 51 y los resultados se observan en las Fig.

112.
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Fig. 110: Caracteristicas morfolégicas de especies de Aspergillus luego de 7 dias de

incubacion en medio MEA 25°C (primer columna), CYA 25°C (segunda columna), CY20S
25°C (tercer columna) y CYA 37°C (cuarta columna). Colonias de A. niger (cepa
03C1EV15) (A, B, C, D), A. sydowii (cepa 04C5Cl14) (E, F, G, H), A. versicolor (cepa
T2C1IMP15) (1, J, K, L) y A. wentii (cepa TAC10GV15) (M, N, O, P).
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Fig. 111: Caracteristicas morfoldgicas de especies de Eurotium. Colonias de E. chevalieri
de la cepa O4C5N1114 luego de 7 dias de incubacion en medio MEA 25°C (A), CYA 25°C
(B), CY20S 25°C (C) y G25N 25°C (D).

Tabla N° 51: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies de Aspergillus halladas en los dos primeros afios de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
A. niger 2 17,65 4 60,00
A. sydowii 1 14,71 ND ND
A. versicolor 3 29,41 1 20,00
A. wentii 3 29,41 ND ND
A. sp. 1 8,82 1 20,00

ND: No Determinado

Fig. 112: Densidades relativas de las especies de Aspergillus halladas en los dos

primeros afios de muestreo.
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4.2.6 Especies de los géneros Stemphylium y Pleospora

Se llevd a cabo la identificacion a nivel especie de 8 aislamientos pertenecientes
al primer afio de muestreo y 3 aislamientos pertenecientes al segundo afio de
muestreo. Para ello se realizd un analisis y caracterizacion morfolégica a nivel
macroscopico y microscépico y luego se llevé a cabo un estudio molecular y

filogenético empleando el gen EF1-a.

Analisis y caracterizacion morfolégica de los aislamientos:

Se realizé la identificaciéon morfoldgica en base a observaciones macroscopicas

y microscépicas de las colonias de los 11 aislamientos en medio PDA, V8 y PZA.

Caracteristicas macroscopicas:

PDA: presentan un micelio de color amarronado con abundante micelio aéreo
blanco con tintes amarillentos y amarronados que le da un aspecto flocoso o
algodonoso. La colonia es elevada y alcanza un diametro aproximado de 4,6 cm luego
de 14 dias de incubacién en las condiciones establecidas con margenes blancos y
regulares. Algunos aislamientos pueden producir pigmentos solubles que tifien de un
color anaranjado-rojizo el medio de cultivo (Fig. 113 A-C).

De los 11 aislamientos bajo estudio, 9 desarrollaron al cabo de 3 semanas
pseudotecios que maduraron aproximadamente 9 meses después de la inoculacion en
el medio liberando ascosporas maduras cuyas caracteristicas microscopicas se

describirdn posteriormente.

V8: presentan un micelio marrén oscuro con abundante micelio aéreo blanco
gue le otorga un aspecto flocoso o algodonoso. La colonia alcanza un didmetro de
aproximado de 6,3 cm luego de 14 dias de incubacién en las condiciones establecidas y
al cabo de tres semanas ocupa todo el didmetro de una placa de Petri de 90 mm. En

ocasiones pueden presentar un aspecto radiado y sus madrgenes son incoloros vy
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regulares. Al igual que en las placas de PDA 9 de 11 aislamientos desarrollaron al cabo

de 3 semanas pseudotecios en abundancia (Fig. 113 D).

PZA: presentan un micelio marrén palido con abundante micelio aéreo blanco
solo en el centro de la colonia brindandole un aspecto flocoso o algodonoso. Luego el
micelio que se extiende por fuera del centro es blanquecino o incoloro sin micelio
aéreo. La colonia alcanza un didmetro de aproximado de 5,8 cm luego de 14 dias de
incubacién en las condiciones establecidas y al igual que en V8, al cabo de tres
semanas ocupa todo el didametro de una placa de Petri de 90 mm. Como sucede en los
otros medios de cultivo 9 de 11 aislamientos desarrollaron al cabo de 3 semanas

pseudotecios en abundancia (Fig. 113 E).

Fig. 113: Caracteristicas morfolégicas de S. vesicarium y P. alli. Colonias de S.
vesicarium (cepa O3C18D1P14) luego de 14 dias de incubacidn en medio PDA (A).
Colonias de P. alli (cepas T1C12G014; T2C2EO014; O3C5JP14; T2CAEI15) luego de 14
dias de incubacion en medio PDA, frente y reverso (B-C). Colonias de P. alli (cepa
T2C2EO014) luego de 21 dias de incubacién en medio V8 (D) y en medio PZA (E)

presentando pseudotecios.
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Caracteristicas microscépicas:

La observaciéon microscépica de los conidios se realizé en medio PZA luego de
14-21 dias de incubacién debido a la lenta esporulacién de los aislamientos. Los
mismos se presentan de forma solitaria sostenidos sobre conidiéforos septados y no
ramificados. Su forma es oblonga o elipsoide con medidas de 15-32 um de largo por 8-
15 um de ancho. El apice suele ser redondeado y presentan 1-3 septos transversales
que suelen ocasionar una constriccién central y multiples septos longitudinales. El
color es marrdén oscuro y su pared es densamente verrucosa (Fig. 114 A-B).

En cuanto a las ascosporas, la descripcidon se llevd a cabo en medio PDA y las
mismas tardaron un periodo aproximado de 8-9 meses en madurar y liberarse de los
pseudotecios. Los pseudotecios suelen presentar una forma redondeada u ovalada y
tienen 1-2 mm de didmetro). Son facilmente observables a simple vista y su color es
marrdn oscuro o negruzco (Fig. 114 C). Los ascos son hialinos y contienen 8 ascosporas
oblongas o elipsoidales de un color marrén oscuro que miden 32-35 um de largo por
10-12 um de ancho. Pueden presentar hasta 6 septos transversales y multiples septos

longitudinales (Fig. 114 D).
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Fig. 114: Caracteristicas microscépicas de S. vesicarium y P. alli. Conidios de S.
vesicarium (cepa 03C18D1P14) luego de 14 dias en medio PZA (A: 100X, B: 1000X);
pseudotecios de P. alli (cepa T2C2EOQ14) luego de 14 dias en medio V8 (C: 40X) y
ascosporas de P. alli (cepa T2C2EOQ14) liberandose de un pseudotecio maduro luego de

9 meses de incubacidon en medio PDA (D: 400X).
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Analisis molecular

Se logré la amplificacion de los fragmentos de EF1-a de los 11 aislamientos
analizados, obteniéndose un fragmento de aproximadamente 250 pb. Las secuencias
se incluyen en el Anexo lll y a continuacidon se presenta una imagen de la corrida

electroforética de los amplicones (Fig. 115).

Fig. 115: Gel de agarosa exhibiendo los fragmentos amplificados del gen EF1-a por PCR
utilizando los primers EF1-728F y EF1-986R. M: Marcador de PM de 100 pb; CN:

Control negativo; Muestras 1-11. B.

Debido al hallazgo de pseudotecios durante el analisis morfoldgico de las
colonias, se incluyeron en el analisis filogenético todas las secuencias del gen EFl-a
gue existieran en GenBank para las especies de referencia del teleomorfo Pleospora.

El andlisis filogenético basado en el gen resultd6 en una muy buena
discriminacidon de los aislamientos incluidos en este estudio y de las cepas de
referencia entre si. Asi se pudo confirmar con fuerte apoyo la identidad de los 11
aislamientos bajo estudio que resultaron pertenecer a la especie S. vesicarium (Fig.

116).
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Fig. 116: Arbol filogenético basado en el gen EF1-a obtenido por el método “Maximum
Likelihood” exhibiendo el andlisis de los 11 aislamientos de Stemphylium y Pleospora
junto a las especies de referencia respectivas. Cercospora beticola (CBS:116456) fue
utilizada como grupo externo para enraizar el arbol. Las lineas engrosadas representan
linajes con valores de “bootstrap” superiores al 85% (el analisis de “bootstrap”

consistié en 1000 repeticiones).
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Dado que 9 de los 11 aislamientos presentaron desarrollo de pseudotecios con
ascosporas maduras en los medios de cultivo descriptos podemos afirmar que los
mismos pertenecen al teleomorfo Pleospora alli, del cual no existen en GenBank
secuencias correspondientes al gen EF1-a, razén por la cual no se lo pudo incluir como
cepa de referencia en el estudio filogenético. Estos resultados apoyan Ia
caracterizacion morfoldgica llevada a cabo.

De esta forma 1 de los 8 aislamientos obtenidos en el primer afio de muestreo
pertenecen al anamorfo S. vesicarium y los 7 restantes al teleomorfo Pleospora alli
mientras que, de los 3 aislamientos recolectados durante el segundo afio, 2

correponden a S. vesicarium y uno a Pleospora alli como se observa en la Fig. 117.

Fig. 117: Densidades relativas de las especies de Stemphylium y Pleospora halladas en

los dos primeros afios de muestreo.
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4.2.7 Especies del género Phoma:

Se llevé a cabo la identificacidn morfolégica de 13 aislamientos de Phoma
pertenecientes al primer afio de muestreo y 12 aislamientos pertenecientes al segundo
afio segun la metodologia y clave propuestas por Boerema y col. (2004). Luego se
seleccionaron 20 aislamientos y se realizd un analisis molecular basado en los genes de
la regién ribosomal ITS y actina.

Se logré amplificar la regién ITS de los 20 aislamientos obteniéndose un
fragmento de aproximadamente 530-600 pares de bases como se aprecia en la Fig.

118, cuyas secuencias se encuentran en el Anexo Il

500 pb

M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Fig. 118: Gel de agarosa exhibiendo los fragmentos amplificados de la region ribosomal
ITS por PCR utilizando los primers ITS1 e ITS4. A: M: Marcador de PM de 100 pb; CN:
Control negativo; Muestras 1-10. B: M: Marcador de PM de 100 pb; Muestras 11-20.
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El analisis basado en los genes ribosomales resulta en una buena discriminacién
de las especies de Phoma pertenecientes a las 9 secciones descriptas
morfolégicamente por Boerema y col. (2004) entre si. Se logré confirmar con fuerte
apoyo la identidad de las especies de P. aliena, P. betae y P. medicaginis. Los
aislamientos alojados en el clado de P. glomerata no arrojaron valores de “bootstrap”
que permitieran confirmar su identidad. Los aislamientos 5P y 12P componen un clado
definido que no abarca ninguna de las secciones de Phoma compuestas por las
especies de referencia utilizadas y los aislamientos 9P y 15P parecen estar cercanos
evolutivamente entre si pero al igual que en el caso anterior no se alojaron dentro de

los clados de las especies de referencia como se puede observar en la Fig. 119.

E34 P. aliena |
1P
2P
11P
94{13P
14P
16P
17pP
18P
19P i
ICMP:6829 P. glomerata

Phoma aliena

Phoma glomerata

9P JPhoma sp.
15P JPhoma sp.
CBS 302.79 P. gardeniae

5P
E-| 12P :IPhoma sp.

99
| F742 P. betae Phoma betae
7P
73 SK 7-12  P. sclerotioides

- ICMP:6875 P. plurivora

10P
CBS 268.92 P. complanata
ECBS 567.63 P. herbarum

98 | CBS 316.90 P. medicaginis :IPhoma medicaginis

ICMP:11608 P. xanthina
ICMP:15688 P. aquilegiicola

CBS 116456 Cercospora beticola

0.05

Fig. 119: Arbol filogenético basado en la regidn ITS obtenido por el método “Maximum
Likelihood” exhibiendo el analisis de los 20 aislamientos de Phoma junto a las especies
de referencia respectivas. Cercospora beticola (CBS:116456) fue utilizada como grupo
externo para enraizar el arbol. Las lineas engrosadas representan linajes con valores de
“bootstrap” superiores al 85% (el andlisis de “bootstrap” consisti6 en 1000

repeticiones).
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Posteriormente se llevd a cabo un analisis molecular basado en el gen de actina
de los aislamientos 4P y 6P del clado de P. glomerata junto con los aislamientos 5P, 9P,
12P y 15P para poder confirmar la identidad de los mismos. Se logré amplificar la
region de este gen en los 6 aislamientos obteniéndose un fragmento de 240-270 pb

aproximadamente como se observa en la Fig. 120.

200 pb

Fig. 120: Gel de agarosa exhibiendo los fragmentos amplificados del gen de actina por
PCR utilizando los primers ACT-512F y ACT-783R. M: Marcador de PM de 100 pb; CN:

Control negativo; Muestras 1-6.

El arbol filogenético arroja valores de “bootstrap” altos que permiten confirmar
la identidad molecular de los aislamientos 4P y 6P como P. glomerata reforzando asi el
resultado registrado en el arbol basado en la region ITS. También aloja dentro de un
mismo clado y separado de las especies de referencia a los aislamientos 9P y 15P
confirmando su cercania evolutiva. Sin embargo, a diferencia de ITS aqui los

aislamientos 5P y 12P parecen alejarse entre si (Fig. 121).

228



Carolina V. Temperini RESULTADOS

ICMP:6875 P. plurivora
I: 5P T]Phoma sp.
12P ]Phomasp.

—— ICMP:11608 P. xanthina
ICMP:6829 P. glomerata

4P Phoma glomerata

CBS 302.79 P. gardeniae

— CBS 567.63 P. herbarum
|CBS 316.90 P. medicaginis
100[L cBS 740.96  P. nigrificans
—— SK 7-12  P. sclerotioides

9P
—| Phoma sp.
93!15p

ICMP:15688 P. aquilegiicola
F742 P. betae
CBS 116456 Cercospora beticola

0.1

Fig. 121: Arbol filogenético basado en el gen de actina obtenido por el método
“Maximum Likelihood” exhibiendo el andlisis de los 6 aislamientos de Phoma junto a
las especies de referencia respectivas. Cercospora beticola (CBS:116456) fue utilizada
como grupo externo para enraizar el arbol. Las lineas engrosadas representan linajes
con valores de “bootstrap” superiores al 85% (el andlisis de “bootstrap” consistio en

1000 repeticiones).

Finalmente se procedid a realizar un analisis concatenado de ambas regiones
génicas empleando los 6 aislamientos. En cuanto a las especies de referencia
empleadas no se hallaron aislamientos en GenBank pertenecientes a la seccidon
Sclerophomella que tuvieran ampificadas ambas regiones génicas por lo cual esta
seccidn no se encuentra representada en el arbol. Se pudo confirmar la identidad de
los aislamientos de la especie P. glomerata pero no asi de los aislamientos 5P, 9P, 12P
y 15P que fueron nombrados como P. sp.. Cabe destacar que 9P y 15P componen un
clado definido y 5P y 12P componen otro distinto con fuertes valores de boostrap

superiores al 85%. Los resultados se pueden observar en la Fig. 122.
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ICMP:6829 P. glomerata

Phoma glomerata

CBS 302.79 P. gardeniae

9P
P.sp. 2
33 '15P
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Fig. 122: Arbol filogenético concatenado de los genes ITS y actina obtenido por el
método “Maximum Likelihood” exhibiendo el analisis de los 6 aislamientos de Phoma
bajo estudio junto a las especies de referencia respectivas. Cercospora beticola
(CBS:116456) fue utilizada como grupo externo para enraizar el arbol. Las lineas
engrosadas representan linajes con valores de “bootstrap” superiores al 85% (el

analisis de “bootstrap” consistié en 1000 repeticiones).

230



Carolina V. Temperini RESULTADOS

Los resultados obtenidos del andlisis molecular apoyan la identificacién
morfoldgica llevada a cabo lo cual permitié determinar las frecuencias de aislamiento
de las especies de Phoma en los dos primeros afios de muestreo realizado.

En ambos afios se hallaron las especies P. aliena y P. glomerata (Fig. 123). Las
especies P. betae y P. medicaginis fueron halladas Unicamente durante el segundo ano
de muestreo. La especie predominante fue P. aliena durante el primer afio mientras
qgue en el segundo ano lo fue P. glomerata.

Se presentan en la Tabla N° 52 los recuentos promedio anuales (RPA) y las
densidades relativas (DR) de las especies obtenidas por cada afio de muestreo y los

resultados se observan en la Fig. 124.

Fig. 123: Caracteristicas morfoldgicas de P. glomerata. Colonias de la cepa O4C5HP14

luego de 14 dias de incubacién en medio MEA (izq.) y en medio OA (der.).
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Tabla N° 52: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies de Phoma halladas en los dos primeros afios de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
P. aliena 14 57,89 5 22,22
P. betae ND ND 1 5,56
P. glomerata 3 10,53 11 48,89
P. medicaginis ND ND 1 5,56
P. sp. 8 31,58 4 17,78

ND: No Determinado

Fig. 124: Densidades relativas de las especies de Phoma halladas en los dos primeros

afos de muestreo.
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4.3 Determinacion de la concentracidon, densidad y distribucion
geografica, estacional y por sistema productivo de las especies

halladas

4.3.1 Determinacidn de la concentracidn, densidad y distribucion anual

de especies

Se hallé una gran diversidad de especies fungicas en cada afio de muestreo
realizado determindandose al menos 40 especies en el primero y al menos 38 en el
segundo.

En los dos afios se determinaron las especies Alternaria alternata, A.
arborescens, A. tenuissima, Aspergillus niger, A. versicolor, Cladosporium
aggregatocicatricatum, C. asperulatum, C. cladosporioides, C. limoniforme, C.
macrocarpum, C. pseudocladosporioides, C. ramotenellum, C. subtilissimum, C.
tenellum, Epicoccum nigrum, Fusarium acuminatum, F. proliferatum, F. semitectum, F.
sporotrichioides, Penicillium brevicompactum, P. canescens, P. expansum, P. raistrickii,
P. solitum, Phoma aliena, P. glomerata y Pleospora alli.

Sélo en el primer afio se hallaron las especies Aspergillus sydowii, A. wentii,
Cladosporium allicinum, Eurotium chevalieri, Fusarium compactum, F. crookwellense, F.
dlamini, F. poae, F. solani, Penicillium chrysogenum, P. janczewsky, P. restrictum y
Stemphylium vesicarium. Sélo en el segundo afio se determinaron las especies
Fusarium chlamydosporum, F. oxysporum, F. polyphialidicum, F. reticulatum, F.
sambucinum, F. verticillioides, P. funiculosum, P. paneum, P. verrucosum, Phoma betae
y P. medicaginis.

La especie de mayor importancia en cada afio fue C. cladosporioides (37,68 —
34,87%) seguida, en segundo y tercer lugar, por A. tenuissima (9,94 — 13,43%) y C.
limoniforme (28,40 — 12,97%) en el primer afio, mientras que en el segundo el orden se
invirtié. La cuarta especie mas abundante fue C. asperulatum en ambos anos (9,55 —
12,18%). En quinto lugar de predominancia fue determinada C. subtilissimum (3,16%)

en el primer afio y C. pseudocladosporioides (8,74%) en el segundo.
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En la Tabla N° 53 se detallan las especies determinadas en los dos afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. N° 125 se observan los resultados.

Tabla N° 53: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies halladas en cada afo de muestreo.

1° ARO 2°ANO

Especies RPA DR RPA DR
Alternaria alternata 233 1,16 419 2,58
A. arborescens 158 0,78 49 0,30
A. tenuissima 2004 9,94 2181 13,43
A. sp. 3 0,01 59 0,36
Aspergillus niger 2 0,01 4 0,02
A. sydowii 1 0,01 ND ND
A. versicolor 3 0,01 1 0,01
A. wentii 3 0,01 ND ND
A. sp. 1 0,01 1 0,01
Cladosporium aggregatocicatricatum 136 0,67 563 3,47
C. allicinum 373 1,85 ND ND
C. asperulatum 1925 9,55 1979 12,18
C. cladosporioides 7600 37,68 5664 34,87
C. limoniforme 5728 28,40 2107 12,97
C. macrocarpum 26 0,13 26 0,16
C. pseudocladosporioides 51 0,25 1420 8,74
C. ramotenellum 34 0,17 93 0,57
C. subtilissimum 638 3,16 96 0,59
C. tenellum 342 1,69 360 2,22
C. sp. 211 1,05 142 0,88
Epicoccum nigrum 486 2,41 826 5,08
Eurotium chevalieri 8 0,04 ND ND
Fusarium acuminatum 1 0,006 18 0,11
F. chlamydosporum ND ND 1 0,01
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F. compactum 9 0,04 ND ND
F. crookwellense 10 0,05 ND ND
F. dlamini 2 0,01 ND ND
F. oxysporum ND ND 3 0,02
F. poae 3 0,01 ND ND
F. polyphialidicum ND ND 6 0,04
F. proliferatum 9 0,04 4 0,02
F. reticulatum ND ND 3 0,02
F. sambucinum ND ND 3 0,02
F. semitectum 31 0,15 32 0,20
F. solani 3 0,01 ND ND
F. sporotrichioides 41 0,20 80 0,49
F. verticillioides ND ND 1 0,01
F. sp. 9 0,04 1 0,01
Penicillium brevicompactum 13 0,06 26 0,16
P. canescens 8 0,04 25 0,15
P. chrysogenum 1 0,01 ND ND
P. expansum 15 0,07 1 0,01
P. funiculosum ND ND 5 0,03
P. janckzewsky 1 0,01 ND ND
P. paneum ND ND 6 0,04
P. raistrickii 3 0,01 3 0,02
P. restrictum 3 0,01 ND ND
P. solitum 1 0,01 1 0,01
P. verrucosum ND ND 1 0,01
P. sp. ND ND 1 0,01
Phoma aliena 14 0,07 5 0,03
P. betae ND ND 1 0,01
P. glomerata 3 0,01 11 0,07
P. medicaginis ND ND 1 0,01
P. sp. 8 0,04 4 0,02
Pleospora alli 11 0,05 9 0,06
Stemphylium vesicarium 1 0,01 ND ND

ND:

No Determinado
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Fig. 125: Densidades relativas (%) de las cinco especies predominantes en cada afio de

muestreo.
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4.3.2 Determinacion de la concentracion, densidad y distribucion

estacional de especies

Estacion otofial

Se hallaron al menos 20 especies fungicas en el primer afio de muestreo y al
menos 21 especies en el segundo.

En los dos afios se determinaron las especies Alternaria alternata, A.
tenuissima, Cladosporium asperulatum, C. cladosporioides, C. limoniforme, C.
subtilissimum, Epicoccum nigrum, Fusarium proliferatum, F. sporotrichioides,
Penicillium brevicompactum, P. canescens y P. expansum.

Sélo en el primer afio se hallaron las especies Aspergillus versicolor,
Cladosporium allicinum, Fusarium poae, F. semitectum, F. solani, P. raistrickii y
Pleospora alli. Sélo en el segundo afo se determinaron las especies Alternaria
arborescens, Aspergillus niger, Cladosporium aggregatocicatricatum, C. macrocarpum,
C. pseudocladosporioides, C. tenellum, F. oxysporum, F. verticillioides y P. paneum.

La especie de mayor importancia en cada afio fue C. cladosporioides (32,67 —
42,22%) seguida por C. asperulatum en el primer afio (13,85%) y por C. limoniforme en
el segundo (14,39%). En tercer orden de predominancia fue determinada A. tenuissima
en el primer afio (11,83%) y C. pseudocladosporioides (11,90%) en el segundo. La
cuarta especie mds abundante fue E. nigrum en el primer afio (9,16%) y A. tenuissima
en el segundo (10,53%). En quinto orden de importancia fue determinada C.
subtilissimum (8,90%) en el primer afio y C. asperulatum (10,21%) en el segundo.

En la Tabla N° 54 se detallan las especies determinadas en los dos afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. 126 se observan los resultados.
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Tabla N° 54: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies halladas en la estacion otofial de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
Alternaria alternata 29 1,05 153 2,17
A. arborescens ND ND 49 0,69
A. tenuissima 328 11,83 739 10,53
A. sp. 39 1,41 25 0,36
Aspergillus niger ND ND 1 0,01
A. versicolor 3 0,11 ND ND
Cladosporium aggregatocicatricatum ND ND 573 8,16
C. allicinum 68 2,47 ND ND
C. asperulatum 384 13,85 716 10,21
C. cladosporioides 1171 42,22 2293 32,67
C. limoniforme 214 7,71 1009 14,39
C. macrocarpum ND ND 3 0,05
C. pseudocladosporioides ND ND 835 11,90
C. subtilissimum 247 8,90 59 0,84
C. tenellum ND ND 52 0,74
C. sp. ND ND 38 0,54
Epicoccum nigrum 254 9,16 374 5,33
Fusarium oxysporum ND ND 3 0,04
F. poae 1 0,05 ND ND
F. proliferatum 6 0,23 4 0,05
F. semitectum 5 0,18 ND ND
F. solani 3 0,09 ND ND
F. sporotrichioides 3 0,09 40 0,57
F. verticillioides ND ND 1 0,02
F. sp. 1 0,05 ND ND
Penicillium brevicompactum 3 0,09 25 0,36
P. canescens 3 0,09 21 0,30
P. expansum 3 0,09 1 0,02
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P. paneum ND ND 3 0,04
P. raistrickii 3 0,11 ND ND
P. sp. 4 0,14 1 0,02
Pleospora alli 3 0,11 ND ND

ND: No Determinado

Fig. 126: Densidades relativas (%) de las cinco especies predominantes en la estacién

otofial de cada afio de muestreo.
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Estacion invernal

Se hallaron al menos 22 especies fungicas en el primer afio de muestreo y al
menos 23 especies en el segundo.

En los dos afios se determinaron las especies Alternaria alternata, A.
tenuissima, Cladosporium aggregatocicatricatum, C. asperulatum, C. cladosporioides,
C. limoniforme, C. tenellum, Epicoccum nigrum, Penicillium brevicompactum, P.
canescens y Pleospora alli.

Sélo en el primer afio se hallaron las especies Aspergillus sydowii, Cladosporium
macrocarpum, C. pseudocladosporioides, C. ramotenellum, C. subtilissimum, Eurotium
chevalieri, Fusarium compactum, F. poae, F. solani, F. sporotrichioides, Penicillium
expansum y P. restrictum. S6lo en el segundo afo se determinaron las especies
Aspergillus niger, Fusarium acuminatum, F. chlamydosporum, F. reticulatum, F.
semitectum, Penicillium funiculosum, P. paneum, P. raistrickii, P. solitum, P.
verrucosum, Phoma aliena y P. betae.

La especie de mayor importancia en cada afio fue C. cladosporioides (28,83 —
45,17%) seguida por C. asperulatum en segundo lugar (21,09 — 24,41%). C. limoniforme
fue la tercer especie predominante en el primer afio de muestreo (15,26%) y A.
tenuissima en el segundo (15,16%). En cuarto orden de importancia fue determinada
A. tenuissima en el primer afio (19,09%) y C. tenellum en el segundo (8,61%). C.
tenellum fue la quinta especie mas abundante en el primer afio (5,44%) y E. nigrum en
el segundo (2,23%).

En la Tabla N° 55 se detallan las especies determinadas en los dos afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. 127 se observan los resultados.
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Tabla N° 55: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies halladas en la estacion invernal de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
Alternaria alternata 44 2,14 26 0,79
A. tenuissima 207 10,09 503 15,16
A. sp. 6 0,29 13 0,38
Aspergillus niger ND ND 1 0,03
A. sydowii 1 0,05 ND ND
Cladosporium aggregatocicatricatum 45 2,19 32 0,97
C. asperulatum 501 24,41 699 21,09
C. cladosporioides 592 28,83 1497 45,17
C. limoniforme 313 15,26 63 1,89
C. macrocarpum 7 0,35 ND ND
C. pseudocladosporioides 22 1,05 ND ND
C. ramotenellum 16 0,79 ND ND
C. subtilissimum 56 2,71 ND ND
C. tenellum 112 5,44 285 8,61
C. sp. 48 2,35 82 2,47
Epicoccum nigrum 38 1,85 74 2,23
Eurotium chevalieri 8 0,39 ND ND
Fusarium acuminatum ND ND 5 0,15
F. chlamydosporum ND ND 1 0,04
F. compactum 6 0,30 ND ND
F. poae 1 0,06 ND ND
F. reticulatum ND ND 3 0,08
F. semitectum ND ND 1 0,04
F. sporotrichioides 4 0,18 ND ND
F. sp. ND ND 1 0,04
Penicillium brevicompactum 8 0,37 1 0,04
P. canescens 3 0,12 4 0,11
P. expansum 13 0,61 ND ND
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P. funiculosum ND ND 5 0,15
P. paneum ND ND 3 0,08
P. raistrickii ND ND 3 0,08
P. restrictum 3 0,12 ND ND

P. solitum ND ND 1 0,04
P. verrucosum ND ND 1 0,04
Phoma aliena ND ND 3 0,08
P. betae ND ND 1 0,04
Pleospora alli 1 0,05 8 0,24

ND: No Determinado

Fig. 127: Densidades relativas (%) de las cinco especies predominantes en la estacién

invernal de cada afio de muestreo.

Distribucion de especies en invierno
= 100,00 - B C. cladosporioides
S 80,00 - B C. asperulatum
% 60,00 - H C. limoniforme
',': 40,00 ~ H A. tenuissima
% 20,00 - -| C. tenellum
e 0,00 N 1 Otras especies

1° ANO

Distribucion de especies en invierno

s 100,00 - B C. cladosporioides
S 80,00 - B C. asperulatum
15 60,00 - W A. tenuissima
',': 40,00 - m C. tenellum
:‘::’: 20,00 A E. nigrum
e 0,00 y 1 Otras especies
2° ANO
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Estacion primaveral

Se hallaron al menos 20 especies fungicas en el primer afio de muestreo y al
menos 16 especies en el segundo.

En los dos afios se determinaron las especies Alternaria alternata, A.
tenuissima, Cladosporium asperulatum, C. cladosporioides, C. limoniforme, C.
macrocarpum, C. subtilissimum, C. tenellum, Epicoccum nigrum, Phoma aliena y
Pleospora alli.

S6lo en el primer afio se hallaron las especies Cladosporium
aggregatocicatricatum, C. allicinum, C. pseudocladosporioides, C. ramotenellum,
Fusarium compactum, Penicillium canescens, P. solitum, Phoma glomerata y
Stemphylium vesicarium. Sélo en el segundo afio se determinaron las especies
Aspergillus versicolor, Fusarium sambucinum, F. semitectum, Penicillium paneum vy
Phoma medicaginis.

La especie mas abundante en cada afio fue C. limoniforme (26,87 — 27,31%)
seguida por C. cladosporioides (15,72 — 22,03%) y C. asperulatum (17,84 — 22,12%) en
el primer afio. En el segundo afio C. asperulatum predomind sobre C. cladosporioides.
En cuarto orden de importancia fue determinada A. tenuissima en ambos afos (10,08
- 17,33%). La quinta especie predominante fue C. subtilissimum (7,72%) en el primer
afoy C. tenellum (3,74%) en el segundo.

En la Tabla N° 56 se detallan las especies determinadas en los dos afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. 128 se observan los resultados.
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Tabla N° 56: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies halladas en la estacion primaveral de cada afio de muestreo.

ND:

1° ANO 22AN0

Especies RPA DR RPA DR
Alternaria alternata 55 1,97 30 3,22
A. tenuissima 281 10,08 161 17,33
A. sp. 31 1,11 3 0,27
Aspergillus versicolor ND ND 1 0,11
A. sp. ND ND 1 0,11
Cladosporium aggregatocicatricatum 53 1,90 ND ND
C. allicinum 20 0,71 ND ND
C. asperulatum 616 22,12 166 17,84
C. cladosporioides 438 15,72 205 22,03
C. limoniforme 761 27,31 250 26,87
C. macrocarpum 13 0,47 23 2,47
C. pseudocladosporioides 10 0,36 ND ND
C. ramotenellum 3 0,12 ND ND
C. subtilissimum 215 7,72 2 0,22
C. tenellum 136 4,87 35 3,74
C. sp. 99 3,56 23 2,42
Epicoccum nigrum 23 0,83 19 2,04
Fusarium compactum 3 0,11 ND ND
F. sambucinum ND ND 3 0,27
F. semitectum ND ND 1 0,13
Penicillium canescens 3 0,11 ND ND
P. paneum ND ND 1 0,13
P. solitum 1 0,04 ND ND
Phoma aliena 13 0,47 3 0,27
P. glomerata 3 0,11 ND ND
P. medicaginis ND ND 1 0,13
P. sp. 0,14 3 0,27
Pleospora alli 4 0,14 1 0,11
Stemphylium vesicarium 0,04 ND ND

No Determinado
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Fig. 128: Densidades relativas (%) de las cinco especies predominantes en la estacion

primaveral de cada afio de muestreo.

Distribucion de especies en primavera
< 100,00 -~ B C. limoniforme
E 80,00 - B C. asperulatum
% 60,00 - B C. cladosporioides
T 40,00 - W A. tenuissima
-
2 20,00 ﬂ C. subtilissimum
(]
a 0,00 T Otras especies
1° ANO
Distribucion de especies en primavera

< 100,00 -~ B C. limoniforme
E 80,00 - B C. cladosporioides
% 60,00 - B C. asperulatum
T 40,00 - W A. tenuissima
©
320,00 - C. tenellum
§ ﬂ

0,00 1 Otras especies

2° ANO
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Estacion estival

Se hallaron al menos 21 especies fungicas en el primer afio de muestreo y al
menos 16 especies en el segundo.

En los dos afios se determinaron las especies Alternaria alternata, A.
tenuissima, Aspergillus niger, A. versicolor, Cladosporium cladosporioides, C.
limoniforme, C. subtilissimum, Epicoccum nigrum, Fusarium acuminatum, F.
semitectum vy F. sporotrichioides.

Sélo en el primer afo se hallaron las especies Alternaria arborescens,
Aspergillus wentii, Cladosporium allicinum, Fusarium crookwellense, F. dlamini, F.
proliferatum, Penicillium brevicompactum, P. chrysogenum, P. janczewsky, Phoma
aliena y Pleospora alli. Sélo en el segundo afio se determinaron las especies
Cladosporium asperulatum, Fusarium polyphialidicum y Phoma glomerata.

La especie predominante en cada afio fue C. cladosporioides (32,59 — 44,76%)
seguida por C. limoniforme (15,80 — 38,49%) y A. tenuissima (9,47 — 15,64%) en ambos
afos de muestreo. En cuarto orden de importancia fue determinada C. allicinum en el
primer afio (2,62%) y C. pseudocladosporioides en el segundo (11,17%). La quinta
especie mas abundante fue E. nigrum (1,36%) en el primer afio y C. asperulatum
(8,43%) en el segundo.

En la Tabla N° 57 se detallan las especies determinadas en los dos afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. 129 se observan los resultados.
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Tabla N° 57: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies halladas en la estacion estival de cada aiflo de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
Alternaria alternata 105 0,84 210 4,22
A. arborescens 3 0,02 ND ND
A. tenuissima 1189 9,47 779 15,64
A. sp. 82 0,65 19 0,38
Aspergillus niger 2 0,02 1 0,02
A. wentii 3 0,02 ND ND
A. sp. 1 0,01 ND ND
Cladosporium allicinum 329 2,62 ND ND
C. asperulatum ND ND 420 8,43
C. cladosporioides 5619 44,76 1623 32,59
C. limoniforme 4832 38,49 787 15,80
C. macrocarpum ND ND 4 0,08
C. pseudocladosporioides ND ND 556 11,17
C. ramotenellum ND ND 80 1,61
C. subtilissimum 94 0,75 35 0,69
C. sp. 29 0,23 7 0,14
Epicoccum nigrum 171 1,36 359 7,20
Fusarium acuminatum 1 0,01 13 0,25
F. crookwellense 10 0,08 ND ND
F. dlamini 2 0,02 ND ND
F. polyphialidicum ND ND 6 0,13
F. proliferatum 3 0,02 ND ND
F. semitectum 26 0,21 30 0,60
F. sporotrichioides 35 0,28 40 0,80
F. sp. 8 0,06 ND ND
Penicillium brevicompactum 3 0,02 ND ND
P. chrysogenum 1 0,01 ND ND
P. janckzewsky 1 0,01 ND ND
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Phoma aliena 1 0,01 ND ND
P. glomerata ND ND 11 0,23
P. sp. ND ND 1 0,03
Pleospora alli 3 0,02 ND ND

ND: No Determ

inado

Fig. 129: Densidades relativas (%) de las cinco especies predominantes en la estacién

estival de cada afio de muestreo.

Distribucion de especies en verano
9 100,00 - B C. cladosporioides
] 80,00 - B C. limoniforme
% 60,00 - H A. tenuissima
T 40,00 - m C. allicinum
°
'g 20,00 - E. nigrum
o 0,00 . Otras especies
1° ANO
Distribucion de especies en verano
9 100,00 + B C. cladosporioides
o 80,00 ~ B C. limoniforme
lf 60,00 - W A. tenuissima
T 40,00 - m C. pseudocladosporioides
©
'g 20,00 - ﬂ7 C. asperulatum
(=] 0,00 . Otras especies
2° ANO
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Resumen estacional

En cada estacion de ambos afios muestreados se determinaron al menos entre
16 y 23 especies fungicas y, en todas las estaciones, se determinaron las especies A.
alternata, A. tenuissima, C. cladosporioides, C. limoniforme y E. nigrum.

La especie C. asperulatum fue hallada en ambos afios en todas las estaciones a
excepcion de la estival. De manera similar C. subtilissimum se encontré en todas las
estaciones excepto en la invernal en los dos afios de muestreo.

Las especies P. brevicompactum y P. canescens se determinaron en ambos anos
en otofio e invierno. Por otra parte C. tenellum y P. alli fueron halladas en invierno y
primavera y finalmente F. sporotrichioides fue detectado en las estaciones de otofo y
verano de ambos afios de muestreo.

Sélo en la estacién otofial de ambos afios se determinaron las especies F.
proliferatum y P. expansum. C. aggregatocicatricatum fue hallada Unicamente en el
invierno de ambos afios. Las especies C. macrocarpum y P. aliena se encontraron
solamente en primavera mientras que sélo en verano se determinaron las especies A.
niger, A. versicolor, F. acuminatum y F. semitectum.

En cuanto al orden de importancia de las especies halladas, C. cladosporioides
fue la mas abundante en todas las estaciones de ambos afios de muestreo excepto en
invierno donde predomind C. limoniforme. Esta especie junto a C. asperulatum se
determinaron como la segunda especie mas abundante durante los dos anos. En tercer
orden de predominancia se detectaron las tres especies previamente mencionadas
junto con A. tenuissima y C. pseudocladosporioides por Unica vez en otofio del segundo
afo. En cuarto orden de importancia fue determinada principalmente A. tenuissima,
como asi también las especies E. nigrum, C. allicinum, C. tenellum y C.
pseudocladosporioides. Finalmente en el quinto orden de predominancia se hallaron a

las especies C. asperulatum, C. subtilissimum, C. tenellumy E. nigrum.
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Con respecto a las variaciones estacionales de las especies predominantes, C.
cladosporioides, A. tenuissima y E. nigrum presentaron concentraciones elevadas en el
periodo verano/otofio en ambos afios de muestreo. C. limoniforme exhibidé sus
mayores niveles de esporas en el periodo primavera/verano durante el primer afo y
en verano/otofio durante el segundo. C. asperulatum y C. tenellum alcanzaron su
maximo numero de esporas en las estaciones de invierno/primavera en el primer afio y
en el periodo otofio/invierno durante el segundo. C. pseudocladosporioides tambié fue
mas abundante en invierno/primavera durante el primer afio pero en el segundo su
maxima se hallé en verano/otofio. C. allicinum presentd las maximas concentraciones
en verano/otofio durante el primer afio Unicamente ya que en el segundo afio no fue
determinado. C. subtilissimum alcanzé sus mayores niveles de esporas en las
estaciones de otofio y primavera en el primer afio y durante el periodo otofio/invierno
en segundo.Todos estos resultados se pueden observar en las Tablas N° 58, 59, 60, 61,

62, 63, 64, 65, 66.

Tabla N° 58: Recuentos promedio anuales (UFC/m?®) de la especie C. cladosporioides.

Estacion  1°ANO  2°ARO
Otofio 1171 2293
Invierno 592 1497
Primavera 438 205
Verano 5619 1623

Tabla N° 59: Recuentos promedio anuales (UFC/m®) de la especie C. limoniforme.

Invierno 313 63
Primavera 761 250
Verano 4832 787
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Tabla N° 60: Recuentos promedio anuales (UFC/m?) de la especie C. asperulatum.

Estacion 1°ANO  2°ANO
Otofio 384 716
Invierno 501 699
Primavera 616 166
Verano ND 420

Tabla N° 61: Recuentos promedio anuales (UFC/m3) de la especie A. tenuissima.

Estacion 1°ANO  2°ANO
Otofio 328 739
Invierno 207 503
Primavera 281 161
Verano 1189 779

Tabla N° 62: Recuentos promedio anuales (UFC/m®) de la especie C

pseudocladosporioides.

Estacion 1°ANO  2° ANO
Otofio ND 835
Invierno 22 ND
Primavera 10 ND
Verano ND 556

Tabla N° 63: Recuentos promedio anuales (UFC/m?) de la especie E. nigrum.

Estacién 1°ANO  2°ANO
Otofio 254 374
Invierno 38 74
Primavera 23 19
Verano 171 359
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Tabla N° 64: Recuentos promedio anuales (UFC/m?) de la especie C. allicinum.

Estacion 1°ANO  2°ANO
Otofio 68 ND
Invierno ND ND
Primavera 20 ND
Verano 329 ND

Tabla N° 65: Recuentos promedio anuales (UFC/m3) de la especie C. tenellum.

Estacion 1°ANO  2°ANO
Otofio ND 52
Invierno 112 285
Primavera 136 35
Verano ND ND

Tabla N° 66: Recuentos promedio anuales (UFC/m?) de la especie C. subtilissimum.

Estacién 1°ANO  2°ANO
Otofio 247 59
Invierno 56 ND
Primavera 215 2
Verano 94 35
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4.3.3 Determinacion de la concentracion, densidad y distribucion

geografica de especies

Zona Este

Se determinaron al menos 24 especies durante el primer afio de muestreo vy al
menos 29 especies durante el segundo.

En los dos anos de muestreo se determinaron las especies Alternaria alternata,
A. tenuissima, Aspergillus versicolor, Cladosporium aggregatocicatricatum, C.
asperulatum, C. cladosporioides, C. limoniforme, C. pseudocladosporioides, C.
subtilissimum, C. tenellum, Epicoccum nigrum, Fusarium proliferatum, F. semitectum, F.
sporotrichioides, Penicillium canescens, P. raistrickii, Phoma aliena y Pleospora alli.

Sélo en el primer afo se hallaron las especies Fusarium compactum, F.
crookwellense, F. dlamini, F. poae, Penicillium expansum y P. solitum. Sélo en el
segundo afno se determinaron las especies Alternaria arborescens, Aspergillus niger,
Cladosporium macrocarpum, C. ramotenellum, Fusarium acuminatum, F. oxysporum, F.
polyphialidicum, F. sambucinum, Penicillium brevicompactum, P. paneum y Phoma
glomerata.

La especie de mayor importancia en cada afio fue C. cladosporioides (33,76 —
36,45%) seguida por C. limoniforme (12,24 — 31,45%) y A. tenuissima (11,06 — 14,52%)
en el primer aifo, mientras que en el segundo A. tenuissima predomind sobre C.
limoniforme. En cuarto orden de predominancia fue determinada C. asperulatum en
ambos afios (9,81 — 10,28%). La quinta especie mds abundante fue C. subtilissimum
(3,28%) en el primer afio y C. pseudocladosporioides (6,24%) en el segundo.

En la Tabla N° 67 se detallan las especies determinadas en los dos afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. 130 se observan los resultados.
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Tabla N° 67: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies halladas en la zona Este de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
Alternaria alternata 370 1,58 690 3,82
A. arborescens ND ND 98 0,54
A. tenuissima 2596 11,06 2625 14,52
A. sp. 215 0,92 48 0,26
Aspergillus niger ND ND 3 0,01
A. versicolor 5 0,02 3 0,01
Cladosporium aggregatocicatricatum 171 0,73 443 2,45
C. asperulatum 2414 10,28 1774 9,81
C. cladosporioides 7926 33,76 6590 36,45
C. limoniforme 7383 31,45 2213 12,24
C. macrocarpum ND ND 11 0,06
C. pseudocladosporioides 82 0,35 1129 6,24
C. ramotenellum ND ND 37 0,20
C. subtilissimum 769 3,28 148 0,82
C. tenellum 678 2,89 741 4,10
C. sp. 182 0,78 125 0,69
Epicoccum nigrum 422 1,80 1085 6,00
Fusarium acuminatum ND ND 30 0,17
F. compactum 18 0,08 ND ND
F. crookwellense 20 0,09 ND ND
F. dlamini 2 0,01 ND ND
F. oxysporum ND ND 3 0,01
F. poae 5 0,02 ND ND
F. polyphialidicum ND ND 13 0,07
F. proliferatum 14 0,06 8 0,04
F. sambucinum ND ND 5 0,03
F. semitectum 38 0,16 8 0,04
F. sporotrichioides 83 0,35 123 0,68
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F. sp. 10 0,04 ND ND

Penicillium brevicompactum ND ND 40 0,22
P. canescens 13 0,06 50 0,28
P. expansum 10 0,04 ND ND

P. paneum ND ND 8 0,04
P. raistrickii 5 0,02 3 0,01
P. solitum 3 0,01 ND ND

Phoma aliena 15 0,06 8 0,04
P. glomerata ND ND 3 0,01
P. sp. 13 0,06 5 0,03
Pleospora alli 13 0,06 15 0,08

ND: No Determinado

Fig. 130: Densidades relativas (%) de las cinco especies predominantes en la zona Este

de cada afio de muestreo.

Distribucion anual de especies en la zona Este

< 100,00 - B C. cladosporioides
E 80,00 - B C. limoniforme
% 60,00 - H A. tenuissima
"': 40,00 - m C. asperulatum
°
‘@ 20,00 - C. subtilissimum
3 “-9 .

0,00 . Otras especies

1° ANO

Distribucion anual de especies en la zona Este

9 100,00 + B C. cladosporioides

E 80,00 - W A. tenuissima

‘_ﬁ 60,00 m C. limoniforme

"': 40,00 - H C. asperulatum

E 20,00 - 17 C. pseudocladosporioides
8 0,00 . Otras especies

2° ANO
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Zona Centro

Se determinaron al menos 32 especies en cada afio de muestreo realizado.

En los dos afios se determinaron las especies Alternaria alternata, A.
tenuissima, Aspergillus niger, Cladosporium aggregatocicatricatum, C. asperulatum, C.
cladosporioides, C. limoniforme, C. macrocarpum, C. pseudocladosporioides, C.
ramotenellum, C. subtilissimum, Epicoccum nigrum, Fusarium acuminatum, F.
semitectum, Penicillium brevicompactum, P. expansum, Phoma aliena, P. glomerata y
Pleospora alli.

Sélo en el primer afio se hallaron las especies Alternaria arborescens,
Aspergillus sydowii, A. wentii, Cladosporium allicinum, Eurotium chevalieri, Fusarium
dlamini, F. proliferatum, F. solani, Penicillium canescens, P. chrysogenum, P.
janczewsky, P. restrictum y Stemphylium vesicarium. Sélo en el segundo afo se
determinaron las especies Cladosporium tenellum, Fusarium chlamydosporum, F.
oxysporum, F. reticulatum, F. sporotrichioides, F. verticillioides, Penicillium funiculosum,
P. paneum, P. raistrickii, P. solitum, P. verrucosum, Phoma betae y P. medicaginis.

La especie de mayor abundancia en cada afio fue C. cladosporioides (33,88 —
43,26%) seguida por C. limoniforme (13,85 — 24,07%) y C. asperulatum (8,50 — 14,60%)
en el primer afo. En el segundo afo, C. asperulatum predominé sobre C. limoniforme.
La cuarta especie mas importante fue A. tenuissima en ambos afios (8,38 — 12,06%). En
quinto orden de predominancia fueron determinadas C. allicinum (4,48%) en el primer
afio y C. pseudocladosporioides (11,24%) en el segundo.

En la Tabla N° 68 se detallan las especies determinadas en los dos afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. 131 se observan los resultados.
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Tabla N° 68: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies halladas en la zona Centro de cada aiflo de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
Alternaria alternata 95 0,56 148 1,02
A. arborescens 6 0,04 ND ND
A. tenuissima 1413 8,38 1738 12,06
A. sp. 101 0,60 70 0,49
Aspergillus niger 3 0,02 5 0,03
A. sydowii 3 0,02 ND ND
A. wentii 5 0,03 ND ND
A. sp. 2 0,01 3 0,02
Cladosporium aggregatocicatricatum 101 0,60 646 4,49
C. allicinum 755 4,48 ND ND
C. asperulatum 1433 8,50 2103 14,60
C. cladosporioides 7291 43,26 4881 33,88
C. limoniforme 4057 24,07 1995 13,85
C. macrocarpum 53 0,31 36 0,25
C. pseudocladosporioides 19 0,11 1619 11,24
C. ramotenellum 69 0,41 134 0,93
C. subtilissimum 505 3,00 56 0,39
C. tenellum ND ND 67 0,46
C. sp. 241 1,43 153 1,06
Epicoccum nigrum 548 3,25 565 3,92
Eurotium chevalieri 15 0,09 ND ND
Fusarium acuminatum 2 0,01 5 0,03
F. chlamydosporum ND ND 3 0,02
F. dlamini 3 0,02 ND ND
F. oxysporum ND ND 3 0,02
F. proliferatum 4 0,02 ND ND
F. reticulatum ND ND 5 0,03
F. semitectum 25 0,15 58 0,40
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F. solani 5 0,03 ND ND
F. sporotrichioides ND ND 38 0,26
F. verticillioides ND ND 3 0,02
F. sp. 8 0,05 3 0,02
Penicillium brevicompactum 25 0,15 13 0,09
P. canescens 3 0,02 ND ND
P. chrysogenum 3 0,02 ND ND
P. expansum 20 0,12 3 0,02
P. funiculosum ND ND 10 0,07
P. janckzewsky 3 0,02 ND ND
P. paneum ND ND 5 0,03
P. raistrickii ND ND 3 0,02
P. restrictum 5 0,03 ND ND
P. solitum ND ND 3 0,02
P. verrucosum ND ND 3 0,02
P. sp. ND ND 3 0,02
Phoma aliena 13 0,08 3 0,02
P. betae ND ND 3 0,02
P. glomerata 5 0,03 20 0,14
P. medicaginis ND ND 3 0,02
P. sp. 3 0,02 3 0,02
Pleospora alli 9 0,05 3 0,02
Stemphylium vesicarium 3 0,02 ND ND

ND: No Determinado
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Fig. 131: Densidades relativas (%) de las cinco especies predominantes en la zona

Centro de cada afio de muestreo.

Distribucion anual de especies en la zona Centro
s 100,00 + B C. cladosporioides
2
o 80,00 - | C. limoniforme
% 60,00 - m C. asperulatum
T 40,00 - H A. tenuissima
°
‘@ 20,00 - C. allicinum
0,00 . Otras especies
1° ANO
Distribucion anual de especies en la zona Centro
_ 100,00 - .
S B C. cladosporioides
s 80,00 m C. asperulatum
2
% 60,00 - M C. limoniforme
'g 40,00 - m A. tenuissima
°
'g 20,00 - C. pseudocladosporioides
a .
0,00 . Otras especies
2° ANO
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Resumen por zona geogrdfica

Se hallaron al menos entre al menos 24 y 32 especies flngicas en cada zona
geografica durante los dos afios de muestreo.

Durante los dos anos, en ambas zonas geograficas, se determinaron las
especies Alternaria alternata, A. tenuissima, Cladosporium aggregatocicatricatum, C.
asperulatum, C. cladosporioides, C. limoniforme, C. pseudocladosporioides, C.
subtilissimum, Epicoccum nigrum, Fusarium semitectum, Phoma aliena y Pleospora alli.

Las especies Aspergillus versicolor, Cladosporium tenellum, Fusarium
proliferatum, F. sporotrichioides, Penicillium canescens y P. raistrickii fueron halladas
sélo en la zona Este en ambos afios mientras que Aspergillus niger, Cladosporium
macrocarpum, C. ramotenellum, Fusarium acuminatum, Penicillium brevicompactum,
P. expansum y Phoma glomerata sélo se detectaron en la zona Centro.

En relacién a la predominancia de especies C. cladosporioides fue la de mayor
importancia en las dos zonas durante ambos afos de muestreo. En segundo y tercer
orden de abundancia fueron determinadas C. limoniforme, C. asperulatum y A.
tenuissima. La cuarta especie predominante fue C. asperulatum en la zona Este y A.
tenuissima en la zona Centro durante ambos afos. En quinto orden de importancia

fueron halladas C. allicinum, C. pseudocladosporioides y C. subtilissimum.
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4.3.4 Determinacion de la concentracidon, densidad y distribucion por

sistema productivo de especies

Sistemas Productivos Tradicionales (SPT)

Se determinaron al menos 24 especies durante el primer afio de muestreo vy al
menos 29 especies durante el segundo.

En los dos afios se determinaron las especies Alternaria alternata, A.
tenuissima, Aspergillus  versicolor, Cladosporium aggregatocicatricatum, C.
asperulatum, C. cladosporioides, C. limoniforme, C. pseudocladosporioides, C.
subtilissimum, C. tenellum, Epicoccum nigrum, Fusarium proliferatum, F. semitectum, F.
sporotrichioides, Penicillium canescens, P. raistrickii, Phoma aliena y Pleospora alli.

Sélo en el primer afio se hallaron las especies Aspergillus sydowii, Fusarium
compactum, F. crookwellense, F. dlamini, F. poae, Penicillium expansum y P. solitum.
Sélo en el segundo afio se determinaron las especies Alternaria arborescens,
Aspergillus niger, Cladosporium macrocarpum, C. ramotenellum, Fusarium
acuminatum, F. oxysporum, F. polyphialidicum, F. sambucinum, Penicillium
brevicompactum, P. paneum y Phoma glomerata.

La especie de mayor importancia en cada afio fue C. cladosporioides (38,20 —
42,42%) seguida por C. limoniforme (17,44%) en el primer aiio y A. tenuissima (14,05%)
en el segundo. En tercer orden de predominancia fueron determinadas C. asperulatum
(13,72%) en el primer afio y C. limoniforme (10,39%) en el segundo. La cuarta especie
mas abundante fue A. tenuissima en el primer afio (9,27%) y C. pseudocladosporioides
en el segundo (10,22%). En quinto orden de importancia fueron halladas C.
subtilissimum (7,18%) en el primer afio y C. asperulatum (7,40%) en el segundo.

En la Tabla N° 69 se detallan las especies determinadas en los dos afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. 132 se observan los resultados.
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RESULTADOS

Tabla N° 69: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies halladas en sistemas productivos tradicionales de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
Alternaria alternata 128 0,71 458 2,68
A. arborescens ND ND 98 0,57
A. tenuissima 1666 9,27 2398 14,05
A. sp. 60 0,33 88 0,51
Aspergillus niger ND ND 5 0,03
A. versicolor 5 0,03 3 0,01
A. wentii 5 0,03 ND ND
Cladosporium aggregatocicatricatum 142 0,79 387 2,27
C. allicinum 763 4,24 ND ND
C. asperulatum 2466 13,72 1264 7,40
C. cladosporioides 6868 38,20 7241 42,42
C. limoniforme 3136 17,44 1774 10,39
C. macrocarpum ND ND 17 0,10
C. pseudocladosporioides ND ND 1744 10,22
C. ramotenellum 7 0,04 67 0,39
C. subtilissimum 1291 7,18 20 0,12
C. tenellum 310 1,72 343 2,01
C. sp. 400 2,22 130 0,76
Epicoccum nigrum 577 3,21 768 4,50
Fusarium acuminatum ND ND 10 0,06
F. compactum 18 0,10 ND ND
F. dlamini 2 0,01 ND ND
F. oxysporum ND ND 3 0,01
F. poae 3 0,02 ND ND
F. proliferatum 4 0,02 5 0,03
F. sambucinum ND ND 5 0,03
F. semitectum 28 0,16 45 0,26
F. solani 5 0,03 ND ND
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F. sporotrichioides 8 0,04 75 0,44
F. sp. 8 0,04 ND ND
Penicillium brevicompactum 5 0,03 43 0,25
P. canescens ND ND 18 0,10
P. chrysogenum 3 0,02 ND ND
P. expansum 15 0,08 3 0,01
P. funiculosum ND ND 5 0,03
P. paneum ND ND 8 0,04
P. raistrickii 5 0,03 3 0,01
P. solitum 3 0,02 3 0,01
P. verrucosum ND ND 3 0,01
Phoma aliena 18 0,10 8 0,04
P. glomerata ND ND 8 0,04
P. medicaginis ND ND 3 0,01
P. sp. 15 0,08 8 0,04
Pleospora alli 15 0,08 18 0,11

ND:

No Determinado
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Fig. 132: Densidades relativas (%) de las cinco especies predominantes en sistemas

productivos tradicionales de cada afio de muestreo.
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Sistemas Productivos Orgdnicos (SPO)

Se determinaron al menos 33 especies durante el primer afio de muestreo vy al
menos 30 especies durante el segundo.

En los dos afios se determinaron las especies Alternaria alternata, A.
tenuissima, Aspergillus niger, Cladosporium aggregatocicatricatum, C. asperulatum, C.
cladosporioides, C. limoniforme, C. macrocarpum, C. pseudocladosporioides, C.
ramotenellum, C. subtilissimum, C. tenellum, Epicoccum nigrum, Fusarium
acuminatum, F. proliferatum, F. semitectum, F. sporotrichioides, Penicillium
brevicompactum, P. canescens, Phoma aliena y P. glomerata.

Sélo en el primer ano se hallaron las especies Alternaria arborescens,
Aspergillus  sydowii, Cladosporium allicinum, Eurotium chevalieri, Fusarium
crookwellense, F. dlamini, F. poae, Penicillium expansum, P. janczewsky, P. restrictum,
Pleospora alli y Stemphylium vesicarium. Sélo en el segundo ano se determinaron las
especies Fusarium chlamydosporum, F. oxysporum, F. polyphialidicum, F. reticulatum,
F. verticillioides, Penicillium funiculosum, P. paneum, P. raistrickii y Phoma betae.

La especie de mayor importancia en cada afio fue C. cladosporioides (27,21 —
37,29%) seguida por C. limoniforme (36,13%) en el primer ano y por C. asperulatum
(17,06%) en el segundo. En tercer orden de predominancia fueron determinadas A.
tenuissima (10,48%) en el primer afio y C. limoniforme (15,61%) en el segundo. La
cuarta especie mas abundante fue C. asperulatum en el primer afo (6,59%) y A.
tenuissima en el segundo (12,75%). En quinto orden de importancia fueron
determinadas E. nigrum (1,76%) en el primer afio y C. pseudocladosporioides (7,25%)
en el segundo.

En la Tabla N° 70 se detallan las especies determinadas en los dos afios de
muestreo, junto a sus recuentos promedio anuales (RPA) y sus densidades relativas

(DR) respectivas y en la Fig. 133 se observan los resultados.
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Tabla N° 70: Recuentos promedio anuales (UFC/m°) y densidades relativas (%) de las

especies halladas en sistemas productivos organicos de cada afio de muestreo.

1° ANO 2° ANO

Especies RPA DR RPA DR
Alternaria alternata 338 1,51 380 2,47
A. arborescens 6 0,03 ND ND
A. tenuissima 2343 10,48 1965 12,75
A. sp. 256 1,15 30 0,19
Aspergillus niger 3 0,01 3 0,02
A. sydowii 3 0,01 ND ND
A. sp. 2 0,01 3 0,02
Cladosporium aggregatocicatricatum 132 0,59 724 4,70
C. allicinum 35 0,16 ND ND
C. asperulatum 1473 6,59 2629 17,06
C. cladosporioides 8334 37,29 4194 27,21
C. limoniforme 8075 36,13 2406 15,61
C. macrocarpum 50 0,22 34 0,22
C. pseudocladosporioides 96 0,43 1117 7,25
C. ramotenellum 59 0,26 117 0,76
C. subtilissimum 71 0,32 166 1,07
C. tenellum 374 1,67 374 2,43
C. sp. 47 0,21 153 1,00
Epicoccum nigrum 393 1,76 883 5,73
Eurotium chevalieri 15 0,07 ND ND
Fusarium acuminatum 2 0,01 25 0,16
F. chlamydosporum ND ND 3 0,02
F. crookwellense 20 0,09 ND ND
F. dlamini 3 0,01 ND ND
F. oxysporum ND ND 3 0,02
F. poae 3 0,01 ND ND
F. polyphialidicum ND ND 13 0,08
F. proliferatum 14 0,06 3 0,02
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F. reticulatum ND ND 5 0,03
F. semitectum 35 0,16 20 0,13
F. sporotrichioides 75 0,34 85 0,55
F. verticillioides ND ND 3 0,02
F. sp. 10 0,04 3 0,02
Penicillium brevicompactum 20 0,09 10 0,06
P. canescens 15 0,07 33 0,21
P. expansum 15 0,07 ND ND
P. funiculosum ND ND 5 0,03
P. janckzewsky 3 0,01 ND ND
P. paneum ND ND 5 0,03
P. raistrickii ND ND 3 0,02
P. restrictum 5 0,02 ND ND
P. sp. ND ND 3 0,02
Phoma aliena 10 0,04 3 0,02
P. betae ND ND 3 0,02
No Determinado

ND:
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Fig. 133: Densidades relativas (%) de las cinco especies predominantes en sistemas

productivos orgdnicos de cada afio de muestreo.
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Resumen por sistema productivo

Se hallaron al menos entre 27 y 33 especies en ambos sistemas productivos
durante los dos afios muestreados.

Durante los dos afios se hallaron las especies Alternaria alternata, A.
tenuissima, Cladosporium aggregatocicatricatum, C. asperulatum, C. cladosporioides,
C. limoniforme, C. pseudocladosporioides, C. subtilissimum, C. tenellum, Epicoccum
nigrum, Fusarium proliferatum, F. semitectum, F. sporotrichioides,  Penicillium
canescens y Phoma aliena en ambos tipos de sistemas productivos.

Las especies Aspergillus versicolor, Penicillium raistrickii y Pleospora alli sélo
fueron determinados en sistemas tradicionales en ambos afos mientras que las
especies Aspergillus niger, Cladosporium macrocarpum, C. ramotenellum, Fusarium
acuminatum, Penicillium brevicompactum y Phoma glomerata sélo se hallaron en
sistemas organicos.

Con respecto a las especies de mayor importancia C. cladosporioides fue la
predominante en ambos sistemas durante los dos afios de muestreo seguida por C.
limoniforme en ambos sistemas durante el primer afio y por A. tenuissima en sistemas
tradicionales y C. asperulatum en sistemas orgdanicos durante el segundo afo. En tercer
orden de importancia fueron determinadas C. asperulatum en sistemas tradicionales y
A. tenuissima en sistemas orgdanicos durante el primer afio y C. limoniforme en ambos
sistemas durante el segundo. En el cuarto orden fueron halladas A. tenuissima en
sistemas tradicionales y C. asperulatum en sistemas orgdanicos durante el primer afo,
mientras que C. pseudocladosporioides y A. tenuissima fueron la cuarta especie mas
abundante en sistemas tradicionales y en sistemas organicos durante el segundo afo
respectivamente. Finalmente en quinto orden de predominancia fueron determinadas
C. subtilissimum en sistemas tradicionales y E. nigrum en organicos durante el primer
afo y C. asperulatum en sistemas tradicionales y C. pseudocladosporioides en

organicos durante el segundo.
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4.4 Relacion de las variables climatologicas con la biodiversidad

fungica aérea de la region

4.4.1 Recopilacion e interpretacion de los datos meteoroldgicos

Los datos obtenidos de los informes agrometeorolégicos emitidos por la
Estacion Experimental INTA Alto Valle para las zonas Centro y Este de la regién fueron
procesados y analizados con el programa Microsoft Excel®. De esta manera se analizd
cada uno de los parametros bajo estudio con el objetivo de obtener su valor promedio
anual para asi compararlo con los valores histéricos recopilados en la regién en virtud

de determinar las similitudes y diferencias climatoldgicas de cada aflo muestreado.

Temperatura media anual:

Historicamente la regién del Alto Valle del rio Negro se caracteriza por tener un
clima continental con una temperatura media anual de 15,0 °C siendo el mes de enero
el mas caluroso y el mes de julio el mas frio (Rodriguez y Muioz, 2006). El segundo afio
es el que mas se acerca en similitud al valor de temperatura media anual histérica,
seguido por el tercer aiio y luego por el primero. Los tres aifios coinciden en que el mes
mas caluroso es enero pero no sucede lo mismo con el mes mas frio, ya que para el
segundo ano es julio tal como sucede con los datos histéricos mientras que para el
primero y el tercero es el mes de junio. Los datos mensuales se muestran en la Tabla

N° 71y en la Fig. 134.
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Tabla N° 71: Datos mensuales de la temperatura media (TM) para cada afio de

muestreo.

2° ANO 3° ANO
Marzo 17,25 19,28 18,60
Abril 12,33 15,55 11,75
Mayo 9,10 9,60 9,00
Junio 5,83 7,85 5,05
Julio 6,28 7,20 5,90
Agosto 8,70 10,80 10,15
Septiembre 12,43 10,50 11,25
Octubre 15,08 12,75 14,60
Noviembre 17,53 19,10 19,25
Diciembre 21,08 21,80 22,60
Enero 23,38 23,00 23,40
Febrero 21,25 22,15 22,85
PROMEDIO ANUAL 14,18 14,96 14,53

Fig. 134: Temperatura media anual (TMA) por cada afio de muestreo.
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Velocidad media del viento anual

Los vientos en la regién varian entre suaves y fuertes y el periodo con mayor
frecuencia de dias de calma se registra entre los meses de abril y julio. Durante el
periodo 1990-2004 la velocidad media del viento tiene un valor promedio 6,7 km/h
(Rodriguez y Mufioz, 2006). Los tres afos presentan velocidades medias del viento
anuales inferiores a la media histérica, siendo el primer y segundo afio similares entre
si y mas cercanos a este valor que el tercer aifo. Los datos mensuales se muestran en la

Tabla N° 72 y en la Fig. 135.

Tabla N° 72: Datos mensuales de la velocidad media del viento (VMV) para cada afio de

muestreo.

MESES 1° ANO 2° ANO 3° ANO

Marzo 4,20 1,90 2,55

Abril 4,00 2,55 2,30

Mayo 2,25 2,45 2,15

Junio 2,90 5,50 2,25

Julio 3,15 3,40 2,80

Agosto 5,85 4,95 4,95

Septiembre 5,25 5,25 2,90

Octubre 3,85 4,70 2,70

Noviembre 5,10 4,50 4,00

Diciembre 4,25 4,65 4,20

Enero 3,20 3,50 3,00

Febrero 3,75 3,45 2,35

PROMEDIO ANUAL 3,98 3,90 3,01
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Fig. 135: Velocidad media del viento anual (VMVA) por cada afio de muestreo.
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Humedad relativa media anual

La humedad relativa media anual es de 65%, y valores medios por encima del
70% ocurren entre mayo y julio pudiendo alcanzar valores maximos de hasta un 90%.
Los valores mas bajos pueden llegar al 43% y suelen darse en el periodo primavero-
estival entre los meses de noviembre a febrero (Rodriguez y Mufioz, 2006). Sélo el
tercer aino se asemeja a la media histérica reportada para este parametro, seguida por
el primer afio y, en ultimo lugar por el segundo. Valores superiores al 70% se registran
entre los meses de abril y mayo para el primer afio y entre abril y julio para el tercero,
que solo en el mes de mayo alcanzé una maxima de 88% similar a lo acontecido con los
valores histdricos. Las minimas para cada afio fueron registradas en el mes de
diciembre (limite primavero-estival) con valores entre 42 y 43,5 °C. Los datos

mensuales se muestran en la Tabla N° 73 y en la Fig. 136.
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Tabla N° 73: Datos mensuales de la humedad relativa media (HRM) para cada afo de

muestreo.

2° ANO 3° ANO

Marzo 53,50 58,50 64,00
Abril 70,50 65,00 72,50
Mayo 78,00 66,50 88,00
Junio 69,50 53,50 81,00
Julio 69,50 52,00 79,50
Agosto 52,50 49,00 63,00
Septiembre 57,50 49,00 56,00
Octubre 58,50 54,50 65,50
Noviembre 48,00 ND 47,50
Diciembre 43,50 42,50 42,00
Enero 61,50 69,50 61,50
Febrero 55,00 56,00 55,50
PR:NT;DLIO 59,79 56,00 64,67

ND: No Determinado

Fig. 136: Humedad relativa media anual (HRMA) por cada afio de muestreo.
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Radiacion global media anual

Debido a su ubicacion geografica la regidon posee altos valores de radiacién
global con un valor anual medio histérico de 391,4 cal.gr/cm?.dia y los maximos valores
se alcanzan durante las estaciones de primavera y verano (Rodriguez y Mufioz, 2006).
A diferencia de lo que sucede con la velocidad media del viento anual, los datos
actuales para los tres afios de muestreo son superiores a los histdricos no presentando
grandes diferencias entre si. Los datos mensuales se muestran en la Tabla N° 74 y en la

Fig. 137.

Tabla N° 74: Datos mensuales de la humedad relativa media (HRM) para cada afo de

muestreo.

MESES 1° ANO 2° ANO 3° ANO
Marzo 660,50 676,15 671,00
Abril 482,15 485,70 485,60
Mayo 365,65 300,95 252,35
Junio 349,70 320,40 301,20
Julio 342,30 341,15 296,20
Agosto 459,05 474,80 477,45
Septiembre 604,80 565,75 607,90
Octubre 723,25 734,60 693,75
Noviembre 833,10 ND 849,20
Diciembre 877,70 873,50 870,20
Enero 865,20 912,60 867,50
Febrero 784,30 765,25 765,05
PR:&iDL'O 612,31 586,44 594,78

ND: No Determinado
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Fig. 137: Humedad relativa media anual (HRMA) por cada afio de muestreo.
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Por otro lado, se promediaron los valores de cada pardmetro climatoldgico para
determinar los resultados anuales. Los mismos se detallan en las Tablas N° 75, 76 y 77.
Luego estos datos se organizaron y promediaron en funcién de las estaciones de cada
afio de muestreo para determinar la tendencia de cada pardmetro climatolégico en el

tiempo y asi presentar las variaciones interanuales.

Tabla N° 75: Detalle de los pardmetros climatolégicos de las zonas Este y Centro del

Alto Valle durante el periodo comprendido entre otofio 2014 y verano 2015.

Temperatura Velocidad media Humedad relativa Radiacién Global

media (°C)  del viento (Km/h) media (%) media (w/m2)
MAR-14 17,25 4,20 53,50 660,50
ABR-14 12,25 4,00 70,50 482,15
MAY-14 9,00 2,25 78,00 365,65
JUN-14 5,65 2,90 69,50 349,70
JUL-14 6,25 3,15 69,50 342,30
AGO-14 8,90 5,85 52,50 459,05
SEP-14 12,35 5,25 57,50 604,80
OCT-14 14,95 3,85 58,50 723,25
NOV-14 17,45 5,10 48,00 833,10
DIC-14 20,95 4,25 43,50 877,70
ENE-15 23,15 3,20 61,50 865,20
FEB-15 21,10 3,75 55,00 784,30
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Tabla N° 76: Detalle de los pardmetros climatolégicos de las zonas Este y Centro del

Alto Valle durante el periodo comprendido entre otofio 2015 y verano 2016.

Temperatura Velocidad media Humedad relativa Radiacién Global
media (°C)  del viento (Km/h) media (%) media (w/m2)

MAR-15 19,05 1,90 58,50 676,15
ABR-15 15,55 2,55 65,00 485,70
MAY-15 9,60 2,45 66,50 300,95
JUN-15 7,85 5,50 53,50 320,40
JUL-15 7,20 3,40 52,00 341,15
AGO-15 10,80 4,95 49,00 474,80
SEP-15 10,50 5,25 49,00 565,75
OCT-15 12,75 4,70 54,50 734,60
NOV-15 19,10 4,50 ND ND

DIC-15 21,80 4,65 42,50 873,50
ENE-16 23,00 3,50 69,50 912,60
FEB-16 22,15 3,45 56,00 765,25

ND: No Determinado

Tabla N° 77: Detalle de los pardmetros climatolégicos de las zonas Este y Centro del

Alto Valle durante el periodo comprendido entre otofio 2016 y verano 2017.

Temperatura Velocidad media Humedad relativa Radiacién Global

media (°C)  del viento (Km/h) media (%) media (w/m2)
MAR-16 18,60 2,55 64,00 671,00
ABR-16 11,750 2,300 72,500 485,600
MAY-16 9,000 2,150 88,000 252,350
JUN-16 5,050 2,250 81,000 301,200
JUL-16 5,900 2,800 79,500 296,200
AGO-16 10,150 4,950 63,000 477,450
SEP-16 11,250 2,900 56,000 607,900
OCT-16 14,600 2,700 65,500 693,750
NOV-16 19,250 4,000 47,500 849,200
DIC-16 22,600 4,200 42,000 870,200
ENE-17 23,400 3,000 61,500 867,500
FEB-17 22,850 2,350 55,500 765,050
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Temperatura media:

No se observan diferencias entre las temperaturas medias por estacién de cada
afio de muestreo a excepcién de la estacion otonal e invernal del segundo afio donde
se detecta un leve aumento con respecto a las demas. La tendencia parece indicar que
la temperatura alcanza su maximo durante la estacidn estival y va disminuyendo hasta
alcanzar su minimo en la estacién invernal para luego volver a ascender. Los datos se

detallan en la Tabla N° 78 y se observan en la Fig. 138.

Tabla N° 78: Datos estacionales de la temperatura media (TM) en los tres afios de

muestreo.

OTONO 12,89 14,81 13,12
INVIERNO 6,93 8,62 7,03
PRIMAVERA 15,01 14,12 15,03
VERANO 21,90 22,32 22,95

Fig. 138: Seguimiento de la temperatura media por estacion en cada afio muestreado.
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Velocidad media del viento

La tendencia de este parametro es similar en el primer y segundo afio donde el
maximo valor se registra en primavera, luego en invierno, seguido por verano y el
minimo se da en otoiio. La diferencia entre ambos afios es que los valores en la
estacion otofial son mayores en el primer afio respecto del segundo, mientras que en
la estacion invernal sucede lo contrario. En cambio en el tercer afio la maxima se
detecta en invierno, luego en primavera, seguido por verano y la minima se registra en
otofo. De hecho en estas ultimas tres estaciones los valores son muy similares entre si.

Los datos se detallan en la Tabla N° 79 y se observan en la Fig. 139.

Tabla N° 79: Datos estacionales de la velocidad media del viento (VMV) en los tres

afos de muestreo.

VMV (Km/h) 1° ANO 2° ANO 3° ANO
OTONO 3,48 2,30 2,33
INVIERNO 3,97 4,62 3,33
PRIMAVERA 4,73 4,82 3,20
VERANO 3,73 3,87 3,18

Fig. 139: Seguimiento de la velocidad media del viento por estacién en los tres afios de

muestreo.
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Humedad relativa media

Se observan discrepancias entre los tres ainos de muestreo correpondientes a
las estaciones de otofio e invierno. Asi, en la primera mitad de cada afio puede
observarse que para ambas estaciones el tercer afio de muestreo fue mas humedo que
el primero y éste a su vez fue mas humedo que el segundo. Este pardmetro exhibe su
maximo durante la estacién otoial, a partir de la cual comienza a disminuir para llegar
a su minimo en la estacién de verano. En el segundo afio la tendencia se modifica ya
gue el minimo se registra en la estacidn invernal y a partir de alli comienza a ascender
nuevamente para llegar al maximo valor en otofio. Los datos se detallan en la Tabla N°

80 y se observan en la Fig. 140.

Tabla N° 80: Datos estacionales de la humedad relativa media (HRM) en los tres afios

de muestreo.

HRM (%) 1°AR0  2°ANO  3°ANO
OTORNO 67,33 63,33 74,83
INVIERNO 63,83 51,50 74,50
PRIMAVERA 54,67 51,75 56,33
VERANO 53,33 56,00 53,00

Fig. 140: Seguimiento de la humedad relativa media por estacidn en cada afio

muestreado.
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Radiacion global media

Al igual que como sucede con la temperatura media practicamente no se
registran diferencias entre la radiacién global media media de cada afio de muestreo a
lo largo del tiempo a excepcidn de la estacidon primaveral del segundo afio donde los
valores son menores en comparacion con los otros dos afios. La tendencia parece
indicar que este parametro alcanza su maximo durante la estacion estival y va
disminuyendo hasta alcanzar su minimo en la estacidn invernal para luego volver a
ascender al igual que la temperatura media. Los datos se detallan en la Tabla N° 81 y

se observan en la Fig. 141.

Tabla N° 81: Datos estacionales de la radiacién global media (RGM) en los tres afios de

muestreo.

RGM (w/m?) 1°AN0  2°ANO  3°ARO
0TORO 502,77 487,60 469,65
INVIERNO 383,68 37878 358,28
PRIMAVERA 72038 650,18 716,95
VERANO 842,40 850,45 834,25

Fig. 141: Seguimiento de la radiacién global media por estacion en cada afio

muestreado.
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4.4.2 Relacion de los parametros meteoroldgicos con los recuentos

fungicos estacionales

Con el objetivo de relacionar los parametros climaticos con los recuentos
fungicos promedio estacionales de los tres afios de muestreo se llevd a cabo una
comparacion de los resultados obtenidos y recopilados.

En la Tabla N° 82 se presentan los recuentos promedio (RP) estacionales de

cada ano muestreado y en la Fig. 142 se observan los resultados.

Tabla N° 82: Detalle de los recuentos promedio (UFC/m?) obtenidos las estacionaes de

los tres ailos muestreados.

Estaciones
Otoio 3,02E+03 7,30E+03 3,44E+03
Invierno 2,24E+03 3,42E+03 7,48E+02
Primavera 3,06E+03 1,07E+03 2,56E+03
Verano 1,27E+04 5,49E+03 9,61E+03
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Fig. 142: Recuentos fungicos promedio estacionales en los tres afios de muestreo.
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Como puede observarse el primer ano y el tercer afio se comportan de una
manera similar donde el maximo recuento fungico se registra en la estacion estival y el
minimo en la estacion invernal, el segundo recuento en orden de magnitud puede
registrarse en otofilo como sucede en el tercer afio o en primavera como sucede en el
primero. Esta tendencia suele correlacionarse con pardmetros como la temperatura y
la radiacién global que se asemejan a la misma a lo largo de cada afio. Si bien la
diferencia en el recuento de estas dos estaciones podria ser no significativa, esta
discrepancia que se presenta entre ambos afios podria asociarse a la mayor humedad
relativa que se registra para la estacidn otofial del tercer afio y a una menor velocidad
media del viento en la estacidn primaveral en comparacién con el primero.

El segundo afio tiene un comportamiento completamente diferente al primero
y al tercero y no parece seguir la tendencia de ningln parametro meteorolégico en
particular. Por lo tanto la misma posiblemente se deba a una asociacién de los
diferentes pardmetros. El mayor recuento registrado en la estacion otonal en
comparacion con la estival podria deberse a que en otofio se registraron mayores
valores de humedad relativa y menores valores de velocidad media del viento con
respecto al verano. El mayor recuento observado en la estacién invernal respecto a la
primaveral podria asociarse con una menor velocidad media del viento en

comparacion con la estacién primaveral.
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4.5 Determinacion de la patogenicidad y especificidad del

hospedante

Considerando, como fuera mencionado en el item 3.5 de la secccién de
Materiales y Métodos del presente trabajo, que los géneros Alternaria, Fusarium,
Penicillium y Aspergillus estan reconocidos dentro de los mas importantes géneros
fitopatdgenos y que la patogenicidad de las especies de Cladosporium, Stemphylium y
Pleospora ha sido menos frecuentemente estudiada, sumado a la abundancia de
Cladosporium en aire y a la emergente ocurrencia en la regién de Stemphylium y
Pleospora durante las ultimas temporadas de cosecha, se evalud la capacidad
fitopatdgena y la especificidad del hospedante de especies del género Cladosporium y
de los géneros Stemphylium y Pleospora sobre frutos representativos de la region.
Debido a que estos géneros han sido reportados como fitopatdégenos de ciertas
variedades de pera principalmente segun la bibliografia consultada, se seleccionaron
peras de las variedades Packham’s Triumph, Williams, Abate Fetel y D’ Anjou para
realizar los ensayos y manzanas de la variedad Red Delicious como planta control no
hospedadora de este hongo.

En ambos casos se registraron las lesiones externas e internas observadas sobre
los frutos analizados y se realizd una caracterizacién de las mismas. La patogenicidad
de cada aislamiento fue determinada segun el diametro de la lesién y la especificidad
del hospedador segun la capacidad de producirla o no sobre cada variedad de peray

manzana ensayadas.
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4.5.1 Especies de Cladosporium:

La patogenicidad y especificidad de hospedador de 26 aislamientos
representativos de las especies C. agregatocicatricatum, C. allicinum, C. asperulatum,
C. cladosporioides, C. pseudocladosporioides, C. limoniforme, C. macrocarpum, C.
ramotenellum, C. subtilissimum, C. tenellum y C. sp. identificados molecularmente, fue
llevada a cabo sobre frutos de pera de las variedades Packham’s Triumph y Abate
Fetel, siendo esta ultima reportada como una variedad susceptible a la infeccién por
especies de Cladosporium en los ultimos tiempos (INTA, comunicacion personal).

Asimismo, se evalud la patogenicidad sobre frutos de manzano de la variedad

Red Delicious y se observé que ninguno de los aislamientos resulté ser patégeno.

Caracterizacion de las lesiones externas:

Se registraron distintas caracteristicas en las lesiones producidas sobre la
superficie de los frutos de pera. Asi se pudo observar necrosis negra o marrén en el
punto de inoculacion o extendida fuera de él, con o sin desarrollo de micelio. También
se pudo observar resecamiento y/o endurecimiento del tejido circundante al punto de
inoculacidn. Las lesiones descriptas en el tejido externo de peras de ambas variedades

ensayadas se muestran en la Fig. 143.

Caracterizacion de las lesiones internas

En este caso también se registraron sélo las caracteristicas de las lesiones
producidas en el tejido interno de los frutos de pera. Al igual que con el exterior se
pudo observar necrosis negra o marrdn, con o sin desarrollo de micelio. Aqui, se
detectd de ahuecamiento del tejido interno con o sin endurecimiento del mismo. Las
lesiones descriptas en el tejido interno de peras de ambas variedades ensayadas se

muestran en la Fig. 144.
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Fig. 143: Lesiones externas observadas en peras. Packham’s Triumph: area de
resecamiento (R) (A) y lesidn presentando necrosis, endurecimiento y desarrollo de
micelio (E-N-CDM) (B). Abate Fetel: area de resecamiento sin desarrollo de micelio (R-
SDM) (C), area de resecamiento con desarrollo de micelio (R-CDM) (D), lesién
presentando resecamiento y necrosis en el punto de inoculacién sin desarrollo de
micelio (R-PIN-SDM) (E) y lesidn con resecamiento y necrosis marron por fuera del

punto de inoculacién con escaso desarrollo de micelio (N-R-CDM) (F).
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Fig. 144: Lesiones internas observadas en peras. Pacham’s Triumph: lesién
presentando ahuecado, endurecimiento, necrosis y desarrollo de micelio (E-N-CDM)
(A) y lesion con endurecimiento y necrosis sin desarrollo de micelio (E-N-SDM) en el
tejido interno (B). Abate Fetel: area con ahuecamiento y endurecimiento del tejido sin
desarrollo de micelio (A-E-SDM) (C), lesidon presentando ahuecamiento,
endurecimiento y necrosis con desarrollo de micelio (A-E-N-CDM) (D) y lesién con

endurecimiento y necrosis sin desarrollo de micelio (E-N-SDM) (E).
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En las Tablas N° 83 y 84 se describen los datos registrados sobre peras
Packham’s Triumph y Abate Fetel. A modo de simplificar sélo se muestran los
resultados de los 4 aislamientos que produjeron lesidon en peras Packham’s, dado que

los 22 aislamientos restantes no ocasionaron dafios visibles en los frutos.

Tabla N° 83: Lesiones externas e internas de especies de Cladosporium sobre frutos de

pera Packham’s Triumph.

LESION EXTERNA LESION INTERNA

Especie aisI':;\(i‘:nto Di:i::)tro Color Tipo Dia::nnt‘a)tro Color Tipo

§

3 Marroén

= 2 0,5 Incolora  R-SDM 0,5 E-SDM
S claro

3

s

S

O

3

§ 22 0,5 Negro N-R-SDM 0,5 Negro A-E-N-SDM
Q

o

§ 27 1,5 Negro N-E-CDM 1,8 Negro A-E-N-CDM
kS

S

Y

x

e} P

G 50 0,5 Negro  N-ESDM | 0,5 '\/'C?;:z“ E-N-SDM

REFERENCIAS: A: ahuecado; E: endurecimiento; N: necrosis; R: resecamiento; CDM: con
desarrollo de micelio; NPL: no produce lesidn; PIN: punto de inoculacidon con necrosis; SDM: sin

desarrollo de micelio.
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Tabla N° 84: Lesiones externas e internas de especies de Cladosporium sobre frutos de

pera Abate Fetel.

LESION INTERNA LESION EXTERNA

Especie aisll:;(i‘eento Dia’;:::)tro Color Tipo Dié;::)tro Color Tipo
. 1 NPL
RS
2
S
g‘; 20 1,2 Negro R-PIN-SDM 1,0 Negro A-E-N-CDM
3
Q
o

52 1,0 Incolora R-CDM 1,2 Negro E-N-SDM
0
Tg 2 0,9 Negro R-PIN-CDM 1,3 Negro E-N-SDM
S
3
E 22 1,5 Negro R-PIN-CDM 1,4 Negro A-E-N-CDM
O
3
S
b
Q 30 NPL
G

27 0,8 Marrén N-R-CDM 2,3 Negro E-N-SDM
g
3
S
S 50 06  Negro R-PIN-SDM | 1,0 Negro E-N-SDM
g
)

59 0,6 Incolora R-SDM 0,9 Incolora A-E-SDM

6 0,9 Incolora R-SDM 1,2 Negro E-N-SDM
3
3
§ 11 0,8 Incolora R-SDM 1,1 Negro E-N-SDM
o
g
o

12 1,3 Incolora R-SDM 1,0 Negro E-N-SDM
o &
£5 18 0,6 Incolora R-SDM 0,9 Negro E-N-SDM
G ¥
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24 0,9 Incolora R-SDM 1,1 Negro E-N-SDM
40 NPL

g

g 7 0,8 Incolora R-SDM 0,9 Negro E-N-SDM
2

.§

a 44 0,4 Incolora R-SDM 0,6 Incolora A-E-CDM
o
S
=§ 2 NPL

. <
o

S
'g £ 14 1,0 Incolora R-SDM 3,0 Negro E-N-SDM
5 3

2 §

SIS

S 37 1,1 Incolora R-CDM 1,9 Negro E-N-SDM
o

§ 31 1,0 Incolora R-SDM 0,9 Negro E-N-SDM
T

<

]

O 33 NPL

s §

S 3 17 1,1  Incolora R-CDM 0,8 Negro E-N-SDM
G 8

i

> 32 1,2 Incolora R-SDM 0,9 Marrén E-N-SDM
)

o

x> 35 NPL

)

on

> 38 NPL

o

REFERENCIAS: A: ahuecado; E: endurecimiento; N: necrosis; R: resecamiento; CDM: con
desarrollo de micelio; NPL: no produce lesidn; PIN: punto de inoculacidn con necrosis; SDM: sin

desarrollo de micelio.
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Con el objetivo de determinar el grado de patogenicidad de los aislamientos se
llevé a cabo una ponderacidon del mismo utilizando como medida el didmetro de la
lesion interna de los frutos como se describe en la Tabla N° 85. De esta manera el
grado de patogenicidad de los aislamientos que causaron lesién sobre frutos de las

variedades de pera Packham’s Triumph y Abate Fetel se presenta en la Tabla N° 86.

Tabla N° 85: Ponderacién del grado de patogenicidad sobre frutos de pera de los

aislamientos de Cladosporium.

Grado de patogenicidad Diametro de la lesion interna (cm) ‘
Patogeno leve (+) Entre 0,5y 1,3
Patégeno moderado (++) Entre 1,4y 2,2
Patdgeno severo (+++) Entre 2,3y 3,0

Tabla N° 86: Grado de patogenicidad sobre frutos de pera de los aislamientos de

Cladosporium.
PACKHAM'’S TRIUMPH ABATE FETEL
E . N° de Didmetro de la Grado de Didmetro de la Grado de
specle aislamiento lesién (cm) patogenicidad lesion (cm) patogenicidad
(%)
[\J]
S 20 NP 1,0 +
=
o
2
3
3 52 NP 1,2 +
@]
O
(o]
E . 2 0,5 + 1,3 +
S o
|8
S S
s 8
Q 22 0,5 + 1,4 ++
o
g §
8 5 27 1,8 ++ 2,3 +++
g 2
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En peras de la variedad Packham’s Triumph, sdlo 4 aislamientos causaron lesion
tanto en el tejido externo como interno de los frutos (15,4%). Los 22 aislamientos
restantes no produjeron ningun tipo de dafio en los tejidos externos y/o internos de
los frutos (84,6%). C. pseudocladosporioides y C. asperulatum fueron las especies que
ocasionaron lesidn en esta variedad.

En peras de la variedad Abate Fetel, 19 aislamientos produjeron lesién tanto en
el tejido externo como interno de los frutos (73,1%). Los 7 aislamientos restantes no
produjeron ningun tipo de dafio en los tejidos externos y/o internos de los frutos
(26,9%). Practicamente aislamientos de todas las especies de Cladosporium causaron
lesién en esta variedad a excepcion de C. allicinum, C. sp. 2y C. sp. 3

Como fuera mencionado previamente en manzanas de la variedad Red
Delicious, ninguno de los 26 aislamientos probados causd ningun tipo de lesion en los
tejidos de los frutos.

Los resultados descriptos se presentan en la Fig. 145.

Fig. 145: Resultados que describen la especificidad de hospedador de especies de

Cladosporium sobre frutos de pera y manzana.
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Con respecto al grado de patogenicidad en peras Packham’s Triumph, 3 de los 4
aislamientos que causaron lesion interna en frutos sanos resultaron ser patégenos
leves (75%) y el aislamiento restante resulté ser un patdégeno moderado (25%)
correspondiente a C. asperulatum (Fig. 146).

En peras Abate Fetel, 15 de los 19 aislamientos que causaron lesién interna en
frutos sanos resultaron ser patégenos leves (79,0%), 2 de 22 resultaron ser patégenos
moderados (10,5%) y 2 de 22 patdgenos severos (10,5%) (Fig. 146). Los aislamientos
que resultaron ser patégenos moderados y severos corresponden a las especies C.

pseudocladosporioides, C. asperulatum y C. aggregatocicatricatum.

Fig. 146: Resultados que describen el grado de patogenicidad de especies de

Cladosporium sobre frutos de pera.
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4.5.2 Especies de Stemphylium y Pleospora:

Stemphylium vesicarium (teleomorfo: Pleospora alli) ha sido ampliamente
reportado en otras partes del mundo como especie causante de la “mancha marrén

III

del peral” ocasionando dafio tanto en frutos como en hojas debido a la presencia de
sus conidios o ascosporas como asi también a la produccién de toxinas hospedador
especificas (toxinas SV) (Singh y col. , 2000).

Por lo tanto la patogenicidad y especificidad de hospedador de 9 aislamientos
de Pleospora y 2 de Stemphylium fue llevada a cabo sobre frutos de pera de las
variedades Packham’s Triumph y Abate Fetel y sobre hojas de las variedades
Packham’s Triumph, Abate Fetel, Williams y D’Anjou. Asimismo, frutos y hojas de
manzana de la variedad Red Delicious y hojas de rosa fueron empleadas como control
por ser plantas no hospedadoras de este género (Singh y col. , 1999). Sin embargo, se
ha podido determinar la patogenicidad de los aislamientos de ambos géneros en frutos
de manzana. En la tabla N° 87 se detallan las cepas empleadas en los ensayos.

Se registraron las lesiones externas e internas observadas sobre los frutos y
hojas utilizadas y se realizd una caracterizacién de las mismas. La patogenicidad de
cada aislamiento fue determinada segun el didametro y/o extensién de las lesiones y la

especificidad del hospedador segun la capacidad de producir daino o no sobre cada

variedad ensayada.
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Tabla N° 87: Aislamientos y cepas de S. vesicarium y P. alli empleadas en los

ensayos de fitopatogenicidad sobre frutos y hojas.

Género y especie N° de aislamiento Cepa ‘

P. alli 1 T2C2EO14
P. alli 2 T2C2F114
P. alli 3 T2C1F1I15
P. alli 4 03C5JP14

S. vesicarium 5 03C18D1P14
P. alli 6 OA4AC5EP14
P. alli 7 T2C4EI15
P. alli 8 T3C1FP15

S. vesicarium 9 04C3C016
P. alli 10 03CaCl16
P. alli 11 T1C12HV15
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Ensayos en frutos

Caracterizacion de las lesiones externas:

Se registraron distintas caracteristicas en las lesiones producidas sobre la
superficie de los frutos observandose necrosis de color marrén oscuro que en
ocasiones puede presentar bordes mas claros con o sin desarrollo de micelio. Las
lesiones suelen ser circulares aunque a veces pueden exhibir bordes mas irregulares y,
en ocasiones, se pudo observar la presencia de anillos concéntricos. En cuanto a la
textura produjo reblandecimiento del tejido circundante al punto de inoculacién y en
ocasiones hundimiento del mismo. Las lesiones descriptas en el tejido externo de los

frutos se muestran en la Fig. 147.

Caracterizacion de las lesiones internas:

Se registraron las caracteristicas de las lesiones producidas en el tejido interno
de los frutos. En este caso, las lesiones pueden clasificarse en dos tipos: las que
producen una necrosis amarronada con resecado en el sitio de inoculacién y
reblandecimiento del drea que lo circunda y en aquellas lesiones que tienen un color
amarronado palido y ocasionan un ahuecamiento del tejido con resecamiento de la
zona y desarrollo de micelio blanquecino. Las lesiones descriptas en el tejido interno

de los frutos se muestran en la Fig. 148.
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Fig. 147: Lesiones externas observadas en frutos. Abate Fetel: lesién marrén oscuro
con anillos concéntricos, reblandecimiento y desarrollo de micelio (RE-CDM) (A) y
lesion marrén oscuro con anillos concéntricos, reblandecimiento sin desarrollo de
micelio (RE-SDM) (B). Packham’s Triumph: lesién marrdn oscuro con bordes claros,
reblandecimiento y desarrollo de micelio (RE-CDM) (C). Red Delicious: lesion marrén

oscuro con anillos concéntricos y reblandecimiento con desarrollo de micelio (RE-CDM)

(D).
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l
.

Fig. 148: Lesiones internas observadas en frutos. Abate Fetel: lesién marrén claro

presentando reblandecimiento sin desarrollo de micelio (RE-SDM) (A), lesion marrén
claro presentando ahuecamiento y resecamiento con desarrollo de micelio (A-RE-SDM)
(B) y lesidn negra presentando ahuecamiento y resecamiento con desarrollo de micelio
(A-RE-CDM) (C). Packham’s Triumph: lesién marrén claro presentando
reblandecimiento sin desarrollo de micelio (RE-SDM) (D) y lesién marrén claro
presentando ahuecamiento y resecamiento con desarrollo de micelio (A-RE-CDM) (E).
Red Delicious: el fruto exhibe en su margen izquierda una lesion marrén claro
presentando ahuecamiento y resecamiento con desarrollo de micelio (A-RE-CDM) y en
su margen derecha una lesion maardn claro con centro negro y reblandecimiento sin

desarrollo de micelio (RE-SDM) (F).

300



Carolina V. Temperini RESULTADOS

En las Tablas N° 88, 89 y 90 se detallan los datos registrados sobre peras Packham’s

Triumph y Abate Fetel y manzanas Red Delicious.

Tabla N° 88: Resultados de los ensayos de patogenicidad con aislamientos de P. alliy S.

vesicarium sobre peras Packham’s Triumph.

LESION EXTERNA LESION INTERNA ‘
. N° de Diametro . Diametro "
Especie aislamiento (cm) Color Tipo (cm) Color Tipo
Marrén Marrén
1 3,0 oscuro con RE-CDM 2,3 RE-SDM
claro
bordes claros
Marrén Marrén
2 1,0 oscuro con RE-CDM 2,0 RE-SDM
— claro
3 bordes claros
Q Marrén .
3 05  oscurocon RE-CDM | 1,0 " Apcom
claro
bordes claros
4 NPL
L g Marrén .
(%)
2 s 07  oscurocon RE-COM | 1,0 " cpvAR-
S claro
“ © bordes claros
Marrén Marrén
6 1,0 oscuro con RE-CDM 2,0 A-R-CDM
claro
bordes claros
= Marrén Marrén
S 7 2,0 oscuro con RE-CDM 1,5 A-R-CDM
Q claro
bordes claros
Marrén claro Marrén
8 1,2 con bordes RE-CDM 1,5 RE-SDM
claro
claros
L g Marrén ,
wv
v 2 9 0,5 oscurocon  RE-CDM | 0,8  Marmon e com
S claro
“ © bordes claros
Marrén Marrdn
10 0,5 oscuro con RE-CDM 1,0 A-R-CDM
— claro
3 bordes claros
Q Marrén Marrén
11 1,0 oscuro con RE-CDM 1,2 A-R-CDM
claro
bordes claros

REFERENCIAS: A: ahuecado; R: resecamiento; RE: reblandecimiento; CDM: con desarrollo de

micelio; NPL: no produce lesidn; SDM: sin desarrollo de micelio.
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RESULTADOS

Tabla N° 89: Resultados de los ensayos de patogenicidad con aislamientos de P. alliy S.

vesicarium sobre peras Abate Fetel.

N° de

Diametro

LESION EXTERNA

Didmetr

LESION INTERNA

concéntricos

Especie aislamiento (cm) Color Tipo o (cm) Color Tipo
Marrén
1 2,0 oscurocon  peepv | 3,0  MAMON R spMm
anillos claro
concéntricos
Marrén
Marrd
- 2 1,2 oscurocon - gecom | 1,0 arron - A-r-com
3 anillos claro
Q concéntricos
Marrén
3 4,0 oscurocon  peepy |32 0 MATON T peopm
anillos claro
concéntricos
4 NPL
L g Marrén
@ 0Sscuro con Marrén
N S 5 1,5 u' RE-SDM 1,2 A-R-CDM
. S anillos claro
» O o
concéntricos
6 1,2 Marron RE-COM | 1,0  MaTON  propm
oscuro claro
Marrén
= 7 1,5 oscurocon - pe gy o1 0 MarmoN e com
3 anillos claro
Ql concéntricos
Marrén
8 2,0 oscurocon - pr oM | 15 Negro  A-R-CDM
anillos
concéntricos
. g Marrén
& ,
g 2 9 3,0 oscurocon - peepyv 1,5 0 MarmoON e com
S anillos claro
(Ve e
concéntricos
Marrén
10 2,0 oscurocon e epm | 1,5  Marron SDM
anillos claro
% concéntricos
Q Marrén
11 1,0 oscurocon g epv | 1,0 MaMoON A R.com
anillos claro

REFERENCIAS: A: ahuecado; R: resecamiento; RE: reblandecimiento; CDM: con desarrollo de

micelio; NPL: no produce lesidn; SDM: sin desarrollo de micelio.
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Tabla N° 90: Resultados de los ensayos de patogenicidad con aislamientos de P. alliy S.

vesicarium sobre manzanas Red Delicious.

LESION EXTERNA LESION INTERNA

. N° de Diametro . Diametro .
Especie aislamiento (cm) Color Tipo (cm) Color Tipo
Marrdén oscuro Marrén claro
1 2,5 con anillos RE-CDM 3,0 con centro RE-SDM
concéntricos negro
Marrdén oscuro
2 3,0 con anillos RE-CDM 2,5 Marrén claro  RE-SDM
3 concéntricos
Ql
3 2,0 Marrén oscuro RE-CDM 1,4 Marrén claro RE-SDM
4 NPL
S Marrén oscuro Marrén claro
N 'g 5 1,5 con anillos RE-CDM 1,5 con centro RE-SDM
“ O concéntricos negro
Marrdén oscuro Marrén claro
6 2,0 con anillos RE-CDM 2,0 con centro RE-SDM
concéntricos negro
T’f 7 0,5 Marrén oscuro RE-CDM 0,8 Marréon claro RE-SDM
Q
, , A-R-
8 1,0 Marrén oscuro RE-CDM 0,8 Marroén claro
CDM
& E Marrén oscuro
Q 'g 9 0,8 con anillos RE-CDM 1,0 Marrén claro RE-SDM
“ O concéntricos
10 2,0 Marrén oscuro RE-CDM 1,5 Marrén claro RE-SDM
3
Q Marrdén oscuro Marrén claro
11 2,1 con anillos RE-CDM 2,2 con centro RE-SDM
concéntricos negro

REFERENCIAS: A: ahuecado; R: resecamiento; RE: reblandecimiento; CDM: con desarrollo de

micelio; NPL: no produce lesidn; SDM: sin desarrollo de micelio.
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RESULTADOS

Nuevamente con el objetivo de determinar el grado de patogenicidad de los

aislamientos se llevd a cabo una ponderacién del mismo utilizando como medida el

didmetro de la lesion interna de los frutos como se describe en la Tabla N° 91. A

continuacion se presenta en la Tabla N° 92 el grado de patogenicidad de los

aislamientos que causaron lesion interna sobre frutos de las variedades de pera

Packham’s Triumph y Abate Fetel y de manzana Red Delicious.

Tabla N° 91: Ponderacion del grado de patogenicidad sobre frutos de los aislamientos

de P. alliy S. vesicarium.

Grado de patogenicidad

Patogeno leve (+)

Diametro de la lesion interna (cm)

Entre 0,8y 1,5

Patégeno moderado (++)

Entre 1,6 y 2,3

Patogeno severo (+++)

Entre 2,4y 3,2

Tabla N° 92: Grado de patogenicidad de los aislamientos de P. alliy S. vesicarium sobre

frutos de pera y manzana.

PACKHAM'’S
TRIUMPH ABATE FETEL RED DELICIOUS
£ . N° de I;)ia'lm: 9e Grado de Diam. de la Grado de Diam. de la Grado de
specie aislamiento a (:::;m patogenicidad lesién (cm) patogenicidad lesiéon (cm)  patogenicidad
1 2,3 ++ 3,0 +++ 3,0 +++
?’f 2 2,0 ++ 1,0 + 2,5 +++
Q.
3 1,0 + 3,2 +++ 1,4 +
g §
SRS 5 1,0 + 1,2 + 1,5 +
PR
- 6 2,0 ++ 1,0 + 2,0 ++
3
Ql
7 1,5 + 1,2 + 0,8 +
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8 1,5 + 1,5 + 0,8 +
5§
L= 9 0,8 + 1,5 + 1,0 +
4 3
N 10 1,0 + 1,5 + 1,5 +
3
Ql
11 1,2 + 1,0 + 2,2 ++

Los resultados arrojan que 10 de 11 aislamientos (90,9%) de Stemphylium
vesicarium y Pleospora alli produjeron lesiones externas e internas en frutos de pera
de ambas variedades como asi también en manzanas Red Delicious.

Los resultados descriptos se presentan en la Fig. 149.

Fig. 149: Resultados que describen la especificidad de hospedador de especies de S.

vesicariumy P. alli.

Especificidad de hospedador de S. vesicarium y
P. alli
100,0 -
— 80,0 -
S
L 60,0 -
t B Patégeno
S 40,0 -
5 No patégeno
8 20,0 -
0,0 . . .
Pera Pera ABATE Manzana RED
PACKHAM'S FETEL DELICIOUS
TRIUMPH
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Con respecto al grado de patogenicidad en peras Packham’s Triumph, 7 de los
10 aislamientos que causaron lesion interna en frutos sanos resultaron ser patégenos
leves (70%) y los 3 aislamientos restantes resultaron ser patégenos moderados (30%)
(Fig. 150).

En peras Abate Fetel, 8 de los 10 aislamientos que causaron lesidn interna en
frutos sanos resultaron ser patdgenos leves (80%) y los 2 aislamientos restantes
resultaron ser patdgenos severos (20%) (Fig. 150).

En manzanas Red Delicious, 6 de los 10 aislamientos que causaron lesion
interna en frutos sanos resultaron ser patégenos leves (60%), 2 de 10 resultaron ser
patégenos moderados (20%) y los 2 restantes patégenos severos (20%) (Fig. 150).

Los aislamientos que resultaron ser patdgenos moderados y severos
corresponden a Pleospora alli mientras que los aislamientos de Stemphylium

vesicarium resultaron ser patogenes leves.

Fig. 150: Resultados que describen el grado de patogenicidad de especies de P. alliy S.

vesicarium sobre frutos de pera y manzana.

Grado de patogenicidad de S. vesicariumy P.
alli sobre frutos de pera y manzana

100
— 80 A
§_
() |
'gg 60 B Patégeno leve
§ 40 M Patégeno moderado
o
& 20 - Patégeno severo
0 . . .
Pera Pera ABATE Manzana RED
PACKHAM'S FETEL DELICIOUS
TRIUMPH
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Ensayos en hojas

Caracterizacion de las lesiones:

En términos generales las lesiones consisten en una necrosis de color marrén
oscuro de bordes circulares que con el tiempo se vuelven irregulares y se extienden
hasta ocupar la totalidad de la superficie foliar adquiriendo un color mas oscuro, casi
negruzco. Las lesiones causadas por las toxinas hospedador especificas presentes en
los filtrados de cultivo suelen causar una necrosis que se extiende desde el sitio de
inoculacién por el sistema vascular de la hoja coincidente con la “necrosis venosa”
descripta por Singh (1999). Las lesiones descriptas en hojas ocasionadas por
suspensiones conidiales y filtrados de cultivo se muestran en las Fig. 151, 152, 153 y

154.

Fig. 151: Lesiones ocasionadas por suspension conidial en hojas de pera D’ Anjou (A),

Abate Fetel (B), Williams (C) y Packham’s (D).

Fig. 152: Lesiones ocasionadas por filtrados de cultivo en hojas de pera D’ Anjou (A),

Abate Fetel (B), Williams (C) y Packham’s (D).
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Fig. 153: lesiones producidas por suspensiones conidiales en hojas de pera, manzana y

rosa: aislamiento 4 (A), 7 (B) y 11 (C).
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Fig. 154: lesiones producidas por filtrados de cultivo en hojas de pera, manzana y rosa:
aislamiento 2 (A), 7 (B), 9 (C) y 12 (D). En las hojas de pera Williams de los 4

aislamientos probados, se puede observar necrosis venosa.
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Los resultados se expresaron en porcentaje promedio de superficie foliar
afectada utilizando las referencias propuestas por Tanahashi y col. (2017). Asimismo,
las mismas se utilizaron para realizar una ponderacién del grado de patogenicidad de

los aislamientos como se detalla en la Tabla N° 93.

Tabla N° 93: Ponderacién del grado de patogenicidad sobre hojas de los aislamientos

de P. alliy S. vesicarium.

Porcentaje promedio de Referencia Grado de
superficie foliar afectada (%) patogenicidad
0 - No patégeno
~25 + Patdégeno leve
25-50 ++ Patégeno
moderado
50-100 +++ Patdégeno severo
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Resultados de ensayos con suspensiones conidiales:

RESULTADOS

En la Tabla N° 94 se detallan los datos obtenidos de los ensayos realizados con

suspensiones conidiales sobre las diferentes variedades de peras, manzanas Red

Delicious y rosa.

Tabla N° 94: Grado de patogenicidad de las suspensiones conidiales de aislamientos de

P. alli y S. vesicarium sobre hojas de diferentes variedades de pera, manzana Red

Delicious y rosa.

PERA MANZANA ROSA
. Aislamiento , ABATE PACKHAM'’S RED
Especie N° D’ ANJOU FETEL WILLIAMS TRIUMPH DELICIOUS SP.
1 ++ +++ +++ +++ - -
2 + ++ + +++ - -
S
Q
3 + ++ - + - -
4 - +++ + ++ - -
3 §
S 5 + + + + - -
u 8
6 ++ + + +++ - -
S 7 - +++ + - - -
Q
8 + ++ + + - -
3 §
S g 9 + ++ + + - -
% 8
10 + +++ +++ +++ - -
S
a
11 - +++ + ++ - -
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En peras D’ Anjou, 8 de 11 aislamientos (72,7%) produjeron lesidn en hojas, en
la variedad Abate Fetel todos los aislamientos resultaron ser patégenos (100%), en
Williams 10 de 11 aislamientos causaron lesion (90,9%) y en peras Packham’s Triumph
10 de 11 aislamientos lesionaron las hojas (90,9%). En todas las variedades aquellos
aislamientos que no resultaron ser patégenos corresponden a Pleospora alli. En ambas
plantas no hospedadoras (manzana y rosa) ninguno de los aislamientos resulté ser
patdgeno revelando asi una especificidad de hospedador. Los resultados descriptos se

presentan en la Fig. 155.

Fig. 155: Resultados que describen la especificidad de hospedador de aislamientos de

S. vesicarium y P. alli sobre hojas.

Especificidad de hospedador de S. vesicarium y P.
alli en hojas

100,0
__ 80,0 -
B M Patogeno
2 60,0 )
g No patégeno
§ 40,0 A
o
a
20,0 -
0,0 . . . —— =
Pera D' Pera ABATE Pera Pera Manzana Rosa SP.
ANJOU FETEL WILLIAMS PACKHAM'S RED

TRIUMPH  DELICIOUS
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Con respecto al grado de patogenicidad en peras D’ Anjou, 6 de los 8
aislamientos que causaron lesidn en las hojas resultaron ser patégenos leves (75%) y
los 2 aislamientos restantes resultaron ser patégenos moderados (25%). En Abate
Fetel, 2 de los 11 aislamientos que causaron lesidn resultaron ser patdgenos leves
(18,2%), 4 aislamientos resultaron ser patégenos moderados (36,4%) y los 5
aislamientos restantes resultaron ser patogenos severos (45,4%). En peras Williams, 8
de 10 aislamientos resultaron ser patégenos leves (80%) y los dos restantes resultaron
ser patogenos severos (20%). En Packham’s Triumph, 4 de los 10 aislamientos que
causaron lesion resultaron ser patégenos leves (40%), 2 aislamientos resultaron ser
patégenos moderados (20%) y los 4 aislamientos restantes resultaron ser patégenos
severos (40%). Los aislamientos que resultaron ser patdgenos severos corresponden a

Pleospora alli. Los resultados descriptos se presentan en la Fig. 156.

Fig. 156: Resultados que describen el grado de patogenicidad de aislamientos de S.

vesicarium y P. alli sobre hojas.

Grado de patogenicidad de S. vesicarium y P. alli
en hojas
100 -
— 80 1
S
2 60 .
8 B Patdgeno leve
c
g 40 1 B Patégeno moderado
& 20 - Patogeno severo
0 T T T 1
Pera D' Pera ABATE Pera Pera
ANJOU FETEL WILLIAMS PACKHAM'S
TRIUMPH
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Resultados de ensayos con filtrados de cultivo:

En la Tabla N° 95 se describen los datos obtenidos de los ensayos realizados con
filtrados de cultivo sobre las diferentes variedades de peras, manzanas Red Delicious y

rosa.

Tabla N° 95: Grado de patogenicidad de los filtrados de cultivo de aislamientos de P.
alli y S. vesicarium sobre hojas de diferentes variedades de pera, manzana Red

Delicious y rosa.

PERA MANZANA ROSA ‘
. Aislamiento , ABATE PACKHAM'S RED
Especie N° D’ ANJOU FETEL WILLIAMS TRIUMPH DELICIOUS SP.
1 + +++ + - - -
2 + +++ + + - -
s
aQ
3 + +++ + - - -
4 - +++ - - - -
5 €
(%)
g 2 5 + + + - - -
% 8
6 + +++ + - - -
S 7 ++ +++ + - - -
a
8 - +++ + - - -
5 §
S T 9 + ++ + + - -
w8
10 + +++ + - - -
S
a
11 + + + - - -
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En peras D’ Anjou, 9 de 11 aislamientos (81,8%) produjeron lesidn en hojas, en
la variedad Abate Fetel todos los aislamientos resultaron ser patégenos (100%), en
Williams 10 de 11 aislamientos causaron lesion (90,9%) y en peras Packham’s Triumph
2 de 11 aislamientos lesionaron las hojas (18,2%). En ambas plantas no hospedadoras
(manzana y rosa) ninguno de los aislamientos resultd ser patdégeno revelando asi una

especificidad de hospedador. Los resultados descriptos se presentan en la Fig. 157.

Fig. 157: Resultados que describen la especificidad de hospedador de toxinas

producidas por aislamientos de P. alli y S. vesicarium sobre hojas.
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Con respecto al grado de patogenicidad en peras D’ Anjou, 8 de los 9
aislamientos que causaron lesidn en las hojas resultaron ser patégenos leves (88,9%) y
el aislamiento restante resultd ser un patéogeno moderado (11,1%). En Abate Fetel, 2
de los 11 aislamientos que causaron lesidn resultaron ser patogenos leves (18,2%), 1
aislamiento resulté ser un patégeno moderado (9,1%) y los 8 aislamientos restantes
resultaron ser patégenos severos (72,7%). En peras Williams y Packham’s Triumph, los
aislamientos resultaron ser patégenos leves (100%). Los aislamientos que resultaron
ser patégenos severos corresponden a Pleospora alli. Los resultados descriptos se

presentan en la Fig. 158.

Fig. 158: Resultados que describen el grado de patogenicidad de toxinas producidas

por aislamientos de P. alliy S. vesicarium sobre hojas.
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5.1 Determinacidon de la concentracion, densidad y distribucion
anual, estacional, geografica y por sistema productivo de la

micoflora total y de los géneros hallados

La atmdsfera no contiene una microbiota autdctona, pero es un medio para la
dispersiéon de muchos tipos de microorganismos (De la Rosa y col.,, 2002). Las
investigaciones realizadas en el campo de la micologia ambiental sugieren que la
composicion fungica del aire, en términos de concentracidon y composicion de géneros
y especies varia respecto de las areas geograficas y son influenciadas por la
estacionalidad y otros factores ambientales (Halwagy, 1989; Burge, 1986; Cosentino y
col., 1990; De Lara y col., 1990; Pei-Chih y col., 2000; Haas y col., 2007; Frohlich-
Nowoisky y col., 2012). Estudios aermicolégicos han sido llevados a cabo en numerosos
sitios del planeta y, si bien no existen estdndares que permitan determinar si las
concentraciones fungicas de un ambiente son seguras o no, el conocimiento que estos
estudios aportan resulta de suma importancia debido a los efectos que las esporas
fungicas pueden ocasionar sobre la salud humana, animal y de las plantas. La gran
mayoria de estas investigaciones se realizaron en ambientes urbanos y suburbanos,
siendo inferiores aquellos destinados al relevo de zonas agricolas, aunque en los
ultimos anos han cobrado mayor interés y desarrollo.

Numerosos estudios sobre la micoflora de ambientes externos en areas urbanas
y suburbanas fueron realizados. En paises orientales como China, Lim y col. (1998)
analizaron la carga mensual de esporas fungicas del aire exterior de diferentes puntos
de la ciudad de Singapur durante 5 afios de muestreo. Las esporas fungicas se
encontraron en la atmdsfera a una media geométrica de 19075 esporas/m?> por mes. A
pesar de la ausencia en los trdpicos de las cuatro estaciones climaticas que
caracterizan a los paises templados, se observaron variaciones mensuales en el
recuento de esporas que coinciden con una serie de estudios realizados en los
trépicos. En general, el recuento de esporas de hongos generalmente alcanzé su punto
maximo en febrero-marzo y octubre-noviembre y los minimos se observaron

ocasionalmente en abril y julio-agosto. Las esporas mas abundantes corresponden al
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género Cladosporium, seguido por ascosporas de Dydimosphaeria y conidios de
Curvularia, Drechslera y Pithomyces.

En la ciudad de Beijing se llevé a cabo un estudio de un afio de duracion que
presentd un recuento fungico con una media de 1165 UFC/m? y una mediana de 710
UFC/m? (Fang y col., 2005). Las concentraciones fueron superiores en los meses de
verano y otofio y mas bajas en invierno y primavera. Sin embargo no hubo diferencias
significativas entre los recuentos de invierno y primavera. Se determinaron 14 géneros
distintos y Cladosporium fue nuevamente predominante contribuyendo a mas de 1/3
del conteo total, seguido por Alternaria, Penicillium y Aspergillus.

Wang y col. (2010; 2011) condujeron un trabajo de investigaciéon anual sobre la
micoflora aérea presente en las cuevas de Mogao en la ciudad de Dunhuang (China)
obteniendo un recuento fungico medio total de 187 UFC/m>. En el mismo hallaron 11
géneros diferentes entre los que Cladosporium resultd prevalecer, seguido por
Fusarium, Penicillium, Alternaria y Aspergillus. La mayoria de los géneros fungicos
presentaron significativas variaciones estacionales, observandose niveles mayores en
verano y otono que en las estaciones de primavera e invierno.

Otro estudio se realizé en una tipica ciudad metropolitana del sur de Taiwan
(Taindn), en el cual Pei-Chih y col. (2000) compararon las concentraciones vy
composiciones fungicas de ambientes externos e internos durante las estaciones de
invierno y verano. Los recuentos fungicos totales presentaron una mediana geométrica
de 8946 UFC/m? en invierno y 4381 UFC/m? en verano para ambientes internos y de
11464 UFC/m3 en invierno y 4689 UFC/m3 en verano para ambientes externos. Con
respecto a la composicién de géneros, Cladosporium resultd ser el predominante en
ambos tipos de ambientes, seguido por Penicillium, Aspergillus y Alternaria.

En la India, se llevd a cabo un estudio mensual durante 5 anos para determinar
el perfil aeromicoldgico y de salud de areas suburbanas cercanas a la ciudad de Calcuta
(Chakrabarti y col., 2012). La concentracidon total anual mas alta de esporas se observé
en 2005-2006 (1816 esporas/m? de aire) y la mas baja en 2004-2005 (1310 esporas/m’
de aire). Del mismo estudio se desprende la presencia de mas de 50 taxones, de los
cuales 32 fueron identificados hasta el nivel de género. El resto se agruparon como
ascosporas, grupo Aspergillus/Penicillium, basidiosporas, uredosporas y otros. La

concentracion atmosférica media mensual mas alta se observd en Cladosporium sp.
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(32,95%) seguido por ascosporas (17,72%), basidiosporas (7,44%), esporas del grupo
Aspergillus/Penicillium (6,51%) y Nigrospora sp. (5,46%). En promedio, el resto de los
tipos de esporas contribuyeron sélo con 29,92% a la carga total. De todos los géneros
hallados, 15 resultaron ser aeroalergénicos y de hecho correlaciones positivas se
hallaron entre el recuento fungico y los casos de enfermedades respiratorias. Ademas
se detectd una posible influencia de factores climaticos sobre los conteos de esporas
en aire. Con respecto a la variacién estacional, se encontré6 que una mayor
concentracién ocurrié durante el comienzo del invierno (diciembre) seguido por el
monzdén temprano y tardio (junio y agosto), mientras que la concentracion disminuyd
durante el final del invierno (enero a febrero), a mediados de abril y mediados del
monzdn (julio). Esta diferencia de variacion estacional puede deberse a la ubicacién
geografica.

En Irak, Muhsin y Adlan (2012) realizaron una examinacién de la micoflora
presente en el aire de la ciudad de Basrah por un periodo de un afio en 2009. El
recuento fungico no pudo ser determinado dado que el método de aislamiento
utilizado fue el gravitacional. Como resultado hallaron 9 géneros y 16 especies entre
los que Cladosporium fue el de mayor importancia seguido por Penicillium, Alternaria y
Aspergillus. También se determind una variacion estacional de los géneros hallados
con diferencias significativas entre las cuatro estaciones. Asi, invierno y verano
exhibieron recuentos fungicos superiores que otofio y primavera.

Un estudio llevado a cabo en la ciudad de Tehran, capital irani, tuvo como
objetivo principal determinar la diversidad y los patrones de distribucién de la
micoflora aérea en diversos puntos de la ciudad empleando como método el muestreo
gravitacional. Aspergillus fue el género predominante y le siguieron en orden de
importancia Cladosporium, Penicillium y Alternaria (Shams-Ghahfarokhiy col., 2014).

En el continente europeo, varias investigaciones aeromicolégicas se
desarrollaron en la Peninsula Ibérica. En ciudades como Madrid y Almeria (Granada) se
determind la micoflora aérea a lo largo de un afo y su variacién estacional. En la
capital espafiola se registré una concentracién fungica total de 222374 esporas/m® de
aire y se identificaron setenta tipos de esporas, de los cuales los mas numerosos
fueron las de Cladosporium, Aspergillaceae (conidios), Coprinus, Agaricales

(basidiosporas), Ustilago (teliosporas) y Pleospora (ascosporas). Entre ellas,
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Cladosporium representd el 41% de las esporas de hongos totales. Los recuentos
alcanzaron sus mayores concentraciones en los meses de primavera y otofo (Herreroy
col., 2006). En la ciudad de Almeria, el recuento fungico total alcanzé 306525
esporas/m3 de aire. Las esporas halladas corresponden a los géneros Cladosporium,
que fue el de mayor importancia, seguido por Alternaria y Ustilago, luego predomina
Stemphylium y finalmente y en mucha menor cantidad Fusarium. La variacién
estacional indica que las concentraciones maximas de Alternaria, Cladosporium y
Stemphylium se registraron en primavera y otofio con niveles muy acusados, mientras
que los valores minimos se detectaron en los meses estivales e invernales; las esporas
de Fusarium y Ustilago son mas abundantes principalmente en otofio e invierno
(Sabariego y col., 1999).

En Italia, mds precisamente en la ciudad de Mildn, Picco y Rodolfi (2000)
estudiaron la aeromicoflora presente en los ambientes internos y externos de cuatro
estaciones de subte durante un afilo mediante el método gravitacional. Como resultado
se hallaron cuatro géneros dominantes en los ambientes externos cuya presencia vario
durante todo el afo: Cladosporium, Penicillium, Epicoccum y Alternaria. Asimismo,
Aspergillus y Aureobasidium merecen ser mencionados debido a su considerable
presencia. Cladosporium fue el de mayor importancia (55%) presentando sus
concentraciones mas altas en verano seguido por Penicillium y Epicoccum.

Por su parte, en 2002, Shelton y col. examinaron 12.026 muestras de aire a fin
de determinar los perfiles de esporas fungicas en el aire en edificios y sus ambientes
externos en Estados Unidos. Ellos determinaron que la concentracién de mohos
cultivables en ambientes internos es menor a aquella encontrada en ambientes
externos y que los niveles fungicos fueron mas altos en otofo y verano que en invierno
y primavera. Cladosporium fue el género mds comunmente hallado tanto en
ambientes internos como externos en todas las estaciones, seguido por Penicillium y
Aspergillus.

Rocha Estrada y col. (2013) analizaron la variacién temporal de esporas
de Alternaria, Cladosporium, Coprinus, Curvulariay Venturiaen el aire del area
metropolitana de Monterrey, México, durante un afio (2007-2008). El recuento total
fungico fue de 33576 esporas/m3 de aire. El mes que presentd el indice de esporas

maximo corresponde a noviembre con 5598 esporas/m>de aire. Con respecto a los
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géneros hallados, del total de esporas registradas en el aire, el 83% pertenecen a
Cladosporium (69%), Alternaria (6%), Coprinus (3%), Venturia (3%) y Curvularia (2%).
Otro estudio anual realizado en México, en el estado de Tabasco, revela la presencia
de los géneros Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum,
Helminthosporium, Monilia y Penicillium siendo Aspergillus el de mayor predominancia
(Gil y col., 2014).

En paises del Hemisferio Sur y mas precisamente del continente sudamericano
se han realizado investigaciones aeromicoldgicas tendientes a establecer la
aeromicobiota y sus variaciones estacionales y geograficas. En Brasil, Menezes y col.
(2004) estudiaron la prevalencia y variacion estacional de los hongos anemdfilos en el
aire atmosférico de Fortaleza - Ceara, con el fin de contribuir al conocimiento de la
diversidad de hongos aerotransportados y la distribucidn en la regién. Si bien las
concentraciones no pudieron ser determinadas debido al método gravitacional de
muestreo los resultados aportaron informacién sobre la composicidon de géneros. Los
10 hongos aéreos mas frecuentes fueron: Aspergillus (44,7%), Penicillium (13,3%),
Curvularia (9,8%), Cladosporium (6,8%), Mycelia sterilia (6,0%), Fusarium (3,5%),
Rhizophus (3,1%), Drechslera (2,6%), Alternaria (2,4%) y Absidia (2,2%). Con respecto a
la variacion estacional, el primer semestre del ano (verano-otofio) mostraron una
mayor incidencia de esporas de hongos y una menor incidencia durante los meses de
julio y septiembre (invierno y principios de primavera) (Menezes y col., 2004).

En Chile, Ibafiez y col. (1998) monitorearon la concentracién fungica ambiental
durante un afio en la ciudad de Santiago, donde reportaron un recuento medio de
1945 UFC/m? que aumenta en forma significativa en verano. Se identificaron 39 taxa:
86,7% correspondiente a hongos filamentosos y el resto a levaduras. Los géneros
hallados en orden de predominancia fueron los siguientes: Cladosporium, Ulocladium,
Alternaria, Penicillium, Aspergillus, Aureobasidium, Botrytis y Epicoccum. Con respecto
a las variaciones estacionales, Cladosporium, Ulocladium y Epicoccum aumentan su
concentracion en verano; Botrytis y Penicillium aumentan en otofio e invierno y
Aspergillus aumenta solamente en el otofio. Otro estudio llevado a cabo en la misma
ciudad por Henriquez y Villegas (1999) reporta la aeromicoflora presente en el area
oriente de Santiago arrojando una concentracion media total anual de 2706

aerosporas/dia/m>. El género Cladosporium fue predominante con un 73% de
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abundancia entre el total de esporas, seguido por basidiosporas, carbones, ascosporas,
el género Alternaria y demds géneros determinados con frecuencias relativas
inferiores al 1% (Penicillium, Aspergillus, Epicoccum, Stemphylium, Helminthosporum,
Ganoderma, etc.) Cladosporium, Epicoccum y Stemphylium presentan los recuentos
mas altos en otofio; basidiosporas, ascosporas y conidios de Aspergillus/Penicillium
aumentan en invierno; Ganoderma y Helminthosporium aumentan en verano y
Alternaria se mantiene con igual frecuencia durante primavera y otofo.

En Argentina, los estudios aeromicolégicos comenzaron a desarrollarse en la
década del 80 en zonas del centro del pais y desde entonces han comenzado a tomar
auge y mayor interés. La mayoria de ellos se relacionan al estudio de ambientes
internos de bibliotecas, hogares y museos (Rodriguez de Kopp vy col., 1998; Bueno y
col., 2003, Basilico y col., 2007; Aringoli y col., 2008; Borrego y col., 2011; Mallo y col.,
2017). En la provincia de Santa Fe, se reporta la presencia de géneros como
Cladosporium, Fusarium, Alternaria, Epicoccum, Acremonium y Aspergillus en
porcentajes superiores al 5% de la micoflora aislada en cada ambiente. La mayor
cantidad de esporas fungicas fue observada en octubre y la minima en julio. Estos
estudios proponen una variacién estacional de los géneros, segun Basilico y col. (2007)
la prueba ANOVA mostré los niveles mas altos de hongos (media geométrica) en el
verano para Alternaria, Fusarium, Curvularia, Acremonium, Mucor, Nigrospora,
Chrysosporium. En invierno, los niveles mas altos fueron para Penicillium y levaduras.
Aringoli y col. (2008) proporcionan datos similares ya que reportan que los géneros
Alternaria, Epicoccum, Fusarium, Curvularia y Acremonium presentan un incremento
de su concentracién durante el verano mientras que Cladosporium permanece
invariable.

Otros estudios han sido llevados a cabo en ambientes externos principalmente
en la provincia de Buenos Aires. Nitiu y Mallo (2011) reportaron un recuento fungico
total anual de 171670.21 esporas/m® de aire y determinaron que los conidios de
ascomicetes dominaron la nube superando el 44% del total de esporas halladas y el
maximo aporte se registré en febrero dado por las esporas de Cladosporium (43,27%) y
Alternaria (3,96%) principalmente. Ambos se registran practicamente todo el afio pero

tienen periodos de esporulacidn que se extienden, principalmente, desde agosto hasta
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abril mientras que las esporas del grupo Aspergillus/Penicillium tienen su pico de
desarrollo en la temporada primaveral.

En las provincias de Corrientes y Chaco se estudiaron los microhongos
anemofilos de la atmésfera de las ciudades de Corrientes y Resistencia mediante el
método gravitacional durante los meses de primavera del afio 2000 y de otofio del afio
2001. Como resultado de este trabajo, los géneros mds frecuentes en orden
decreciente en ambas ciudades fueron: Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Phoma,
Fusarium, Alternaria, Curvularia y Trichoderma. Sélo se hallé diferencia estacional en la
ciudad de Corrientes donde la frecuencia total de aislamientos fue menor en otofio
(Esquivel y col., 2003).

Finalmente cabe mencionar un trabajo desarrollado por Frisén y col. (2012)
quienes evaluaron la diversidad fungica en ambientes externos e internos de industrias
alimentarias en localidades de la provincia de Santa Fe, Argentina. La concentracion
fungica externa fue de 1696 UFC/m? en la industria guesera, de 1192 UFC/m> en la
panadera y de 2601 UFC/m® en la elaboradora de dulce de leche, estando
representada por 13 géneros de hongos: Cladosporium, Alternaria, Epicoccum,
Penicillium, Fusarium, Chrysosporium, Aspergillus, Trichoderma, Curvularia, Rhizopus,
Eurotium, Ulocladium y Paecilomyces, y por levaduras y mohos que no esporularon y
no se pudieron identificar. Los resultados mostraron la existencia de 3 géneros
predominantes: Cladosporium, Alternaria y Epicoccum con porcentajes de abundancia
superiores a otros géneros.

Con respecto a investigaciones aeromicoldgicas desarrolladas en ambientes
externos agricolas, se han reportado numerosos trabajos a nivel global. En las primeras
décadas de estudio, Eversmeyer y Kramer (1975) encontraron concentraciones de
3x10* UFC/m* en campos de trigo de E.E.U.U determinando esporas de Puccinia,
Erysiphe, Cladosporium y Alternaria. Larsen (1981) describio los resultados detectando
recuentos de del orden 10 UFC/m?® en Copenhaguen (Dinamarca) presentando como
géneros mas frecuentes a Cladosporium, Alternaria, Penicillium y Aspergillus, que
representaron el 87% de los resultados. Cladosporium y Alternaria dominaron en
verano, mientras que Penicillium y Aspergillus ocurrieron con la misma frecuencia

durante todo el afio.
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Lazaro y col. (2000) llevaron a cabo un trabajo cuyo objetivo fue determinar la
concentracion y la composicion de la microflora bacteriana y fungica del aire de
diferentes aldeas destinadas a la ganaderia porcina. Se realizd6 un muestreo en 24
nucleos urbanos rurales de Aragdn (Espafia) compuestos de tres puntos de muestreo:
uno en el centro de la ciudad, otro en las afueras de la misma ciudad y el ultimo en las
granjas circundantes. Los niveles en el aire de hongos totales fueron un poco mas altos
en las granjas circundantes donde alcanzaron recuentos promedio de 296 UFC/m? y
mas bajo dentro de los edificios. Los géneros mas frecuentemente aislados fueron
Aspergillus, Penicillium, Alternaria y Cladosporium, que son aeroalergenos muy
importantes. También se hallaron, en menor proporcién, Mycelia sterilia, Ulocladium,
Acremonium, Mucor, Fusarium y Rhizopus, entre otros.

Adhikari y col. (2004) condujeron una investigacion destinada a establecer los
hongos viables, no viables y alergénicos en el aire en una zona agricola rural de la India
durante 2 afios. Los rangos de concentracién total fueron de 82-2365 esporas/m? en el
primer afio de muestreo y 156-2022 esporas/m3 en el segundo ano de muestreo para
esporas fungicas totales y de 72-1796 UFC/m? en el primer afio de muestreo y 155-
1256 UFC/m? en el segundo afio de muestreo para hongos cultivables. Se detectaron
géneros alergénicos pertenecientes al género Aspergillus, Alternaria, Cladosporium,
Curvularia, Fusarium y Rhizopus. El estudio concluyd que existia una atmésfera fungica
variada en el drea de estudio rural y que el porcentaje de viabilidad fungica en el aire
es mayor en las areas agricolas rurales y que aproximadamente el 52% de los hongos
hallados fueron alergénicos.

En Polonia, las concentraciones de esporas fungicas en el aire se midieron
durante 2001-2002 en dos sitios que difieren en las caracteristicas del habitat, como el
nivel de urbanizacién, la vegetacién y el microclima, uno en la ciudad y el otro en el
campo con el objetivo de determinar si, y de qué manera, el uso de la tierra afectaria la
aparicion de esporas. Las esporas mas comunes fueron las de Cladosporium, con un
rango de frecuencias del 83,1-90,5%. En ambos afios, la proporcion de esporas de
Cladosporium fue significativamente mas alta en la ciudad. También se determinaron
otros géneros fungicos como Alternaria, Botrytis, Epiccocum, Ganoderma, Pithomyces,
Polythrincium, Stemphylium, Torula y Drechslera. Las concentraciones medias de

esporas de la mayoria de los taxones fueron significativamente mds altas en el medio
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rural. El estudio confirma que el tipo de uso del suelo puede muy probablemente tener
un impacto en el curso de la aparicion de esporas y las concentraciones medias diarias
de estas (Kasprzyk y Worek, 2006).

Yee (2006) llevé a cabo un trabajo de investigacion bianual (2003-2005) de la
ecofisiologia de hongos externos en la ciudad de Hong Kong tomando muestras de dos
areas urbanas y de un area rural de la ciudad. Los recuentos fueron relacionados con
las variables meteoroldgicas y los requerimientos fisioldgicos para el desarrollo
fungico. Los mayores recuentos de hongos se registraron en el otofio, mientras que el
mas bajo se registré en el invierno. Los valores medios y rangos registrados en el area
rural en primavera, verano, otofio e invierno fueron 228 (28-320) UFC/m?, 265 (40-
360) UFC/m3, 270 (48-320) UFC/m>, y 145 (34-360) UFC/m® respectivamente. Los
géneros fungicos dominantes fueron Alternaria, Aspergillus, Cladosporium 'y
Penicillium. Alternaria fue el hongo dominante durante todo el afio en el area rural,
mientras que Penicillium lo fue en las dos dreas urbanas. En general, aunque
Cladosporium fue uno de los géneros mds preponderantes, nunca fue el grupo mas
abundante. En general, el porcentaje de abundancia de Penicillium siempre fue mas
alto que el de Aspergillus.

Un estudio desarrollado por Lee y col. (2006) determind la exposicion de los
agricultores al polvo y microorganismos transportados por el aire en campos de maiz y
soja de E.E.U.U.. Las mediciones de campo se llevaron a cabo en establecimientos de
animales (porcinos, aves de corral y productos lacteos) y durante la cosecha de granos
(maiz y soja). Los resultados muestran las siguientes concentraciones fungicas
promedio en la zona de respiracion de los trabajadores: 0,3x10° a 3,6x10* UFC/m? para
hongos cultivables en confinamientos de animales y 8,2x104 a 7,4><106 UFC/m3 durante
la cosecha de granos. En general, la exposicion combinada al polvo y los
microorganismos transportados por el aire resultd ser mas severa durante la cosecha
gue en los confinamientos de animales.

En Finlandia, Kaarakainen y col. (2008) sostienen en su trabajo que la
caracterizacion general de la flora bacteriana y fungica del aire exterior es incompleta
por lo que desarrollaron un estudio en el que compararon las variaciones estacionales
en las concentraciones microbianas de aire exterior y las diferencias entre un

vertedero, sitios urbanos y rurales. Las muestras se recolectaron mensualmente por un
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periodo de un ano. Las concentraciones de las especies de Penicillium y Aspergillus
fueron significativamente mds altas en el centro de desechos en comparacién con los
otros sitios, mientras que la concentracion de Cladosporium spp. fue mas alta en el
area rural y se observé en periodos de clima mas célido. La variaciéon estacional de
grupos y especies fue menos distintiva para Penicillium y Aspergillus.

En las zonas agricolas de la regién de Normandia, Francia, Lanier y col. (2010)
reportan que la contaminacidon de alimentos con mohos y micotoxinas presenta
importantes problemas ambientales y de salud. En este estudio, durante la
alimentacion del ganado, se determinaron los hongos y las micotoxinas en ensilaje de
maiz, tortas de semillas oleaginosas y bioaerosoles recolectados durante dos
estaciones: octubre-diciembre y febrero-abril. Los recuentos fungicos ambientales
variaron entre 4,3x10° a 6,2x10° UFC/m>. Se detectaron en orden decreciente de
predominancia especies de los géneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,
Alternaria, Acremonium, Absidia, Trichothecium, Emericella, Byssochlamis,
Chaetomium, Fusarium, Harzia, Mucor, Phialophora, Scopulariopsis y Trichoderma. Se
observaron variaciones estacionales con algunas especies como Aspergillus fumigatus,
que disminuyd significativamente en la segunda estacién mientras que el grupo de
Penicillium roqueforti aumenté significativamente durante la segunda temporada.

En Argentina los estudios aeromicoldgicos en la regién Patagdnica son nulos de
acuerdo a la bibliografia existente. Por lo tanto, los resultados obtenidos a partir del
desarrollo de esta tesis componen el primer reporte de los géneros y especies fungicas
presentes en el aire de ambientes rurales de la zona del Alto Valle del rio Negro y de la
region Norpatagdnica. Asimismo, cabe destacar que es el primer estudio longitudinal
de tres afios consecutivos llevado a cabo en el pais, ademas de ser el Unico hasta el
presente con el objetivo de relevar la micobiota aérea de ambientes agricolas y de

relacionarla principalmente con posibles enfermedades de cultivos.
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5.1.1 Determinacion de la micoflora total anual, estacional, geografica 'y

por sistema productivo

Los recuentos promedio totales obtenidos en cada afo de muestreo se
encuentran en el mismo orden de 10* UFC por m® de aire y no resultaron ser
significativamente diferentes entre si. Estos valores son superiores casi en uno o dos
ordenes de magnitud a las medias reportadas en estudios previamente mencionados
que utilizaron UFC/m® de aire como unidad de expresidn de las concentraciones en
ambientes externos urbanos, suburbanos y agricolas (Larsen, 1981; Ibafiez y col., 1998;
Lazaro y col., 2000; Adhikari y col., 2004; Fang y col., 2005; Yee, 2006; Lanier y col.,
2010; Wang y col., 2010; 2011). Sélo coinciden en el orden de magnitud con los
resultados obtenidos por Pei-Chih y col. (2000) en una ciudad de Taiwan vy, en
ambientes agricolas, con los datos reportados por Eversmeyer y Kramer (1975) y por
Lee y col. (2006) en campos de trigo y en establecimientos animales de campos de
maiz y soja de E.E.U.U respectivamente.

Con respecto a las variaciones estacionales, en los tres afios de muestreo se
puede observar que los mayores recuentos fungicos se presentan en las estaciones de
verano-otono arrojando diferencias significativas con los recuentos de las estaciones
de invierno-primavera. Los factores climatolégicos y la poca disponibilidad de sustrato
para el desarrollo de los hongos podrian explicar que las minimas se registren durante
los meses mas frios en climas templados (Rios, 2011). Estos resultados coinciden con
los datos reportados en otros lugares del mundo principlamente de clima templado
como E.E.U.U, paises europeos y paises sudamericanos como Brasil, Chile y la propia
Argentina, lo cual pueda deberse, en estos ultimos sitios, a la similitud de las
caracteristicas geograficas y climatoldgicas (lbafiez y col., 1998; Shelton y col. 2002;
Menezes y col., 2004; Oliveira y col., 2010; Nitiu y Mallo, 2011). Sin embargo,
resultados similares fueron obtenidos en trabajos aeromicoldgicos realizados en paises
lejanos a los tropicos como China (Fang y col.,, 2005; Yee, 2006; Wang vy col.,
2010;2011).

En relacidn a las variaciones geograficas, los resultados obtenidos tanto en la

zona este como centro del Alto Valle arrojan recuentos del mismo orden 10* UFC/m3
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no presentando diferencias significativas entre los mismos en cada afio muestreado lo
cual podria estar relacionado con el hecho de que ambas zonas geograficas se
encuentran muy cercanas entre si y comparten similares caracteristicas geograficas y
climatoldgicas. No obstante, dada la ausencia de datos aeromicoldgicos en la region los
resultados del nuestro estudio no pueden ser comparados y se presentan como el
primer relevo de la zona.

Al igual que con la variacion geografica, no se registran diferencias significativas
en los recuentos fungicos obtenidos en los dos tipos de sistemas productivos:
tradicional y orgdnico. Esto podria explicarse, en principio, tomando en cuenta que, si
bien se utilizan menos fitosanitarios de sintesis en sistemas organicos, el menor uso se
refiere principalmente a insecticidas y no a fungicidas. Ademas, en la regién valletana
se utilizan pocos fungicidas a campo y dentro de ellos, el mds comun es el polisulfuro
de calcio, el cual estd permitido tanto en sistemas tradicionales como orgdnicos (Ing.

Adridn Colodner -INTA-, comunicacidn personal).
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5.1.2 Distribucion anual de géneros flingicos

Se hallé una amplia diversidad de géneros fungicos determindndose mds de 19
en cada afio de muestreo. Los géneros Acremonium, Alternaria, Arthrinium,
Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Curvularia, Drechslera,
Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Phoma, Pleospora y Ulocladium se
determinaron en los tres afios. Entre ellos, Cladosporium, Alternaria, Epicoccum,
Aureobasidium 'y Botrytis ocuparon los primeros puestos de abundancia,
determindndose al resto de los géneros hallados en porcentajes inferiores al 1%.

Cladosporium se destacd en primer lugar presentando densidades relativas
superiores al 70%, seguido de Alternaria, en mucha menor proporcién, con densidades
relativas entre 11 y 16% y Epicoccum en tercer orden con porcentajes de abundancia
inferiores al 7% pero manteniéndose en crifras porcentuales de un digito. Estos
resultados son similares a los reportados en la provincia de Santa Fe por numerosos
autores en los que se determind una composicion fungica similar y el mismo orden de
importancia de aparicidon de los tres géneros predominantes: en ambientes exteriores
en zonas de acopio de granos de trigo durante el proceso de descarga (Bonetto y col.,
2006), en ambientes interiores y exteriores de casas de familia (Basilico y col., 2007) y
en ambientes de industrias alimentarias (Frisén y col., 2012). Probablemente estas
similitudes se deban a que estos diferentes puntos geograficos de Argentina presentan
coincidencias geograficas y climatoldgicas propias de una region del mundo de clima
templado situada en los trépicos.

A nivel global, numerosos autores coinciden en que las esporas mas numerosas
halladas en el aire atmosférico de areas urbanizadas y/o rurales pertenecen al género
Cladosporium (Larsen, 1981; Lim y col., 1998; Ibafiez y col., 1998; Henriquez y Villegas,
1999; Sabariego y col., 1999; Pei-Chih y col., 2000; Picco y Rodolfi, 2000; Mullins, 2001;
Shelton y col., 2002; Fang y col., 2005; Herrero y col., 2006; Kasprzyk y Worek, 2006;
Erkara y col., 2008; Kaarakainen y col., 2008; Wang y col., 2010; 2011; Aira y col., 2012;
Chakrabarti y col., 2012; Muhsin y Adlan, 2012; Frohlich-Nowoisky y col., 2012; Rocha
Estraday col., 2012; Artacg y col., 2014; Alhussaini y col, 2015; Sindt y col, 2016).

Alternaria parece posicionarse como otro género de gran importancia en los
ambientes externos ocupando el segundo (Larsen, 1981; Sabariego y col., 1999; Fang y
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col., 2005; Rocha-Estrada y col., 2013) o tercer puesto de predominancia (lbafiez y col.,
1998; Lazaro y col., 2006; Muhsin y Adlan, 2012; Shams-Ghahfarokhi y col., 2014). Sélo
un estudio lo reportd como el hongo de mayor abundancia en la micoflora aérea por
encima de los niveles de Cladosporium (Yee, 2006).

Epicoccum nigrum es un hongo ubicuo ampliamente distribuido en Estados
Unidos, donde ha sido reportada su preponderancia en varias ciudades de este pais
(Lewis y col., 1991; Dixit y col., 1991, 1992) y de paises europeos en los que se
posiciona en el tercer o cuarto puesto de importancia (Picco y Rodolfi, 2000; Kasprzyk
y Worek, 2006; Oliveira y col., 2010).

Finalmente, si bien Aureobasidium y Botrytis no fueron reportados en estudios
aeromicoldgicos realizados en nuestro pais, han sido hallados en otros sitios del
planeta en concentraciones considerables. El primero ha sido detectado en el pais
vecino de Chile (Ibafiez y col, 1998), en el continente europeo (Caretta y col., 1983;
Ebner y col., 1992; Picco y Rodolfi, 2000) y en Egipto (Haamed y col., 2009). Botrytis ha
sido determinado en también en Chile (Ibafiez y col, 1998), en paises europeos (Ebner
y col.,, 1992; Kasprzyk y Worek, 2006; Oliveira y col.,, 2010) y en Irdn (Shams-
Ghahfarokhiy col., 2014).

Otros géneros han sido reportados por su predominancia en ambientes externos
de muchas partes del mundo como Penicillium, Aspergillus (Pei Chih y col., 2000;
Shelton y col., 2002; Haas y col., 2007; Haamed y col., 2009; Sautour y col., 2009; Wang
y col., 2010) y Fusarium (Fang y col, 2005; Bastian y col., 2009a,b; Wang y col., 2011).
Sin embargo en Argentina y, mas especificamente, en nuestra regidén han sido hallados

en porcentajes muy bajos, inferiores al 1%.
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5.1.3 Distribucidn estacional de géneros flingicos

Las esporas de los géneros Alternaria, Arthrinium, Aureobasidium, Botrytis,
Cladosporium, Drechslera, Epicoccum y Fusarium estuvieron presentes en todas las
estaciones de cada afio de muestreo. Como fuera previamente mencionado, muchos
de estos géneros han sido hallados en la aermicoflora de diversos sitios muestreados a
nivel mundial y nacional. Si bien Arthrinium y Drechslera no son aislados en densidades
relativas altas cabe mencionarlos debido a su continuidad en el tiempo en la micobiota
aérea de la region. Drechslera ha sido reportado por varios estudios aeromicolégicos
en diversos sitios del planeta (Lim y col., 1998; Picco y Rodolfi, 2000; Herrero y col.,
2006; Kasprzyk y Worek, 2006; Chakrabarti y col., 2014; Shams-Ghahfarokhi y col.,
2014; Nanda, 2015). Menezes y col. (2004) también lo determinan en Sudamérica y
varios trabajos locales hacen mencién a la presencia de sus esporas en el pais (Aringoli
y col.,, 2008; Nitiu y Mallo, 2011). Segun los trabajos mencionados, es un género
hallado principalmente de forma esporadica y con bajos recuentos tal como lo
informan nuestros resultados. Arthrinium es un género aun mas infrecuente que el
anterior pero existen investigaciones que lo presentan como componente de la
micoflora aérea de ciertos lugares del mundo (Picco y Rodolfi, 2000; Herrero y col.,
2006; Wang y col., 2011). En Argentina, ain no se ha reportado su presencia en aire
luego de consultar la bibliografia actual.

Con respecto a la preponderancia de géneros, la secuencia de géneros
predominantes en cada estacién es similar a la distribuciéon anual. Cladosporium,
seguido por Alternaria son los dos géneros mas frecuentemente hallados en cada
estacion de cada ano de muestreo. Sin embargo en tercer, cuarto y quinto orden de
predominancia se determinaron diferentes géneros segun la estacién del afio, lo que
demuestra una probable influencia climatoldogica sobre las concentraciones y
distribuciones flungicas. En estas posiciones se suelen encontrar a Epicoccum,
Aureobasidium, Botrytis, Penicillium, Fusarium y Arthrinium que fueron hallados en
todas las estaciones de los tres afios muestreados y también a Phoma que en
estaciones de algunos afios no fue determinado.

En este aspecto se puede decir que existe una variacion estacional para cada
uno de los géneros mencionados a lo largo de los tres afios de muestreo. Sin embargo,
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en estudios longitudinales que involucran mas de un afio de trabajo, podrian darse
discrepancias entre cada afio de muestreo como sucedié en nuestro trabajo para la
mayoria de los géneros determinados. Una situacion similar se presenté en la
investigacion desarrollada por Leyronas y Nicot (2013) durante un estudio trianual
llevado a cabo en vifiedos de la region Sudeste de Francia cuando analizaron los datos
por separado para cada afo individual y observaron diferencias significativas entre las
temporadas durante dos de los tres afios de estudio. En nuestro trabajo, de forma
excepcional, sélo los géneros Alternaria y Epicoccum siguieron una variaciéon definida y
repetida en los tres afios (Tabla N° 96).

El género Cladosporium presenta sus maximas en los meses mas cdlidos del afio
principalmente del periodo verano/otofio y su minimo nivel de esporas se registra en
el invierno. Estos resultados coinciden con los obtenidos en la gran mayoria de los
trabajos aeromicoldgicos realizados en otras regiones templadas del mundo incluidos
algunos propios de nuestras latitudes como Chile (Aisnworth, 1952; Lim y col., 1998;
Henriquez y Villegas, 1999; Infante y col., 1999; Picco y Rodolfi, 2000; Rodriguez Rajo y
col., 2005; Herrero y col., 2006; Oliverira y col; 2010; Rocha Estrada y col., 2013; Sindt y
col.,, 2016). En algunos paises europeos se han reportados las mdaximas para
Cladosporium durante la temporada primavera/verano, tal como se observd en
nuestro trabajo en el primer afio de muestreo (Picco, 1992; Hjelmroos, 1993; Emberlin
y col., 1995; Infante y col., 1999; Kasprzyk y col., 2004; Erkara y col., 2008; lanovici y
col., 2008; Aira y col., 2012). En Argentina, Nitiu y Mallo (2011) reportan que el periodo
de esporulacién principal para este género se extiende desde agosto hasta abril
abarcando principlamente las estaciones de primavera y verano y con lo cual nuestros
resultados se encuentran en un contexto similar.

Con respecto a Alternaria y Epicoccum, ambos géneros presentan la misma
variacion estacional en los tres afos registrando sus mayores niveles esporales en el
periodo verano/otofio y los minimos en invierno/primavera. La distribucion estacional
de Alternaria fue investigada por muchos autores dado a su potencial alergénico y
fitopatogénico y los resultados reportados son similares a los obtenidos en nuestro
estudio (Larsen, 1981; Martinez y Garcia, 2001; Bergamini y col., 2004; Rodriguez Rajo
y col., 2005; Erkara y col., 2008; Reyes y col., 2009). Sin embargo, existen otros trabajos

principalmente en la Peninsula Ibérica que informan maximas de este género en las
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estaciones de otofio y primavera (Angulo-Romero y col., 1999; Diaz-Pérez y col., 2001;
Maya-Manzano y col., 2012; Maya-Manzano y col., 2016). Incluso en paises cercanos
como Chile también se reporta este patrén de distribucidn bimodal de las estaciones
otofo y primavera (Henriquez y Villegas, 1999). Sin ambargo, en nuestro pais, Nitiu y
Mallo (2011) describen que, al igual que sucede con Cladosporium, el periodo de
esporulacién principal de Alternaria en la provincia de Buenos Aires se extiende desde
agosto hasta abril incluyendo a la estacion estival y primavera, con lo cual nuevamente
nuestros resultados se encuentran en un contexto similar.

En relacion a Epicoccum, mantuvo una tendencia definida en los tres afos de
muestreo al igual que sucedid con Alternaria presentando |as mayores
concentraciones de esporas en el periodo verano/otofio. Si bien no se hallaron
trabajos en Argentina que describieran la variacion estacional de este género, nuestros
resultados son comparables con los obtenidos en estudios realizados en otras partes
del mundo. En el vecino pais de Chile investigadores detectaron las concentraciones
mas altas en el verano y a comienzos del otofio (lbafiez y col., 1998; Henriquez y
Villegas, 1999). Investigaciones llevadas a cabo en sitios mds apartados como paises de
Europa reportan los maximos niveles de esporas en la estacién otofial y/o estival
(Chrenova’ y col., 2004; Stepalska y Wotek, 2005; Rizzi-Longo y col., 2009; Oliveira y
col., 2010; lanovici y col., 2013; Rodinkova y col., 2015; S¢evkova y col., 2016).

Aureobasidium, al igual que los géneros que se han mencionado hasta el
momento, exhibe sus maximos niveles en el periodo verano/otofio a excepcién del
primer afio donde se detectan maximas concentraciones en la estacién invernal. Son
practicamente escasos los trabajos aeromicoldgicos que describen la variacién
estacional de este género. Chauhan y Kulshrestha (2006) detectaron en un trabajo
llevado a cabo en la ciudad de Agra (India) que las maximas concentraciones de
Aureobasidium se hallaron en la estacién invernal, lo cual podria coincidir parcialmente
con los datos obtenidos en nuestro trabajo durante el primer afio de muestreo. Sin
embargo, una investigacién desarrollada en Chile por lbafiez y col. (1998), concluye
gue las esporas de este género no presentan una estacionalidad definida. En este
contexto nuestros resultados sélo intentan aportar informacién sobre la distribucién
estacional de este hongo, dada la escasez de datos y la restringida posibilidad de

compararlos en mayor profundidad con otros estudios.
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En las estaciones de otofio y primavera se suelen dar los maximos niveles
esporales para el género Botrytis, aunque en el segundo afio se detecté una maxima
en verano. Un panorama similar se observé el estudio trianual llevado a cabo por
Leyronas y Nicot (2013) donde, en general, los niveles de inéculo de Botrytis en el aire
tendieron a ser mas altos durante el otofio. En el clima templado de Europa varias
investigaciones coinciden en este resultado (Nikkels y col.,, 1996; Kasprzyk y
Konopifiska, 2006; Kasprzyk y Worek, 2006). En otros sitios del mundo también se ha
informado de la mayor presencia en aire de esporas de Botrytis en la estacion de
verano como sucedid en nuestra region durante el segundo afio (Stepalka y Wolek,
2005; Rodriguez-Rajo y col., 2010) y primavera (Oliveira y col., 2009b). Si bien en
nuestro trabajo no se detectaron maximas concentraciones de este género en la
estacion de invierno, esta situacion se observo en Porto Alegre (Brasil) (Mezzari y col.,
2002) y en Porto (Portugal) (Oliveira y col., 2009b).

Penicillium es un género predominante en climas templados (Grinn-Gofrdn,
2011). Si bien numerosos autores no reportan cambios estacionales en la
concentracion de este género a lo largo del afio (Larsen y Gravesen, 1991; Rosas y col.,
1993; O’Gorman y Fuller ,2008), nosotros hemos hallado que los maximos niveles
esporales se suelen dar en el periodo otofio/invierno y esporadicamente, durante el
tercer afio de muestreo, se detectd un pico en verano. Varios autores reportaron datos
similares a los nuestros, detectando las mayores concentraciones en la estacién
invernal donde las temperaturas medias son bajas (Shaheen 1992; Abdel-Hafez y col.,
1993; Sawane y Saoji, 2005; Abu-Dieyeh y col., 2010; Kunjam y Jadhav, 2017). Estos
resultados podrian explicarse teniendo en cuenta que este género requiere de climas
mas frios para desarrollarse (Kunjam y Jadhav, 2017). Sin embargo, la maxima hallada
en la estacion estival también ha sido hallada por otros autores en otras latitudes
(Ahlstrom y Kaarik 1977; Al-Subai, 2002; Adhikari y col., 2006). Los picos de esporas en
la estacidn estival pueden explicarse por el proceso inicial de descomposicion
estacional de la materia vegetal que ofrecen gran cantidad de sustrato para el
crecimiento de los hongos (Larsen, 1981).

Las esporas de Fusarium muestran sus maximas concentraciones en el periodo
de verano/otofio y aisladamente en invierno durante el tercer afio de muestreo,

siempre registrando las minimas en primavera. No existen muchas investigaciones a
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nivel mundial y ninguna a nivel nacional que determine la variacion estacional de este
género. Sin embargo, nuestros resultados se asemejan a los obtenidos en la ciudad de
Santiago de Compostela (Espafia) donde la distribucién anual de este género es mas
bien dispersa, registrandose maximos hacia el final del verano y durante el otofio
(Fernandez, 1990; Martinez y Garcia, 2001). Un trabajo desarrollado por Sabariego y
col. (1999) en Granada reporta los niveles mas altos de Fusarium en la estacidon
invernal lo cual coincidiria con los datos registrados en el tercer ano de muestreo pero
ellos también informan que los minimos se dan en la estacidn estival, a diferencia de
nuestros resultados. Otros trabajos que difieren con el presente trabajo reportan
maximas también en la estacion primaveral (Méndez y col., 2011). Estos datos sobre la
variacion estacional de Fusarium reflejan una probable y fuerte influencia de los
factores climatoldgicos sobre la distribucién de sus esporas a lo largo de las estaciones
del afio.

Phoma suele aparecer en bajas concentraciones e incluso estar ausente en el
aire de ambientes externos. Nuestros estudios arrojan una variacién estacional que
comprende las maximas en el periodo primavera/verano hallandose sélo en el primer
afio también en otofio. Estos resultados son congruentes con otros hallados en otras
regiones del mundo. Ambhore (2015) registré la maxima concentracién de esporas de
Phoma en la temporada de otoflo en campos de maiz y arroz del estado de
Maharashtra (India). Levetin y Dorsey (2006) encontraron una alta correlacidon entre
ascosporas presentes en el aire con la concentraciéon de esporas de Phoma en la
superficie de hojas de olmos y robles, por lo que los autores proponen que en algun
momento de su ciclo este género desarrolla esporas sexuales que son liberadas al aire
y contribuye a los recuentos hallados que son mas frecuentes en la temporada estival.
Gioulekas y col. (2004) determinaron las concentraciones de esporas de hongos en el
aire en la ciudad de Tesaldnica (Grecia) durante un periodo de 15 afos (1987-2001)
para establecer un calendario de esporas alergénicas, entre las cuales Phoma se hallé
en muy baja proporcién pero presentando sus maximas en el periodo
primavera/verano.

En relacién a Arthrinium, no presenta una marcada variacidn estacional ya que
en cada uno de los afios muestreados las mdximas se dieron en periodos y estaciones

distintas: otofio/invierno en el primer afio, invierno/primavera en el segundo y otofio y
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primavera en el tercer ano. Sin embargo, luego de una exhaustiva busqueda
bibliografica no se han hallado trabajos académicos que hayan investigado su
distribucién estacional, a excepcién de un estudio llevado a cabo en la isla de
Barbardos (Caribe) por Prospero y col. (2005) en el que este género fue el segundo en
orden de predominancia y dado que las mayores concentraciones fungicas se dieron
en el verano con picos en otofio y primavera, se puede inferir que esta variacién podria
aplicarse al género aunque este analisis no se hizo para cada género hallado.

El conocimiento de la carga fungica del aire y su variacién estacional, aporta
informacién relevante para la interpretacion de numerosos problemas en patologia
vegetal, humana y animal. Estas variaciones estacionales en el conteo de esporas son
atribuibles, en parte, a diversos factores relacionados con el clima que influyen en el
desarrollo de hongos, produccion de propdagulos y dispersidon de esporas en el aire

(Airay col., 2013).

Tabla N° 96: Variacion estacional de los géneros fungicos predominantes detallando los

periodos y estaciones de las maximas concentraciones halladas (UFC/m?>).

Géneros p2'\\[o]
. Primavera Verano Verano
Cladosporium / N / N /
verano otono otono
. Verano Verano Verano
Alternaria o / N / o /
otono otono otono
) Verano/ Verano/ Verano/
Epicoccum o o o
otono otono otono
. Invierno Verano Verano
Aureobasidium y - / N /
verano otono otono
. Otofio Verano Otofio
Botrytis . Y o / . Y
primavera otono primavera
I Otono Otono Invierno
Penicillium .. / .. / y
invierno invierno verano
. Verano Verano Invierno
Fusarium N / N / y
otono otono verano
Otofo Primavera Primavera
Phoma . y / /
primavera verano verano
. . Otofio Invierno Otofio
Arthrinium L. / . / . Y
invierno primavera primavera
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5.1.4 Distribucidn geografica de géneros flingicos

El ambito geografico y las caracteristicas climdticas de una regién determinan el
tipo de vegetaciéon predominante, la cual junto con la materia orgdnica en
descomposicion y la propia actividad agricola influirdn tanto en la concentracién como
en el tipo de taxones fungicos presentes en la atmdsfera (Awad, 2005; Sanchez-
Espinosa y Almaguer Chavez, 2014). Dado que la region del Alto Valle del rio Negro
carece de datos aeromicoldgicos, estos resultados componen el primer estudio en este
area de la Patagonia. La composicion aeromicolégica en términos de géneros no
presentd grandes diferencias entre ambas zonas, a excepcién del primer afo donde la
diversidad fue mayor en la zona Centro. Los resultados arrojan una gran diversidad
fungica en las dos zonas geograficas bajo estudio detectdndose al menos 17 géneros
en cada una de ellas durante los tres anos de muestreo: Alternaria, Arthrinium,
Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium, Drechslera, Epicoccum,
Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Phoma, Pleospora y Ulocladium. Los géneros
predominantes en los dos sitios geograficos fueron Cladosporium seguido por
Alternaria y Epicoccum en tercer orden. Esporadicamente Botrytis fue el tercer género
mas abundante en la zona Centro. Aureobasidium ha sido frecuentemente
determinado en cuarto y quinto orden de preponderancia en ambos sitios y la
diferencia reside en los géneros Phoma y Fusarium que predominan en este orden sélo
en la zona Este y Botrytis que lo hace en la zona Centro. Estos resultados mantienen la
tendencia anual y estacional en la regidén en cuanto a la distribucién de géneros.

La informacién obtenida nos permiten concluir que si bien las dos zonas
estudiadas no presentan grandes diferencias geograficas y climaticas dado que son
muy cercanas entre si con distancias que no superan los 50 km entre lo sitios de
muestreo, se pueden detectar algunas diferencias respecto a la composicion de

géneros flngicos presentes en cada darea.
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5.1.5 Distribucidn por sistema productivo de géneros flingicos

Luego de una exhaustiva busqueda bibliografica no se hallaron estudios
aeromicoldgicos tendientes a establecer la aeromicoflora de ambientes rurales que
presenten sistemas productivos orgdnicos y su comparacion con sistemas productivos.
Por lo tanto, nuevamente estos resultados arrojan los primeros datos al respecto tanto
a nivel local, nacional y global.

No se detectan marcadas diferencias respecto a la diversidad de géneros entre
ambos sistemas a excepcién del primer afio donde los sistemas organicos exhiben una
variedad fungica claramente mayor. Al menos 16 géneros fungicos fueron
determinados en ambos tipos de sistema durante los tres afios de muestreo:
Alternaria, Arthrinium, Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladosporium,
Drechslera, Epicoccum, Fusarium, Penicillium, Phoma y Ulocladium. Con respecto a la
secuencia de géneros predominantes se vuelve a dar el mismo orden que el obtenido
en el estudio anual, estacional y geografico: Cladosporium en primer orden, seguido
por Alternaria en el segundo y Epicoccum en el tercero en ambos sistemas. En cuarto y
quinto orden de importancia han sido determinados Botrytis y Aureobasidium tanto en
sistemas tradicionales como productivos. Sin embargo, en los tradicionales, se pueden
hallar ademas otros géneros como Fusarium y Phoma. Cabe destacar ademas que en
los sistemas organicos la secuencia de géneros predominantes es constante en los tres
afios de muestreo a diferencia de los sistemas tradicionales donde la tendencia varia
en cada afio para el cuarto y quinto puesto de importancia. Nuevamente y al igual que
sucede con las distribucion geogréfica, los resultados obtenidos no pueden ser
comparados debido a la ausencia de datos publicados. Pero podemos decir que si bien
el manejo a campo en ambos sistemas productivos es similar en cuanto a la aplicacién
de fungicidas como previamente fuera mencionado, no lo es respecto a otras practicas
agricolas que quizas puedan influir en la distribucién de géneros como puede

evidenciarse en los resultados.

338



Carolina V. Temperini DISCUSION

5.2 Determinacidon de la concentraciéon, densidad y distribucion
anual, estacional, geografica y por sistema productivo de las

especies halladas

Las investigaciones aeromicoldgicas, tanto a nivel global como a nivel nacional,
reportan resultados de la composicion aeromicoldgica de ambientes externos en
términos de géneros principalmente. Los estudios que involucran la identificacion a
nivel especie son minoritarios pero aln asi se han hallado varios trabajos desarrollados
en distintos puntos del planeta y algunos en nuestro pais. Algunos se centran en
reportar las especies sélo del género mas frecuentemente hallado como sucede con
Aspergillus (Lazaro y col., 2000; Shelton y col., 2002; Haamed y col., 2009) y otros
desarrollan un estudio mds extensivo abarcando las especies de todos los géneros
hallados. En este ultimo grupo cabe mencionar los trabajos desarrollados en paises
europeos como Espafia (Sabariego y col., 1999), Francia (Lanier y col., 2010) e Italia
(Picco y Rodolfi, 2000); en paises asiaticos como China (Fang y col., 2005; Wang y col.,
2011), Irak (Muhsin y Adlan, 2012) e India (Nanda, 2015) y también en paises africanos
como Nigeria (Ogunlana, 1975) y Egipto (Abdel-Afez y col., 1993). Otros estudios
aeromicoldgicos llevan a cabo investigaciones restringidas a la identificacion de
especies de un género en particular como se mencionard a continuacién debido a su
relevancia sobre la salud humana, animal o de cultivos. En Argentina, sélo dos trabajos
aportan resultados concernientes a especies flngicas presentes en ambientes externos
en provincias del noreste como Chaco y Corrientes (Esquivel y col., 2003) y Santa Fé
(Frison y col.,, 2012). Con respecto a ambientes interiores existen dos trabajos
desarrollados en la provincia de Buenos Aires (Borrego y col., 2011; Mallo y col., 2017)
y uno en la provincia de Santa Fé (Aringoli y col., 2008) que relevan las especies
presentes en aire interior.

La importancia de relevar la presencia de hongos a nivel de especie radica en
detectar aquellas con gran impacto en la salud humana, animal y vegetal debido a sus
capacidades inmunoldgicas, micotoxicogénicas y fitopatogenas. Dado que la regién
bajo estudio es un valle dedicado a la produccidn fruticola que emplea mano de obra

principalmente humana cobra importancia determinar las especies que forman parte
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de la aeromicobiota de estos ambientes rurales y relacionarlas con posibles
enfermedades de las personas y los cultivos. Nuevamente cabe destacar que los
resultados de nuestro trabajo se convierten en los primeros datos reportados en la

region del Alto Valle del rio Negro.
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5.2.1 Distribucion anual de especies flingicas

Si bien se hallé una gran variedad de especies fungicas, determindndose mas de
38 en cada afo de muestreo, algunas de las especies de Cladosporium y Alternaria son
las que ocupan los primeros 5 puestos de importancia en términos de concentracién,
lo cual es congruente con el hecho de que son los géneros predominantes en la regién.
En este aspecto, C. cladosporioides fue la especie predominante en cada afio
muestreado, seguida por A. tenuissima y esporadicamente por C. limoniforme. Esta
ultima especie junto a C. asperulatum y C. pseudocladosporioides fueron determinadas
en tercer, cuarto y quinto orden de preponderancia en los dos anos.

Con respecto a Cladosporium, Sandoval-Denis y col. (2015) afirman que la
identificacion morfolégica de sus especies es dificil debido a la alta similitud
morfolégica entre especies estrechamente relacionadas. Esto se confirmd mientras se
realizo la clasificaciéon de los aislamientos en grupos morfoldgicos y, ademas, también
se observé variabilidad morfoldgica dentro de cada especie, lo cual se ve reflejado en
la reduccion del numero de especies de los 25 grupos morfoldgicos a las 11 especies
confirmadas por técnicas moleculares.

Por otro lado, aunque se ha informado que este género es filogenéticamente
muy heterogéneo (Sandoval-Denis y col., 2015), el analisis filogenético llevado a cabo
en este trabajo, basado en el gen de actina, demostrd su eficacia para discriminar
especies de Cladosporium como otros autores han informado (Schubert y col., 2007;
Bensch y col., 2010; Sandoval-Denis y col., 2015). La caracterizacion molecular revelé la
existencia de once especies nucleadas en dos de los tres complejos de especies que
presenta este género. De esta manera las especies del complejo C. cladosporioides (C.
cladosporioides, C. pseudocladosporioides, C. asperulatum) y C. herbarum (C.
limoniforme, C. subtilissimum, C. aggregatocicatricatum, C. macrocarpum, C. tenellum,
C. allicinum, C. ramotenellum) coexisten en proporciones similares, aunque las de C.
cladosporioides parecen ser un poco mas abundantes y con una variedad mas
restringida de especies. Sin embargo, ninguno de los aislamientos identificados en este
estudio pertenecio al complejo C. sphaerospermum. Considerando que la regién de la
Patagonia Norte exhibe caracteristicas climatoldgicas continentales (Rodriguez vy
Mufoz, 2006), la ausencia de aislamientos pertenecientes a este complejo es
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consistente con lo reportado por Schubert y col. (2007) y por Bensch y col. (2012) que
asocian la coexistencia de estas especies a ambientes ecoldgicos extremos. Cabe
destacar que muchos de los trabajos aeromicoldgicos citan especies de este género
teniendo en cuenta sélo el complejo al cual pertenecen y son minoritarios aquellos
estudios que determinan las especies dentro de cada complejo. Resultados similares
fueron obtenidos por otros autores a nivel global que citan a C. cladosporioides como
el complejo-especie predominante en ambientes externos, aunque la brecha de
abundancia con respecto al complejo C. herbarum es mucho mayor que la observada
en nuestro trabajo (Sabariego y col., 2000; Wang y col., 2011; Aira y col., 2012; Muhsin
y Adlan, 2012; Almaguer y col.,, 2013). Con respecto a estudios locales, nuestros
resultados coinciden con otros determinados por autores argentinos como Esquivel y
col. (2003) y Frisén y col. (2012) que hallaron a C. cladosporioides como el complejo de
especies mas abundante en ciudades del nordeste del pais. Sin embargo, estos mismos
autores han determinado, ademas, especies del complejo C. sphaerospermum en sus
estudios. En otros trabajos sélo se hallaron especies del complejo C. herbarum (Nanda,
2015) o proporciones invertidas entre los complejos C. herbarum y C. cladosporioides
que muestran al primero como mds abundante (Abdel-Hafez y col., 1993). Esto se
podria explicar, en principio por las diferencias climaticas y geograficas con respecto a
nuestra zona y, en segundo lugar, porque la identificacion sélo fue llevada a cabo
morfoldgicamente, lo que puede introducir errores en los resultados debido a la
dificultad que esta practica presenta para este género (Sandoval-Denis y col., 2015).
Respecto al predominio de especies, las esporas de especies de C.
cladosporioides se encuentran entre las mds ubicuas que se encuentran en muestras al
aire libre (Domsch y col., 1980; Mullins 2001; Park y col., 2004; Bensch y col., 2012).
Nuestros resultados confirman que C. cladosporioides es, entre las 11 especies
identificadas la mas abundante en la region, seguida de cerca por C. limoniforme, un
nuevo taxon recientemente descripto por Bensch y col. (2015). Al comparar nuestros
datos con los obtenidos por otros autores hallamos similitudes con respecto a la
especie predominante (Picco y Rodolfi, 2000) y a la especie C. macrocarpum (Harvey,
1967; Infante y col., 1999; Sadys, 2017). Algunos trabajos citan la presencia de otras
especies en ambientes externos como C. herbarum, C. sphaerospermum, C.

tenuissimum en China (Fang y col., 2005), C. cucumerinum y C. resinae en ltalia (Picco y
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Rodolfi, 2000), C. avellanum, C. colocasiae, C. elatum, C. oxyosporum, C. spongiosum y
C. variabile en Espafia (Infante y col., 1999),

A nivel global, el género Cladosporium ha sido reportado por comprender
especies capaces de causar enfermedades en plantaciones y en procesos de
poscosecha (Tournas, 2005; Airay col., 2012) y, a través de la produccién de alérgenos,
micosis pulmonares en humanos y animales (Black y col., 2000; Sellart-Altisent y col.,
2007; Sandoval-Denis y col., 2015). Por lo expuesto anteriormente, y ante la ausencia
de datos aeromicoldgicos en la zona se considera relevante conocer las especies
presentes para detectar el potencial riesgo biolégico y poder asi tomar medidas
preventivas al respecto. De esta manera estos resultados constituyen el primer estudio
en Argentina con respecto a la identificacion a nivel de especie de las esporas de
Cladosporium transportadas por el aire. Ademas, es el primer informe en la regién
productiva de la Patagonia Norte y, mas precisamente del Alto Valle del rio Negro.

Determinar las especies de Alternaria resulta de suma importancia ya que
algunas de ellas poseen una probada capacidad fitopatégena y micotoxicogénica como
también alergoldgica. Entre ellas, A. alternata es el principal grupo-especies asociado a
trastornos alérgicos (Simon-Nobbe y col., 2008; Pavén Moreno y col., 2012) como asi
también es responsable de enfermedad sobre varios tipos de cultivo (Lacey, 1989) v,
particularmente en manzanos y duraznos ocasiona la patologia llamada corazén
mohoso (Horlock, 2006). Este grupo-especies también es de considerada importancia
por su capacidad de producir toxinas con alto grado de severidad sobre la salud
humana y animal (Lacey, 1989). De los tres grupo-especies de Alternaria determinados
en este estudio, A. tenuissima resultd ser el mas abundante y ademas ocupd el
segundo y tercer puesto de predominancia con respecto a la distribucién anual de
especies. A. alternata presentd densidades relativas entre 1-3%, por lo cual se
encuentra en concentraciones de magnitud considerable dado que la gran mayoria de
las especies que no pertenecen a los géneros Cladosporium y Alternaria mostraron
densidades inferiores al 1%. Nuestros resultados difieren en gran medida con los
hallados en otras partes del mundo donde el principal grupo-especies de este género
en aire es A. alternata (Abdel-Hafez y col., 1993; Picco y Rodolfi, 2000; Fang y col.,
2005; Lanier y col., 2010; Wang y col., 2011; Muhsin y Adlan, 2012). Incluso en nuestro

propio pais este grupo-especies es el Unico dentro del género Alternaria que se
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detectd en ambientes externos (Esquivel y col., 2003; Frisén y col., 2012). Muy pocos
estudios coinciden con nuestros resultados reportando a A. tenuissima como el grupo-
especies predominante en aire (Abu-Dieyeh y col., 2010; Almaguer y col., 2013). Sin
embargo, en la region, A. tenuissima es el grupo-especies mds abundante sobre la
superficie de cultivos representativos de la regién (Benavides Rozo, 2018). Ademas,
cabe mencionar que, segun Pitt y Hocking (2009), A. alternata y A. tenuissima estdn
cercanamente relacionados y exhiben un perfil de metabolitos y de micotoxinas
similar, diferencidandose principalmente de manera morfoldgica por la longitud de los
conidios y la ramificacion de las cadenas, caracteristica que depende
fundamentalmente de la identificacidn visual al microscopio éptico o lupa binocular.

Si bien las especies de Cladosporium y Alternaria fueron las mas frecuentes en el
aire de la region, esporas de Epicoccum nigrum, Eurotium chevalieri, Pleospora alli,
Stemphylium vesicarium y de especies de los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium
y Phoma también fueron determinadas en la zona. A excepcién de Epicoccum nigrum
que presenté densidades relativas entre 2-5% el resto de las especies se hallaron en
pocentajes inferiores al 1%.

De acuerdo con Pitt y Hocking (2009) E. nigrum (sin. E. purpurascens Ehrenb. ex
Schitdl) es la Unica especie existente del género. Es un sapréfito o invasor secundario
del tejido vegetal senescente y se encuentra ampliamente distribuido no sélo en aire
sino también en el suelo y en la vegetacion en descomposicién. Su ubicuidad en el
medio ambiente implica su presencia frecuente en los alimentos, y aunque es una
causa poco comun de deterioro ha sido reportado como patégeno de cultivos entre los
gue se destacan peras y manzanas (Combrink y col., 1985; Bruton y col., 1993; Pitt y
Hocking, 2009). En nuestra regién esta especie es luego de las especies de
Cladosporium y Alternaria, la mas frecuente y estos resultados coinciden con los
reportados en otras partes del mundo (Lewis y col., 1991; Dixit y col., 1991; 1992; Picco
y Rodolfi, 2000; Kasprzyk y Worek, 2006; Oliveira y col., 2010) y en nuestro pais
(Esquivel y col., 2003; Bonetto y col., 2006; Basilico y col., 2007; Frisén y col., 2012).

Las especies Fusarium acuminatum, F. proliferatum, F. semitectum, F.
sporotrichioides fueron halladas en ambos afios de muestreo y, entre estas, las Ultimas
dos fueron las mds frecuentes dentro del género. De forma mas esporadica se

determinaron, ademas, F. chlamydosporum, F. compactum, F. crookwellense, F.
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dlamini, F. oxysporum, F. poae, F. polyphialidicum, F. reticulatum, F. sambucinum, F.
solani y F. verticillioides todas en proporciones inferiores al 1%. Varias de estas
especies han sido citadas en otros trabajos aeromicoldgicos a nivel mundial como F.
chlamydosporum, F. oxysporum, F. proliferatum, F. semitectum y F. verticillioides
(Ogunlana, 1975; Picco y Rodolfi, 2000; Fang, 2005; Wang y col., 2011; Muhsin y Adlan,
2012). En Argentina también existen resultados coincidentes a los nuestros en
ciudades del nordeste del pais. Esquivel y col. (2003) determinaron, entre otras, las
especies F. chlamydosporum, F. oxysporum y F. solani y, Frisén y col. (2012), F.
proliferatum y F. verticillioides.

Histéricamente las especies de Fusarium son reconocidas por su papel como
patdégenos de plantas principalmente de cereales y legumbres, que generalmente
invaden antes de la cosecha. Son, ademas, una de las principales causas de pudriciéon
de frutas y verduras y almacenadas. Sus especies estdn ampliamente distribuidas en
los suelos, particularmente cultivados. Por otro lado, los miembros de este género
pueden ocasionar enfermedades en humanos y animales domésticos. La tasa de
mortalidad para pacientes humanos con infecciones sistémicas por Fusarium es
superior al 70%, y los pacientes infectados por VIH también son susceptibles a dichas
infecciones. Ademas, las especies de este género pueden producir una serie de
metabolitos secundarios que estan asociados con la enfermedad de las plantas, asi
como con el cancer y otros defectos de crecimiento en humanos y animales
domesticados. De hecho este género es uno de los tres principales productores de
toxinas. Debido a la actividad agricola del Alto Valle, abocada principalmente al cultivo
de frutos de pepita, Fusarium no es identificado como un patdégeno de importancia en
la regidon a pesar de que se lo ha hallado en la superficie de frutos de manzana y pera
(Moya y col., 2012) y se lo ha relacionado con podredumbres carpelares de manzanas
(Di Masi y Benazzi, 2016). La principal importancia radica entonces en detectar
especies particularmente peligrosas para la salud humana y animal. En este aspecto,
dentro de las especies halladas en la region son relevantes F. oxysporum, F. solani y F.
verticillioides causante de la fusariosis diseminada en pacientes inmunosuprimidos
(Bourgeois y col., 2010; Rios, 2011; Almaguer, 2015). Con respecto a la produccién de
micotoxinas cabe mencionar la presencia en la regidn de F. sporotrichioides, principal

productor de la toxina T-2 y, menos comunmente, F. poage que causé la muerte de
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muchas personas y animales durante el siglo XX, pero ahora es poco frecuente.
Fusarium oxysporum, F. proliferatum y F. verticillioides son productores de fumonisinas
(compuestos analogos de esfingosina) que, en humanos, estan asociadas con el cancer
de esdfago. Finalmente, aunque fue hallado en muy baja proporcion, F. crookwellense
es productor de zearalonona, un metabolito secundario que si bien no es muy téxico y
no se ha asociado con ningun trastorno fatal en animales o humanos, ha causado
sindromes estrogénicos en cerdos, y tal vez en adolescentes humanos (Leslie y
Summerell, 2006; Pitt y Hocking, 2009).

Las especies de Penicillium determinadas en ambos afios de muestreo fueron P.
brevicompactum, P. canescens, P. expansum, P. raistrickii, P. solitum. Esporadicamente
se hallaron P. chrysogenum, P. janczewsky, P. restrictum, P. funiculosum, P. paneum, P.
verrucosum. Todas estas especies a excepcion de P. raistrickii, P. solitum y P. paneum
han sido reportadas en otros estudios realizados en el mundo (Abdel-Hafez y col.,
1993; Picco y Rodolfi, 2000; Fang y col., 2005; Wang y col., 2011). En Argentina, las
especies P. brevicompactum, P. chrysogenum y P. expansum fueron también
determinadas por Esquivel y col. (2003). Sin embargo ninguna de ellas fue detectada
por Frisdn y col. (2012) que, en cambio encontraron sdlo la especie P. roqueforti.

En cuanto a la relevancia de la presencia de las especies de este género, son
muy importantes en el deterioro de los cultivos y los alimentos y dado que pueden
crecer a bajas temperaturas son bastante comunes de hallar en productos refrigerados
(Pitt y Hocking, 2009). En relacidon a las especies encontradas en la regién cobra vital
importancia P. expansum y P. brevicompactum que son conocidos patdégenos
causantes de la podredumbre azul en manzanas y peras almacenadas en camaras
frigorificas, siendo el primero un importante productor de patulina, una micotoxina de
elevada toxicidad. Todas las especies halladas, a excepcion de P. solitum son capaces
de producir micotoxinas (Pitt y Hocking, 2009).

Las especies de Phoma glomerata y P. aliena son las mas frecuentes de este
género en la region del Alto Valle. De manera mas ocasional se determinaron también
P. betae y P. medicaginis. Entre ellas, sélo P. glomerata fue también reportada en Irak
(Muhsin y Adlan , 2012) y en China (Wang y col., 2011) mientras que en Argentina,
Esquivel y col. (2003) también la hallaron en ciudades del nordeste argentino junto con

P. cruris-hominis, P. dennisii var. oculo hominis, P. eupyrena y P. herbarum. En cuanto a
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la relevancia de las especies halladas, P. aliena ha sido aislada principalmente de
plantas lefiosas y arbustos perennes en Europa en las que se comporta como un
patdgeno oportunista. Phoma betae se aisla cominmente de la remolacha y espinaca 'y
en ellas puede comportarse como patégeno causando gran variedad de sintomas en
raices y hojas (Boerema y col., 2004). Phoma glomerata es considerada una invasora
secundaria tanto en una gran variedad de plantas hospedadoras incluidas peras y
manzanas (Holz y col., 1989; Verma y Sharma, 1999) como también en infecciones
humanas (Boerema y col., 2004) y P. medicaginis es principalmente un patégeno de
alfalfa y otras leguminosas (Boeremay col., 2004).

Sélo la especie Stemphylium vesicarium y, mas frecuentemente, su teleomorfo
Pleospora alli fueron determinados en la regiéon. Estos hongos también fueron hallados
en ltalia (Singh y col., 1999; Rossi y col., 2005), Espaiia, Francia, Holanda y Portugal
(Llorente y col., 2012), Japdén (Tanahashi y col., 2017), Sudafrica (Aveling y Naude,
1992), Estados Unidos e India (Hill, 1996), en Venezuela (Cedefio y col., 2003) y en
Brasil (Boiteux y col., 1994). Si bien son reportados como patégenos de una amplia
variedad de plantas, en nuestra regién cobra importancia su patogenicidad sobre
frutales de pepita, particularmente de pera (Singh y col., 1999; Sing y col., 2000;
Kurose vy col., 2015; Di Masi, 2017; Tanahashi y col., 2017).

En relacion a las especies de Aspergillus y su teleomorfo Eurotium, A. niger y A.
versicolor fueron halladas en ambos afos de muestreo y las especies A. sydowii, A.
wentii y E. chevalieri fueron de ocurrencia mas esporadica. Abdel-Hafez y col. (1993)
han determinado, entre otras, las cuatro especies de Aspergillus halladas en la regién y
A. niger también fue citada en otros trabajos (Picco y Rodolfi, 2000; Fang y col., 2005;
Muhsin y Adlan, 2012; Nanda, 2015). En Argentina, las especies A. niger, A. sydowii y A.
versicolor fueron halladas por Esquivel y col. (2003) en las ciudades de Corrientes y
Resistencia y A. niger por Frisén y col. (2012) en Santa Fé. Con respecto a especies de
Eurotium, no se han hallado luego de la busqueda bibliografica reportes de especies de
este género en aire a nivel global. No obstante, en Argentina, Frison y col. (2012)
reportaron la presencia de E. amstelodami en la ciudad de Santa Fé.

Aspergillus es uno de los géneros de hongos mas conocidos y mas
frecuentemente reconocidos en la tierra. Aspergillus niger y A. versicolor son especies

comunmente halladas en el aire interior (Rios, 2011). Aspergillus niger es, por mucho,
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la especie de este género mas comunmente responsable de la descomposicidon
poscosecha de la fruta fresca, incluidas las manzanas y las peras (Pitt y Hocking, 2009).
Su impacto en la salud humana radica en su capacidad de producir alergias,
endocarditis y onicomicosis (Rios, 2011) y en la produccion de micotoxinas del tipo de
las ocratoxinas con potentes efectos nocivos sobre la salud. Afortunadamente,
usualmente sélo un bajo porcentaje de aislamientos de A. niger pueden producir
ocratoxina (Pitt y Hocking, 2009). Por otro lado, A. versicolor suele afectar cultivos
principalmente de cerelaes y oleaginosas en el almacenamiento. Por lo tanto, en
nuestra region, la importancia de su presencia se basa en la capacidad de producir
enfermedad en humanos y animales. Se ha relacionado a A. veriscolor con irritacién de
la nariz y garganta en humanos y con inflamaciéon aguda de los pulmones en ratones
qgue inhalaron sus esporas. Ademads se ha comprobado que la exposicién continua de
ratas bebé a esporas de esta especie puede desarrollar tumores pituitarios (Pitt y

Hocking, 2009).
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5.2.2 Distribucion estacional de especies flingicas

Las especies C. cladosporioides, C. limoniforme, C. asperulatum, A. tenuissima y
E. nigrum estuvieron presente en todas las estaciones de ambos afios de muestreo.
Con respecto a la preponderancia, C. cladosporioides fue predominante seguida por C.
limoniforme y C. asperulatum. Luego le siguen en orden de importancia A. tenuissima,
C. pseudocladosporioides, E. nigrum, C. allicinum, C. tenellum y C. subtilissimum.

Tal como sucede a nivel género se puede observar una variacion estacional a
nivel de especie coincidente con la de cada género al que pertenecen en la gran
mayoria de los casos. Nuevamente se pueden apreciar discrepancias entre ambos afios
de muestreo para algunas especies a excepcion de C. cladosporioides, A. tenuissima y
E. nigrum que siguieron una variacion definida y repetida en los dos afios (Tabla N° 97).
Estas tres especies presentan la misma estacionalidad que su género con maximas
alcanzadas en el periodo verano/otofio. Los estudios sobre distribuciones estacionales
de especies fungicas en ambientes externos resultan ser escasos luego de consultar la
literatura actual y nulo respecto de la especie A. tenuissima. Sin embargo, existen
algunos que describen la variacién estacional para los complejos de especies de
Cladosporium y la especie E. nigrum. Dentro del complejo C. cladosporioides, la
estacionalidad de las especies es muy variada. La especie C. cladosporioides exhibio sus
maximas en el periodo verano/otofio en ambos afos, C. pseudocladosporioides en el
periodo invierno/primavera en el primer afio y verano/otofio en el segundo vy la
especie C. asperulatum en el periodo invierno/primavera en el primer afio y
otofio/invierno en el segundo. Si bien la mayoria de los trabajos reporta al periodo
verano/otofio como la estacion en la que mayor abundancia de esporas aéreas se
registran para especies de este complejo (Abdel-Hafez y El-Said, 1989; Rodriguez Rajo y
col., 2005; Herrero y col., 2006; Aira y col., 2012; Muhsin y Adlan, 2012), hay otros que
también destacan maximas concentraciones en la estacion primaveral (Herrero y col.,
2006) y también en la invernal (Muhsin y Adlan, 2012). Con respecto al complejo C.
herbarum, también se observa una alta variabilidad en la estacionalidad de sus
especies.

Cladosporium limoniforme presentd sus maximos niveles esporales en el
periodo primavera/verano en el primer afio y verano/otofio en el segundo. La especie
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C. allicinum que sélo fue determinada en el primer afio fue mas abundante en el
periodo verano/otofio. C. tenellum y C. subtilissimum exhibieron sus mayores
concentraciones en el periodo otofio/invierno en el segundo afio mientras que en el
primero C. tenellum fue mds abundante en el periodo invierno/primavera y C.
subtilissimum en las estaciones de otono y primavera. Al igual que sucede con el
complejo C. cladosporioides los resultados observados en otras partes del mundo
difieren entre si y son congruentes con los datos obtenidos en esta regién. Asi, se han
registrado maximas para el complejo C. herbarum en las estaciones de verano y otofio
(Abdel-Hafez y El-Said, 1989; 1993; Rodriguez Rajo y col., 2005; Herrero y col., 2006;
Aira y col., 2012; Muhsin y Adlan, 2012), invierno (Muhsin y Adlan, 2012) y primavera
(Abdel-Hafez y col, 1993; Herrero y col., 2006). En relacidn a la especie E. nigrum, datos

similares fueron hallados en Egipto (Abdel-Hafez y El-Said, 1989; 1993).

Tabla N° 97: Variacidn estacional de las especies fungicas predominantes detallando

los periodos y estaciones de las maximas concentraciones halladas (UFC/m?).

Especies 1° ANO 2° ANO

C. cladosporioides Verano/otofio Verano/otofio
C. limoniforme Primavera/verano Verano/otofio
C. asperulatum Invierno/primavera Otofio/invierno
A. tenuissima Verano/otofio Verano/otofio
C. pseudocladosporioides  Invierno/primavera Verano/otofio
E. nigrum Verano/otofio Verano/otofio
C. allicinum Verano/otofio ND

C. tenellum Invierno/primavera Otofio/invierno
C. subtilissimun Otofio y primavera Otofio/invierno
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5.2.3 Distribucion geografica de especies fluingicas

Al igual que lo sucedido a nivel género, no existen en la region del Alto Valle del
rio Negro datos aeromicoldgicos sobre la biodiversidad de especies fungicas por lo que
estos resultados componen el primer estudio en esta drea de la Patagonia. La
composicidon aeromicoldgica en términos de especies no presenté grandes diferencias
entre ambas zonas, a excepcion del primer afio donde la diversidad fue mayor en la
zona Centro. Los resultados arrojan una gran diversidad de especies fungicas en las dos
zonas geograficas bajo estudio detectandose al menos 24 especies en cada una de
ellas durante los dos afios de muestreo: Alternaria alternata, A. tenuissima,
Cladosporium aggregatocicatricatum, C. asperulatum, C. cladosporioides, C.
limoniforme, C. pseudocladosporioides, C. subtilissimum, Epicoccum nigrum, Fusarium
semitectum, Phoma aliena y Pleospora alli. La especie predominante en los dos sitios
geograficos fue C. cladosporioides seguido por C. limoniforme, C. asperulatum y A.
tenuissima en segundo y tercer orden. La cuarta especie mas abundante fue C.
asperulatum en la zona Este y A. tenuissima en la zona Centro durante ambos afios. En
quinto orden de predominancia fue determinada C. pseudocladosporioides en ambas
zonasy C. allicinum en la zona Centro y C. subtilissimum en la zona Este.

Cabe mencionar nuevamente que se pueden detectar algunas diferencias
respecto a la predominancia y composicién de especies fungicas presentes en cada
area a pesar de que las dos zonas bajo estudio pertenecen a una regién con
condiciones geogréficas y climaticas uniformes en el rango de kildmetros que alojan

ambos puntos de muestreo.
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5.2.4 Distribucion por sistema productivo de especies fungicas

Teniendo en cuenta que, luego de consulta extensamente la bibliografia, no se
hallaron estudios aeromicolégicos que determinen la aeromicoflora en términos de
género de ambientes rurales que presenten sistemas productivos orgdnicos y su
comparacion con sistemas productivos, menos aun existen estos reportes a nivel de
especie. Por lo tanto, nuevamente estos resultados arrojan los primeros datos al
respecto tanto a nivel local, nacional y global.

No se detectan marcadas diferencias respecto a la diversidad de especies entre
ambos sistemas y los resultados se invierten en un ano respecto del otro. Al menos 27
especies fungicas fueron halladas en ambos sistemas durante los dos afos de
muestreo: Alternaria alternata, A. tenuissima, Cladosporium aggregatocicatricatum, C.
asperulatum, C. cladosporioides, C. limoniforme, C. pseudocladosporioides, C.
subtilissimum, C. tenellum, Epicoccum nigrum, Fusarium proliferatum, F. semitectum, F.
sporotrichioides, Penicillium canescens y Phoma aliena. Con respecto a la frecuencia
de especies predominantes, C. cladosporioides fue la de mayor importancia en ambos
sistemas durante los dos afios de muestreo seguida por C. limoniforme, A. tenuissima'y
C. asperulatum en el segundo, tercer y cuarto orden de predominancia. C.
pseudocladosporioides fue la cuarta especie mas abundante en sistemas tradicionales.
En quinto orden de predominancia fueron determinadas C. subtilissimum y C.
asperulatum en sistemas tradicionales y E. nigrum y C. pseudocladosporioides en
sistemas organicos.

Cabe 