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RESUMEN

La descomposicidon de los restos vegetales, que se acumulan en el suelo formando el mantillo,
es un proceso imprescindible para el reciclado de los nutrientes y, por lo tanto, para un
correcto funcionamiento ecosistémico. Los principales agentes que la llevan a cabo son los
hongos filamentosos, que en el mantillo forman comunidades muy diversas y heterogéneas
que hasta el dia de hoy suscitan interés.

En este trabajo se pretendié estudiar la diversidad de hongos asociados al mantillo foliar del
guayabo blanco (Eugenia uruguayensis), una Myrtaceae nativa, en estadios iniciales de su
descomposicion. Para ello se hizo uso de dos estrategias de relevamiento de hongos, una
indirecta, basada en la siembra de segmentos de hoja en un medio de cultivo, y la otra directa,
basada en la incubaciéon de hojas en cdmaras humedas. También se pretendié determinar si
ciertas caracteristicas de las hojas como su nivel de integridad o el tipo de tejido, ya sea lamina
o peciolo, afectan el ensamblado comunitario. Para todo esto se intenté hacer uso de algunos
de los ultimos avances en el analisis estadistico de la diversidad.

Los inventarios obtenidos para ambas técnicas, aunque incompletos, fueron suficientemente
representativos de la comunidad. Entre ambos se encontraron 77 especies de hongos, casi
todos pertenecientes al phylum Ascomycota. Ninguna especie tuvo un gran dominio de la
comunidad, encontrandose muchas especies raras. Por otro lado, las comunidades asociadas a
las ldaminas y a los peciolos fueron significativamente distintas, siendo ademas la comunidad de
los peciolos el doble de diversa que la de las laminas. En cambio, el nivel de integridad de las
hojas no parecié afectar mayormente la composicion de la comunidad, encontrandose solo
dos especies que explicarian las pocas diferencias observadas entre hojas integras y
lesionadas. A partir de estos resultados se formularon diversas hipdtesis sobre el ensamblado y
desarrollo de las comunidades en las hojas del guayabo blanco. Por otro lado, de Ia
comparaciéon de las comunidades saprotréficas aqui obtenidas con las comunidades
endofiticas obtenidas por Tiscornia et al. (2012) surgié que un cierto porcentaje de hongos
endofitos logran permanecer en el mantillo, aunque los datos aqui obtenidos indicarian una
participacién minima de éstos en el proceso de descomposicion. Ademas se constatéd un
aumento sustancial de la diversidad en las comunidades saprotréficas respecto de las
endofiticas. Finalmente, distintas especies del género Diaporthe parecen asociarse con éxito a
los tejidos vivos y muertos del guayabo blanco. Por este motivo, se estudid a nivel filogenético
las relaciones existentes entre los aislamientos enddfitos con los aqui obtenidos,
encontrandose claras vinculaciones y dejando en claro la existencia en estas comunidades de

especies que todavia no han sido descritas.
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INTRODUCCION

1. EL MANTILLO FOLIAR Y SU DESCOMPOSICION

En los ambientes terrestres los principales productores primarios son las plantas,
produciéndose mas de cien gigatoneladas de biomasa vegetal por afio. De ésta solo el diez por
ciento es consumida por los herbivoros mientras que el noventa por ciento restante, una vez
muerta, se incorpora a la capa superior del suelo denominada mantillo (Gessner et al., 2010).
Alli comienza el proceso de descomposicion de los restos vegetales, donde una parte de la
materia orgdnica es mineralizada, otra es inmovilizada y la restante es humificada (Porta et al.,
1994). La mineralizacidon de la materia organica hace que se liberen a la solucidn del suelo
elementos nutritivos que quedan disponibles para las plantas y microorganismos que de ellos
dependen. También conlleva la liberacién de enormes cantidades de diéxido de carbono y
otros gases de efecto invernadero a la atmdsfera. Es por ello que tiene un papel fundamental
en los balances atmosféricos globales del carbono, que a su vez influyen en el cambio climatico
global. Por su parte, la materia organica mas recalcitrante sufre transformaciones quimicas
complejas que dan lugar al humus. Este se descompone y mineraliza muy lentamente, por lo
que representa un reservorio a largo plazo de materia organica estable en los suelos. En
definitiva, es evidente que la descomposicion de los restos vegetales tiene un papel
fundamental en el ciclado de los nutrientes y en la fertilidad de los suelos (Porta et al., 1994;
Berg & McClaugherty, 2008). Este trabajo se centra en el mantillo foliar, también llamado
hojarasca, que no solo se descompone mas rapidamente que los restos lefiosos de tallos y
raices, sino que suele ser el componente principal de los mantillos, llegando a representar el

70% de un mantillo forestal (Lonsdale, 1988).

Ahora bien, si se entiende que la descomposicidon es un proceso netamente biolégico que
involucra la transformacién y pérdida de masa del material vegetal, sin incluir las pérdidas
fisicas por abrasion, fragmentacion y lixiviado (Gessner et al., 2010), cabe preguntarse quiénes
son los agentes bioldgicos que la llevan a cabo. En el mantillo se puede encontrar una gran
diversidad de animales y microorganismos, pero solo algunos de ellos participan directamente
del proceso de descomposicidén entendido de esta forma. Los microorganismos son sin lugar a
dudas los principales agentes (Hattenschwiler et al., 2005; Berg & McClaugherty, 2008),
estimandose que canalizan alrededor de un 95% del flujo de energia (Persson et al., 1980),
mientras que los animales detritivoros —como lombrices, acaros y colémbolos— dan cuenta del

resto.



Entre los microorganismos que siempre se encuentran colonizando el mantillo estdn los
hongos filamentosos, las bacterias y, en menor medida, las levaduras (Jensen, 1974). Entre
estos, los hongos filamentosos parecerian estar especialmente disefiados para descomponer
los restos vegetales, razdon por la cual se les reconoce un papel fundamental en la
descomposicion (Hattenschwiler et al.,, 2005; Dighton, 2007; Berg y McClaugherty, 2008;
Gessner et al., 2010; Van der Wal et al., 2013). Los hongos se asientan en los restos vegetales
formando comunidades muy diversas y dindmicas. De la estructura y composicién de estas
comunidades depende la tasa a la que se descompone un mantillo, lo que finalmente afecta el
ciclado de nutrientes de un ecosistema. Por ello y por la necesidad de tener un registro de la
diversidad fungica a nivel global es que el estudio de estas comunidades ha motivado el

trabajo de muchos, incluyendo este mismo.

2.LOS HONGOS

Los hongos son un grupo muy diverso de organismos eucariotas, por lo general haploides, que
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Sin embargo, aunque a veces se
hacen notar por sus estructuras reproductoras, la mayoria permanecen invisibles a nuestros
ojos durante todo su desarrollo. Esto se debe a que son organismos relativamente simples. Su
cuerpo vegetativo puede ser unicelular, como en el caso de las levaduras, o puede estar
formado por unos filamentos tubulares microscépicos denominados hifas. Es en estos ultimos,

los hongos filamentosos, que se centra este trabajo.

Las hifas son rigidas puesto que poseen una pared externa de quitina y glucanos, y crecen solo
por sus apices. Pueden estar mds o menos ramificadas y pueden presentar o no septos a
intervalos regulares. De haber septos, éstos siempre poseen poros que permiten el flujo
citoplasmatico y el pasaje de todos o la mayor parte de los organelos segln sea el grupo de
hongos. El conjunto de hifas de un hongo forma una red denominada micelio, que en
condiciones ideales creceria indefinidamente formando una esfera perfecta, pero que en la
naturaleza se amolda a las condiciones heterogéneas del ambiente inmediato. Dicho esto, no
todas las porciones del micelio tienen la misma vitalidad. La funcidn tréfica y de crecimiento
estd relegada a las porciones mas marginales. Alli, los dapices hifales no solo crecen
continuamente sino que son los responsables de liberar enzimas degradadoras al medio
externo. Estas enzimas reducen los componentes del sustrato en compuestos solubles de bajo
peso molecular que son luego absorbidos facilmente por las porciones inmediatas al apice. Es
por esta forma de nutricién que se considera a los hongos como heterétrofos por absorcion.

Por su parte, las porciones mas centrales, y por tanto mas viejas, empiezan acumulando



pigmentos y compuestos de reserva, forman estructuras reproductoras y finalmente entran en

senescencia y mueren por autolisis (Jennings & Lysek, 1996).

Sin embargo, los hongos filamentosos no son solo un conjunto de filamentos entrelazados. En
determinado momento de su ciclo vital comienzan a formar gran cantidad de esporas, ya sea
de origen sexual o asexual. Estas se encuentran practicamente en todas partes, invaden el aire
y se posan sobre cualquier superficie, esperando encontrar el sustrato adecuado para
germinar y desarrollar un nuevo micelio. Las esporas pueden ser unicelulares o pluricelulares,
de paredes gruesas o finas, pigmentadas o hialinas, ornamentadas o lisas y de muy diversas
formas y tamafios. También suelen formarse en estructuras distintivas y de diversa
complejidad. Todo esto determina su resistencia a condiciones adversas, su mecanismo de
dispersion y permite también diferenciar los hongos, lo que facilita las tareas de clasificacién e

identificacion.
2.1. Adaptaciones de los hongos para descomponer la materia organica

Los hongos, por ser quimio-heterdtrofos aerobios no participan tan ampliamente en el ciclado
biogeoquimico de los nutrientes como las bacterias, que en su conjunto tienen un
metabolismo mas diverso. Sin embargo, parecerian estdn especialmente adaptados para
descomponer la materia organica, siendo fundamentales para el ciclado de los nutrientes en

los ecosistemas terrestres (Kjoller & Struwe, 1992).

El crecimiento hifal es una adaptacion muy importante a la vida terrestre que les permitié a
los hongos explorar los suelos penetrando y aprovechando el sustrato de manera mucho mas
eficiente que las formas unicelulares o de cortas cadenas como las levaduras o las bacterias.
Esto se debe a la presion mecdnica que ejerce el dpice hifal en crecimiento, permitiéndole a los
hongos abrirse paso en el sustrato mientras liberan a su vez la bateria de enzimas
degradadoras que lo descomponen. Ademas, el crecimiento hifal confiere otra ventaja
adaptativa y es que los hongos pueden traslocar los nutrientes almacenados en las porciones
viejas de micelio a las regiones mas jovenes, de manera de poder crecer en areas de privaciéon
de nutrientes a la busqueda de nuevos parches nutritivos (Kjoller & Struwe, 1992; Van der Wal
et al., 2013). Por ultimo, los hongos tienen capacidades enzimaticas bastante versatiles y
muchos de ellos estdn particularmente adaptados a descomponer los recalcitrantes
compuestos ligno-celulésicos que abundan en los restos vegetales y que no son muy accesibles
para las bacterias (Van der Wal et al., 2013). De hecho, aunque las bacterias también tienen un
gran potencial enzimdtico, un estudio metaprotedmico reciente encontré que absolutamente

todas las enzimas degradadoras de polimeros presentes en el mantillo de Fagus sylvatica eran



de origen fungico, a pesar de estar bien representadas las bacterias en la comunidad
(Schneider et al., 2012). Esto llevd a los autores a postular la idea de un “comportamiento
tramposo” de las bacterias del mantillo, que aprovecharian los productos de degradacién
producidos por las enzimas fungicas. De generalizarse esta observaciéon quedaria claro el papel

central de los hongos en la descomposicion de los restos vegetales.

Sin embargo, no todos los hongos estan especializados en descomponer los restos vegetales
muertos; algunos de ellos prefieren por ejemplo desarrollarse en los seres vivos. Asi es que se
reconocen tres categorias que describen de qué manera los hongos obtienen sus nutrientes.
Los saprdtrofos son aquellos que consumen materia organica muerta y que nunca provocan el
debilitamiento o la muerte de su hospedero, mientras que los necrétrofos matan los tejidos de
sus hospederos para luego consumirlos saprotroficamente. Finalmente, los bidtrofos se
desarrollan en contacto intimo con las células vivas del hospedero, pudiendo ser mutualistas,
como los liquenes y las micorrizas, o parasitos, causandole un perjuicio al hospedero (Cooke &
Rayner, 1984). Estas estrategias nutricionales no son mutuamente excluyentes; un hongo
puede ser bidtrofo y, cuando las condiciones cambian, como la muerte circunstancial del
hospedero, pasar a nutrirse saprotréficamente (Cannon & Sutton, 2004). Por lo tanto, en los
restos vegetales predominaran por sobre todo aquellos hongos reconocidos como saprétrofos,

lo que no quita que se puedan encontrar bidtrofos o necrétrofos facultativos.

2.2. La clasificacion de los hongos y sus dificultades

Los hongos son un grupo muy diverso de organismos con ciertas particularidades que afectan
la forma en que fueron clasificados histdricamente, pudiendo llegar a empafiar la comprensién
de cualquier trabajo sinecolégico que de ellos trate. Por ello se explicard brevemente su
clasificacidn, la cual no ha permanecido estatica en el tiempo. Los hongos han sido y todavia
son objeto de una fuerte reorganizacién interna en todos sus niveles taxonémicos, con
cambios incluso en su ubicacidn en el arbol de la vida. Sin embargo, estos cambios groseros no
son fruto del capricho de los taxbnomos sino que reflejan el peso relativo que distintos tipos
de caracteres, utilizados para definir parentescos, fueron adquiriendo con el paso de los afios.
Asi fue que los caracteres morfolégicos fueron cediendo paso a la bioquimica y la
ultraestructura comparadas, para finalmente quedar en jaque ante el avance de las técnicas
moleculares. Es que con el advenimiento de la biologia molecular, la comparacidon de
secuencias nucleotidicas sujetas a evolucién neutral, llamadas cronédmetros moleculares, ha

revolucionado los esquemas de clasificacion.



Los hongos pasaron entonces de ser agrupados con las plantas, por ser inmdviles y tener
paredes celulares, a formar por si solos, dadas sus peculiaridades, el quinto reino de la vida.
Hoy en dia se los considera el clado hermano de los animales, con quienes forman el grupo de
los Opistocontos. EIl nombre se debe a que comparten como caracteristica ancestral la
presencia de un solo flagelo posterior en alguna etapa de su ciclo vital. Sin embargo, la mayor
parte de los hongos terrestres perdieron esta caracteristica. Ademas, las fronteras del reino
también han ido cambiando. Ciertos grupos como los Oomycetes y Myxomycetes, que antes se
consideraban hongos por sus habitos de vida similares, pasaron a formar parte de distintos
grupos de protistas, mientras que a los Microsporidios se les hizo recorrer el camino inverso y

son hoy considerados hongos, aunque muy reducidos y modificados (Blackwell et al., 2012).

Tradicionalmente, los grandes grupos de hongos se clasificaron segun el tipo de estructuras
gue caracterizan su reproduccion sexual. Se reconocieron asi dos clases de hongos basales, los
Chytridiomycetes y los Zygomycetes, y dos clases de hongos superiores, los Ascomycetes y los
Basidiomycetes. Aunque estos nombres todavia son frecuentes en la jerga micoldgica, ya no se
los reconoce como taxones formales. No solo se elevaron sus rangos taxondmicos a los de
phylum, como es el caso de Ascomycota y Basidiomycota, sino que surgieron varios phyla
novedosos como resultado del desmembramiento reciente de los grupos basales (Blackwell et

al., 2012; Hibbett et al., 2007).

Ahora bien, existe una gran cantidad de especies a las que no se les conocié la fase sexual de
su ciclo vital y que por lo tanto quedaron por fuera del esquema formal de clasificacién. Estas
fueron agrupadas dentro de los Deuteromycetes, también llamados hongos imperfectos.
Mientras que algunas especies habrian perdido la capacidad de reproducirse sexualmente en
el curso de la evolucidn, para otras el problema reside en que sus estructuras sexuales y
asexuales se desarrollan en condiciones y tiempos distintos. Asi, se puede encontrar la forma
asexual del hongo solamente, llamada anamorfo, o la forma sexual, llamada teleomorfo, o si se
tiene suerte ambas formas, el holomorfo. Esta agrupacién empezd entonces a reconocerse
como artificial al constatarse que muchas especies habian sido descritas dos veces con un
nombre para el anamorfo y otro para el teleomorfo. A modo de ejemplo, las especies
Glomerella cingulata y Colletotrichum gloeosporioides son en realidad la misma especie, el
primer nombre representando el teleomorfo y el segundo el anamorfo. Finalmente, los analisis
filogenéticos moleculares no solo empezaron a reubicar todas las especies dentro de los phyla
formales, sobre todo en Ascomycota, sino que reunieron gran cantidad de anamorfos con sus
respectivos teleomorfos. A pesar de todo esto, la nomenclatura doble de los hongos se impuso

por mucho tiempo con el famoso Articulo 59 del Cddigo Internacional de Botdnica, un
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exabrupto del sistema linneano de nomenclatura que dificulté la comunicacidn cientifica y
generd mucha controversia. Recién en 2011 la légica de “un hongo, un nombre” prevalecio al
anularse dicho articulo, aunque esto trajo aparejadas nuevas dificultades (Hawksworth, 2011;

Taylor, 2011; Milius, 2014).

2.3. La identificacion de los hongos y sus dificultades

Las dificultades antes expuestas reflejan el peso que siguen teniendo las morfoespecies en la
micologia. De hecho, la identificacidn de los hongos suele hacerse en base a sus caracteristicas
morfoldgicas. Particularmente relevantes son las caracteristicas micro-morfoldgicas de las
estructuras reproductoras tanto sexuales como asexuales, aunque también suelen ser
importantes las caracteristicas de cultivo de los micelios, como su aspecto general, su color y
su velocidad de crecimiento. Sin embargo, aunque se disponga de toda esta informacion para
un aislamiento, las claves vy libros especificos necesarios para una correcta identificacién no
siempre estan actualizados o representan los hongos de una zona geogréfica distante
(Polishook et al., 1996; Paulus, 2004; Hawksworth & Mueller, 2005). Ademas, la identificacion
morfoldgica puede ser poco confiable por las dificultades en la definicion y delimitacion de
géneros y especies (Cannon & Sutton, 2004; Kirk et al., 2004). De todas formas, la tarea no es
imposible y, ante la duda, siempre puede tratar de cotejarse el resultado de la identificacidon
morfoldgica con el de la identificacion molecular, basada ésta en la comparacién de secuencias

nucleotidicas de una cepa problema con las secuencias disponibles de cepas tipo.

La posibilidad de identificar molecularmente a los hongos mediante “cddigos de barras” ha
llevado a que se acumulen gran cantidad de secuencias en bancos de datos de acceso publico.
Esto ha permitido corregir varios errores, redefinir las fronteras entre especies e identificar
micelios estériles, ademas de unificar teleomorfos con sus respectivos anamorfos. Por
ejemplo, ciertos géneros como Diaporthe y su anamorfo Phomopsis, donde las especies eran
descriptas en funcién del hospedero en el que se encontraban, han podido ser unificados y
ordenados, lo que facilita enormemente su identificacion (Gomes et al., 2013). Se pudo ver
también que muchas morfoespecies de hongos muy conocidos son en realidad complejos de
especies cripticas como sucede en Cladosporium cladosporioides (Hyde et al., 2007; Bensch et
al., 2010;). Por ultimo, pudieron corregirse varios errores, como el caso del famoso Penicillium
chrysogenum, que le permitié a Alexander Fleming descubrir los antibidticos y que en realidad
un analisis filogenético reveld que se trataba de Penicillium rubens (Houbraken et al., 2011). Al

dia de hoy, todos estos esfuerzos son aun insuficientes para desplazar a la morfologia de su



papel central en la identificacion de los hongos, aunque, en determinados casos bien

estudiados, queda claro que la identificacién molecular resulta ser de gran ayuda.

3. LA ECOLOGIA DE LOS HONGOS

La ecologia general se ha nutrido en gran medida de la ecologia de los macroorganismos
mientras que la ecologia microbiana, con su origen en la microbiologia clasica, ha corrido por
su propio cauce. Es por ello que procesos como la descomposicién de la materia organica y el
reciclado de nutrientes minerales se han dado a menudo por sabidos y han sido tratados como
procesos de “caja negra” para la ecologia general (Atlas & Bartha, 2002). Sin embargo, la
revolucidon por la que actualmente transita la ecologia microbiana estd teniendo fuertes
repercusiones en la ecologia general y ha nutrido los esfuerzos por integrar ambas disciplinas
(Prosser et al., 2007; Ramette, 2007). De esta forma, la ecologia de los microorganismos se ha
supeditado a la teoria ecolégica general y, poco a poco, va adoptando sus modelos, su

lenguaje, algunas de sus herramientas y también algunas de sus preocupaciones.

3.1. La diversidad de los hongos

Un tema central de estudio en ecologia es la diversidad bioldgica, entendida de forma laxa
como toda la variabilidad de los seres vivos, ya sea la existente dentro de especies, entre
especies o entre ecosistemas (Magurran, 2004). Una definicion mas practica y acotada
considera a la diversidad biolégica como sinénimo de la riqueza de especies y de la abundancia
relativa de éstas en el espacio y el tiempo (Hubbell, 2001). La riqueza seria simplemente el
numero total de especies en un determinado espacio y en un determinado tiempo, mientras
que la abundancia relativa haria referencia a la rareza o dominancia de cada una de esas
especies. Ademds del interés que la biodiversidad suscita por si misma, los riesgos que le
suponen las actividades humanas, asi como sus implicancias en el funcionamiento
ecosistémico, han hecho que el foco de atencién trascendiera las fronteras de la comunidad
cientifica. El punto de inflexién fue sin lugar a dudas el Convenio de Rio de Janeiro sobre la
Diversidad Bioldgica de 1992, donde los 156 estados firmantes se comprometieron a valorar y

conservar la biodiversidad de los ecosistemas (Paulus, 2004; Magurran, 2004).

La micologia no quedd por fuera de estas discusiones. Algunos micélogos llamaron la atencion
sobre la importancia de determinar la diversidad fungica y de conservarla, tanto in situ (en su
ambiente natural) como ex situ (en colecciones) (Hawksworth, 1991; Hawksworth, 1997;
Staley, 1997; Hyde, 1997; Hyde et al., 2007). Justificaron esto por ser los hongos una verdadera

fuente de potencial genético de relevancia para las actividades humanas, y por los multiples



servicios ecosistémicos que proveen. Ademas, hicieron hincapié en la necesidad de generar
inventarios globales que tengan particularmente en cuenta las regiones con altos niveles de
diversidad y que han sido poco estudiadas como los trépicos. Estas preocupaciones no son
menores teniendo en cuenta que la mayor parte de las especies de hongos todavia no han sido
descubiertas. Si se considera que la diversidad fungica global ronda los 1,5 millones de
especies —segln una estimacidn conservadora pero bastante respetada (Hawksworth, 1991)-y
sabiendo que se han descrito alrededor de 100 mil especies, se deduce entonces que faltaria
por conocerse mas del 90% del total, una tarea que se estima le llevaria a los micélogos mas de

1000 afios completar dadas las tasas de descubrimiento actuales (Blackwell, 2011).

Es tal la diversidad fungica de ciertos ambientes, que ha llegado a ser considerada
“indeterminable”, como sucede en suelos de regiones templadas (Christensen, 1981). Lo
mismo podria decirse entonces de la diversidad de hongos del mantillo foliar, ya que se
considera incluso superior a la del suelo (Bills & Polishook, 1994; Bettucci & Roquebert, 1995).
Se han llegado a reportar entre 134 y 228 especies fungicas cada cinco gramos de hojarasca en
una selva tropical (Polishook, 1996) y, de hecho, una sola hoja de un mantillo tropical puede
albergar hasta treinta especies diferentes de hongos (Cannon & Sutton, 2004). A su vez, se
estima que un 32% de todas las especies fungicas descritas se encuentran asociadas a tejidos
vegetales muertos (Cannon & Sutton, 2004). Todo esto es indicativo de que los hongos
saproétrofos del mantillo constituyen verdaderamente un grupo hiper-diverso cuyo estudio y

conservaciéon no deberian ser desestimados.

3.2. Las comunidades microbianas

Una comunidad puede ser considerada como el conjunto de especies que aparecen en un
mismo espacio y tiempo (Begon et al, 2006) o como sinénimo de grupos troficos o
taxondmicos particulares que se encuentran en un habitat circunscripto (Hubbell, 2001;
Magurran, 2004). Este trabajo toma la segunda acepciéon de comunidad, considerando al
conjunto de hongos que coexisten en un mantillo como tal. Para entender la gran diversidad y
distribucidn irregular de los hongos asociados al mantillo es necesario comprender cémo se
ensamblan las comunidades y qué factores permiten la coexistencia de las especies. Desde la
ecologia general han surgido dos puntos de vista que intentan explicar y predecir el
ensamblado de las comunidades: la teoria de nichos y la teoria neutral de la biodiversidad

(Hubbell, 2001; Palma, 2010).

La teoria de nichos, de mayor tradicion y peso histérico, es un modelo determinista que se

basa en el concepto de nicho introducido por Hutchinson (1957) y en el principio de exclusién

8



competitiva formulado por Gause (1934). El nicho es el conjunto de requerimientos
ambientales y biolégicos dentro de los cuales una especie puede crecer y sobrevivir, y el
principio de exclusidn competitiva afirma que no pueden coexistir dos especies que utilicen los
recursos de igual forma y en las mismas condiciones. Segln este modelo, la comunidad de un
habitat dado se forma por el conjunto de especies que logran repartirse los recursos limitados,
superando tanto los filtros ambientales como los de las interacciones bidticas. Para este
modelo, la competencia interespecifica es el factor determinante del ensamblado comunitario
(Hubbell, 2001; Palma, 2010; Dumbrell et al., 2010b). De esta forma, el conocimiento detallado
de las variables ambientales y los rasgos ecoldgicos de las especies permitirian predecir el
ensamblado comunitario. Sin embargo, la teoria de nichos no ha logrado explicar de forma
convincente ni predecir de manera precisa por qué las comunidades tienen muchas especies
raras y pocas especies abundantes (Palma, 2010). El argumento que suele utilizarse para
explicar la variabilidad observada en la estructura de las comunidades es la existencia de
suficiente heterogeneidad ambiental en alguna escala espacio-temporal. Esto causaria una
distribucidn en parches de las especies o el recambio de las mismas con el tiempo (Hubbell,

2001; Dumbrell et al., 2010b).

Mas reciente es la teoria neutral de la biodiversidad (Hubbell, 2001), que se enmarca dentro
del conjunto de teorias que ponderan los efectos histdricos y estocasticos en el ensamblado
comunitario. Se nutre de teorias como la de islas biogeograficas y la de metacomunidades, que
ponen el énfasis en los procesos de dispersion aleatoria, y asienta el principio de neutralidad
segun el cual las especies de un nivel tréfico dado son equivalentes en términos ecolégicos, es
decir, tienen las mismas tasas de natalidad, mortalidad, inmigracion y extincion (Hubbell,
2001). Estas similitudes entre las especies explicarian entonces la alta diversidad de muchos
sistemas naturales, aunque no se puede predecir cuales serian las especies dominantes y
cuales las raras (Palma, 2010). Entonces, segin este modelo, las comunidades son conjuntos
siempre cambiantes de especies cuya composicion es influida principalmente por las
limitaciones a la dispersidn y por la estocasticidad demografica (Hubbell, 2001; Rosindell et al.,
2011). En cuanto a las limitaciones a la dispersidn, se entiende que es mas probable que un
habitat sea colonizado por especies que se encuentran cercanas que por aquellas que no lo
estan, por lo que los patrones biogeograficos de las especies adquieren relevancia (Martiny et
al., 2006; Feinstein & Blackwood, 2013). Por su parte, la estocasticidad demografica determina
la extincidn local aleatoria de las especies, promoviendo el recambio continuo por la llegada de

inmigrantes. Aunque la teoria no niega la existencia de las interacciones interespecificas,



evidentemente las excluye como factor relevante en el ensamblado comunitario (Hubbell,

2001).

La tendencia actual es a generar una sintesis que incluya tanto factores histéricos vy
estocasticos como bidticos y ambientales, y que permita predecir la diversidad observada
(Palma, 2010; Rosindell et al., 2011). Aunque varios esfuerzos se han hecho en el caso de los
macroorganismos, poco se sabe aun de los procesos que estructuran las comunidades en el
mundo microbiano (Dumbrell et al., 2010a). Es que algunas peculiaridades de los
microorganismos hacen que necesiten especial atencién. Desde un comienzo se sugirié que la
capacidad de dispersidon de éstos seria practicamente ilimitada debido a su pequefio tamafio y
a su inmenso numero de potenciales propagulos (Peay et al., 2010). Por lo tanto, esta vision
limité fuertemente la participacion de los factores historicos y estocasticos en el ensamblado
de las comunidades microbianas. A tal punto es asi que se propuso un modelo extremo basado
en nichos para los microbios: la hipdtesis de Baas-Becking, conceptualizada en la famosa frase
“todo esta en todas partes, pero el ambiente selecciona”. En base a dicha hipdtesis, distintos
habitats sostendrian entonces comunidades microbianas caracteristicas (De Wit & Bouvier,

2006; Martiny et al., 2006; Peay et al., 2010).

Contrariamente a esta opinidn, estudios de filogeografia microbiana y de genética de
poblaciones han demostrado en reiteradas ocasiones las barreras al flujo génico que existen a
grandes escalas espaciales. Al mismo tiempo, otros estudios de laboratorio y de campo han
mostrado a menor escala que las limitaciones a la dispersién influencian en alguna medida la
estructuracién de las comunidades microbianas (Kinkel et al., 1987; Peay et al., 2010; Feinstein
& Blackwood, 2013). De hecho, se ha visto que aunque algunas especies pueden dispersarse
globalmente, otras tantas se dispersan solo a cortas distancias (Martiny et al., 2006). Asi, la
idea de que “todo estd en todos lados” comienza a relativizarse (Hawksworth & Mueller,

2005).

3.4. Las comunidades fungicas del mantillo

En lo que respecta a las comunidades de hongos del mantillo, se ha estudiado particularmente
la importancia del tipo de sustrato en la estructuracidon de la comunidad y las sucesiones que

en él ocurren a medida que progresa la descomposicion.

3.4.1. La influencia del sustrato en el ensamblado de las comunidades fungicas del mantillo

Originalmente se penso que los hongos saprotrofos eran generalistas que mostraban escasa o

nula especificidad por el tipo de sustrato o por la especie hospedera (Paulus, 2004). Sin

10



embargo, esta vision se fue diluyendo con el tiempo. Ya en 1949, Westerdijk hacia notar que
cada sustrato organico en descomposicidn sustentaba una micoflora caracteristica, y proponia
entonces el término “asociacion” para referirse a dicha relacién especifica. Asi pues, distintos
hongos saprétrofos se asocian a un sustrato particular, ya sea troncos, ramas, raices, hojas o

suelo (Lodge, 1997).

Ademas, varios trabajos han puesto de manifiesto que entre los hongos saprétrofos existe una
cierta preferencia de hospedero debido al bajo nivel de solapamiento que se observa entre las
comunidades fungicas asociadas a los mantillos de distintas especies vegetales (Cowley, 1970;
Cornejo et al., 1994; Polishook et al., 1996; Paulus et al., 2006; Hyde et al., 2007). Se ha
sugerido el uso del término “recurrencia de hospedero” para describir esta asociacién debido a
que se trata de diferencias cuantitativas mas que cualitativas (Zhou & Hyde, 2001). Las
especies saproétrofas recurrentes varian pues en sus abundancias relativas segun el hospedero
en el que se encuentren, a diferencia de lo que sucede con muchos necrétrofos o bidtrofos
donde normalmente existe una exclusividad de hospedero que se mide en términos de
presencia o ausencia. De todas formas, no todas las especies saprdtrofas son recurrentes,
algunas como los agaricales de la hojarasca son un ejemplo de hongos saprotrofos
practicamente generalistas, entre los cuales las preferencias se dan por grupos amplios de
hospederos, como por ejemplo las angiospermas o las gimnospermas (Lodge, 1997). Luego,
otros hongos podrian llegar a ser verdaderamente especificos, si no de especies por lo menos
de género o familia de hospederos. Este es el caso de muchas xylaridceas y otros tantos

hongos que han sido descritos solo en un tipo de mantillo (Lodge, 1997; Hyde et al., 2007).

En relacidn a estas asociaciones o preferencias, se ha sugerido que cada sustrato organico
actuaria como un medio selectivo, cuyas caracteristicas fisicas y quimicas, mas que la filogenia
del hospedero, serian las que determinan la distribucién y diversidad de los hongos

saprotrofos del mantillo (Westerdijk, 1949; Polishook et al., 1996).

3.4.2. Las sucesiones de hongos en el mantillo foliar

Las comunidades de hongos que se desarrollan en un mantillo no son estables sino que ocurre
una sucesién a medida que avanza el proceso de descomposicion, entendiéndose ésta como el
cambio direccional en la composicién, abundancia relativa y distribucién espacial de las
especies que componen la comunidad (Frankland, 1992). Esto determina que en distintos

estadios de descomposicién de un mismo sustrato se encuentren comunidades diferentes.
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El empobrecimiento del sustrato a medida que avanza la descomposicién es un factor
importante que determina la sucesidn. Primero se pierden los azucares y los compuestos
carbonados simples, luego empiezan a desaparecer las hemicelulosas y la celulosa, y
finalmente quedan los compuestos lignificados, mas recalcitrantes. Esto hizo que por mucho
tiempo se aceptara la hipdtesis de que existe una secuencia de grupos nutricionales en los
restos vegetales relacionada con la modificacion del sustrato (Frankland, 1992). Asi, Garret
(1951) describié las sucesiones fungicas en los restos vegetales de manera que iban
apareciendo secuencialmente primero los “hongos del azicar”, luego los hongos celuloliticos y
después los ligninoliticos. Ademas, sugirio la existencia de una fuerte correspondencia entre
grupos taxondmicos y grupos funcionales. Por ejemplo, los hongos inferiores aseptados serian

los hongos del azucar, los Ascomycetes y Deuteromycetes serian los hongos celuloliticos y los

Basidiomycetes los hongos ligninoliticos (Kjoller & Struwe, 1992). Aunque esta hipdtesis tuvo
bastante eco, pronto empezaron a acumularse excepciones. Por ejemplo, ciertos Ascomycetes,
como las xylaridceas, también son capaces de descomponer los compuestos lignificados
(Osono, 2006) y muchos hongos pueden descomponer practicamente todos los biopolimeros
presentes en las hojas, por lo que no se los puede restringir a un sustrato con una composicién
determinada. Y aunque asi fuera, se ha visto que especies con moderada capacidad de
descomposicidn persisten por largos periodos en el sustrato mientras que otras especies
capaces de descomponer por completo los restos vegetales son reemplazadas rdpidamente
por otros hongos. Por si fuera poco, todos los grandes grupos de descomponedores pueden
estar presentes desde el primer momento en el proceso de descomposicion (Frankland, 1992;
Kjoller & Struwe, 1992; Thormann et al., 2003). Por lo tanto, las caracteristicas fisicas y
guimicas del sustrato, y su cambio en el tiempo, no logran explicar por si solas la sucesién. Un
enfoque multivariado pareceria entonces ser mas apropiado para explicar las sucesiones
(Frankland, 1992). En particular, se ha hecho notar la importancia que podrian tener factores
como el efecto fundador, el potencial de dispersion y las interacciones interespecificas en la
colonizacion, establecimiento y recambio de las especies de una hojarasca en particular
(Frankland, 1992; Ponge, 2005; Voriskova & Baldrian, 2012). La visidn que hoy impera sobre las
sucesiones flngicas de las hojarascas es por lo tanto mas compleja que la propuesta

inicialmente por Garret (1951) y se resume a continuacion.

La colonizacion inicial de las hojas ocurre cuando éstas entran en senescencia, encontrandose
todavia en el arbol (Jensen, 1974; Ponge, 2005). La comunidad pionera suele estar
caracterizada por hongos capaces de tolerar las defensas quimicas de la planta, como la

concentracién de compuestos fendlicos (Ponge, 2005). Ademas, los hongos con gran potencial
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de dispersién y de rapido crecimiento se ven mejor representados en los estadios iniciales
debido a un efecto fundador (Ponge, 2005; Crowther et al., 2014). Estos hongos pioneros son
también llamados saprotrofos primarios y suelen ser miembros de géneros como Phoma,
Cladosporium, Aureobasidium, Pestalotiopsis, Epicoccum y Alternaria (Sadaka & Ponge, 2003;
Osono, 2006). Luego, una vez que las hojas caen al suelo, estos colonizadores primarios

terminan de invadir los tejidos y esporulan, completando asi su ciclo vital (Ponge, 2005).

En estas condiciones, las dificultades impuestas por la cercania de vecinos y el solapamiento
de nichos hacen que la competencia por los recursos se vaya imponiendo como un factor
determinante de la estructura comunitaria. Los “atributos de combate”, como la produccién
de antibidticos y toxinas, adquieren entonces mayor relevancia, y pueden empezarse a ver en
las hojas las reacciones antagonicas por la produccién de zonas pigmentadas, zonas de lisis y
barreras de micelio. El resultado puede ser el bloqueo mutuo o el reemplazo de un hongo por
el otro debido a cambios en el equilibrio de la competencia (Frankland, 1992; Ponge, 2005).
Uno de los cambios que pronto ocurren es la pérdida por descomposiciéon vy lixiviado de los
compuestos inhibitorios de la planta, permitiendo el reemplazo de la comunidad pionera por
nuevas oleadas de hongos llamados saprétrofos secundarios o “verdaderos hongos del
mantillo”, entre los que se encuentran varios Ascomycetes y Basidiomycetes saprotrofos
(Ponge, 2005; Berg & McClaugherty, 2008; Shanthi & Vittal, 2010). Asi se establece una
comunidad madura, también muy diversa pero con menos especies dominantes que la pionera
(Promputtha et al., 2002). En los estadios finales, a medida que el sustrato se empobrece y
transita por el proceso de humificacion, la micoflora queda cada vez mas dominada por los
hongos tipicos del suelo como Penicillium, Trichoderma, Mucor y Mortierella (Hudson, 1968;
Jensen, 1974; Paulus, 2004). Esta comunidad es menos diversa y queda dominada por menos

especies (Promputtha et al., 2002).

3.4.3. Otros factores que influyen en el ensamblado de las comunidades fungicas del mantillo

Cuando Westerdijk (1949) describié la asociacion caracteristica de ciertos hongos con ciertos
sustratos, también mencioné que “bajo la influencia de cambios en la temperatura y la
humedad pueden producirse alternancias”. Esto significa que las propiedades fisicas y
qguimicas del sustrato no son los Unicos factores que influyen en el ensamblado de las
comunidades fungicas. De hecho, de la explicacién multivariada que se dio de las sucesiones
fungicas en la hojarasca, surge que factores como el efecto fundador y las interacciones

interespecificas entre micelios también moldean la comunidad.
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Otros factores que se ha visto influyen en la estructura de las comunidades fungicas de la
hojarasca son las distancias geograficas, la estacionalidad y la fungivoria selectiva. En términos
generales, cuando un mismo mantillo ha sido estudiado en diferentes localidades se ha
encontrado cierta heterogeneidad en la estructura comunitaria (Polishook et al., 1996; Yanna
et al., 2001a; Paulus et al., 2006), aunque en algunos casos no fue significativa (Paulus et al.,
2006). En relacion a la estacionalidad, se han reconocido incluso comunidades de verano y de
invierno bien diferenciadas en ambientes templados (Paulus, 2004; Paulus et al., 2006). Por
ultimo, la depredacién selectiva por parte de invertebrados fungivoros también ha sido
propuesta como un factor influyente en la estructuracién de la comunidad flngica del
mantillo, favoreciéndose los miembros menos palatables de la comunidad (Shaw, 1992;

Crowther et al., 2011).

De todas formas, al margen de la influencia de estos factores, pareceria que siempre existe
algun nivel de ruido en la estructura de una comunidad, ya sea por ciertos cambios en la
composicion o en la relacién de abundancias, que no permite la reproducibilidad (Magurran,
2004). Esto mismo fue observado por Paulus (2004) al tomar muestras con dos semanas de
separacion de un mismo mantillo en una misma localidad. Sugirié entonces que factores como
el microclima o el azar pueden jugar un papel importante en la variabilidad a corto plazo de las

comunidades fungicas.

En definitiva, una variedad de factores como la heterogeneidad del sustrato en sus atributos
fisicos y quimicos, el estadio de descomposicion diferencial de las hojas, el efecto de factores
climdticos y microclimaticos, las limitaciones a la dispersidn, el azar y las interacciones
interespecificas, ya sea entre micelios o entre hongos y depredadores, pueden ser la causa
todos ellos de la hiper-diversidad de los hongos del mantillo y de su distribucién irregular en

parches.

3.5. El dilema de los endoéfitos

En la sucesidn antes descripta se parte de una comunidad pionera de hongos que colonizan
comunmente las hojas senescentes por su gran potencial de dispersidon. Sin embargo, las hojas
no se encuentran asépticas a la llegada de estos hongos. Desde que son formadas, empiezan a
ser colonizadas por bacterias y hongos, llamados microorganismos de la filésfera. Los hongos
filamentosos de la filésfera pueden separarse conceptualmente en dos grupos: los epifitos,
que colonizan la superficie de las hojas, y los enddfitos, que colonizan los tejidos internos sin

causar sintomas aparentes (Osono, 2006).
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Los endofitos son un grupo de hongos muy diversos, en su mayoria Ascomycetes, que han
captado la atencidn de los micdélogos. Una planta puede albergar varias especies distintas vy,
por lo general, distintas especies vegetales presentan comunidades endofiticas caracteristicas
(Stone et al., 2004). Usualmente colonizan los tejidos de forma localizada, no sistémica,
infectando unas pocas células o desarrollandose entre éstas, y manteniéndose quiescentes por
un determinado tiempo (Stone et al., 2004; Tiscornia, 2012). Esta forma restringida y latente
de vivir ha generado muchas especulaciones en relacién al papel que cumplen y cémo
completan sus ciclos vitales, lo que se ha dado a conocer por algunos como el “dilema de los
endofitos” (Hyde & Soytong, 2008). Aunque se han encontrado algunos mutualismos, como
sucede con los endéfitos de gramineas (Clay, 1990), éstos parecerian ser mas la excepcidén que
la regla. Se ha propuesto entonces que la mayoria de los enddfitos interaccionan con la planta
en el marco de un antagonismo balanceado (Schulz et al., 1998). Desde este punto de vista, los
endodfitos serian saprotrofos o patégenos latentes que se desarrollan produciendo sintomas
cuando el tejido en el que habitan se debilita o se torna senescente (Petrini, 1991; Hyde &
Soytong, 2008). Tendrian entonces la ventaja adaptativa de encontrarse ya en los tejidos,
teniendo en cuenta lo importante que puede llegar a ser el efecto fundador en el
establecimiento y desarrollo de la comunidad (Crowther et al., 2014). De hecho, muchos de los
tipicos saprotrofos primarios pueden ser encontrados viviendo endofiticamente en las hojas
vivas, aungque es mas comun encontrarlos como epifitos (Osono, 2006). Algunos patégenos
latentes frecuentemente hallados como endéfitos también pueden persistir un tiempo luego
de la muerte de las hojas debido a cierta capacidad limitada de vivir saprotréficamente. Este
pareceria ser el caso de especies de Lophodermium, Diaporthe, Colletotrichum, Coccomyces,

Ascochyta y Rhabdocline (Osono, 2006).

Ahora bien, qué tan relevantes son los hongos endoéfitos en el proceso de descomposicion es
algo que todavia esta en discusidon (Osono, 2006; Voriskova & Baldrian, 2012). Se ha visto
como muchos de estos hongos en cultivo axénico son capaces de producir varios tipos de
enzimas degradadoras, pudiendo incluso presentar gran actividad ligninolitica como en el caso
de las Xylariaceae (Carroll & Petrini, 1983; Kumaresan & Suryanarayanan, 2002; Osono, 2006;
Promputtha et al., 2010; Tiscornia, 2012). Sin embargo, su importancia en el proceso esta
ligada a su permanencia en etapas mas avanzadas de la descomposicidn, algo que no puede
deducirse de su potencial enzimatico. En relacidn a esto, la proporcidn relativa de endoéfitos en
las comunidades de descomponedores parece ser muy variable pero, en términos generales,

tienden a ir desapareciendo con el avance del proceso (Osono, 2006).
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De todas formas, identificar los endofitos que logran permanecer como saprétrofos es de
importancia para entender cémo completan dichas especies sus ciclos vitales. Es decir, se
puede sugerir que aquellas especies que permanecen en el mantillo, aunque sea por un
tiempo limitado, utilizan las hojas muertas para esporular, y asi poder luego reinfectar las
hojas vivas nuevamente (Osono, 2006). En general, estos vinculos entre enddfitos vy
saprotrofos se deducen comparando inventarios de morfoespecies obtenidos para una misma
planta hospedera en distintos estadios. Sin embargo, se considera que los analisis filogenéticos
son mas concluyentes a la hora de establecer las afinidades entre pares de ambos grupos

(Promputtha et al., 2007; Unterseher et al., 2013).

4. EL ANALISIS DE LA DIVERSIDAD
4.1. Técnicas de muestreo utilizadas en el estudio de la diversidad fungica del mantillo

Segln Cannon y Sutton (2004), la invisibilidad de los microorganismos, incluso cuando
fructifican, es la principal barrera al entendimiento de su diversidad y del rol que cumplen en
los ecosistemas. Es por ello que las técnicas utilizadas para “revelarlos” son de fundamental
importancia. Varios han sido los abordajes utilizados para el estudio de los hongos asociados al
material vegetal, pudiéndose clasificar éstos en tres tipos: los métodos directos, los indirectos

y los independientes de cultivo.

Los métodos directos son aquéllos que implican la observacion directa de los hongos en el
sustrato haciendo uso de lentes de aumento. Por lo general, el material vegetal es incubado
previamente en cdmaras himedas estériles para fomentar la esporulacién de los hongos (Krug,
2004). El inventario de especies se obtiene entonces por la identificacion de los cuerpos

fructiferos formados en el sustrato.

Los métodos indirectos implican el uso de medios de cultivo para estimular el crecimiento de
los hongos. El sustrato procesado de alguna forma se siembra en un medio de cultivo selectivo
para hongos. Luego de incubarse, se aislan los micelios que van surgiendo para su posterior
identificacion. En relacién al procesado del sustrato, se han utilizado varios protocolos en los
estudios de hongos del mantillo, como por ejemplo la siembra de hojas maceradas o la
siembra del agua utilizada para lavar las hojas (Paulus, 2004). Sin embargo, la técnica mas
utilizada es la de filtracidn de particulas, en la que las hojas son desmenuzadas y lavadas a
través de una serie de mallas en condiciones de esterilidad para luego sembrar una muestra
del particulado mas fino (Bills & Polishook, 1994). En cambio, el protocolo mas utilizado para el

aislamiento de hongos enddfitos es la siembra en cultivo de pequefios segmentos de material
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vegetal desinfectados superficialmente de manera de obtener solo aquellos hongos que logran

penetrar los tejidos internos (Cannon & Sutton, 2004).

Mas recientemente se han empezado a utilizar abordajes metagendmicos o incluso
metaprotedmicos para el estudio de los hongos asociados a los materiales vegetales
(Schneider et al., 2012; Voriskovd & Baldrian, 2012). Estas técnicas son independientes de
cultivo, lo que significa que en ningin momento se trabaja con aislamientos ni con las
estructuras reproductoras de los hongos. El material es procesado y analizado
molecularmente, existiendo distintas técnicas posibles. En particular, las técnicas de
secuenciaciéon de nueva generacién han permitido obtener resultados mas precisos sobre la
estructura comunitaria que otros procedimientos como el fingerprinting comunitario y la

secuenciacion de productos de PCR clonados (Voriskova & Baldrian, 2012).

Ahora bien, cuando se trata de tomar una fotografia fidedigna de la comunidad fungica, se
encuentra que todas estas técnicas tienen sus inconvenientes, y es que todas ellas imponen
algun tipo de filtro a la diversidad observable. Es asi que los métodos directos, a pesar de ser
menos costosos y menos laboriosos, no solo exigen un ojo entrenado para la identificacion
sino que subestiman la diversidad de las comunidades fungicas (Cannon, 1999; Cannon &
Sutton, 2004; Paulus, 2004). Esto se debe a que muchos hongos no son capaces de esporular
en esas condiciones y algunos forman cuerpos fructiferos efimeros (Fryar, 2002). Por su parte,
los métodos indirectos tienen como desventaja principal el sesgo que se produce a favor de las
especies de rapido crecimiento (Hudson, 1968; Cannon & Sutton, 2004). Estas impiden el
crecimiento de las especies lentas o sobrecrecen por encima de ellas imposibilitando su
aislamiento. Sumado a esto, algunos hongos no son capaces de crecer en medios artificiales,
mientras que si crecen micelios estériles cuya identificacién resulta dificultosa (Cannon &
Sutton, 2004; Kirk et al., 2004). Una gran ventaja de los métodos indirectos es la posibilidad de
aislar los hongos, lo que facilita la tarea de identificacion y permite su conservacién ex situ
para futuros estudios. Por ultimo, las técnicas independientes de cultivo no carecen de
inconvenientes. No solo tienen mayores costos sino que todavia no estd muy claro qué tan
fidedigna es la informacién cuantitativa sobre las abundancias relativas que brindan (Amend et
al., 2010). Por todo esto, varios autores recomiendan utilizar una combinacién de protocolos
para tener una idea mds completa de las comunidades fungicas presentes en el mantillo

(Frankland et al., 1990; Polishook et al., 1996; Cannon & Sutton, 2004; Paulus et al., 2006).

Por ultimo, algunos micdlogos resaltan la importancia de hacerse a la tarea de definir y

cuantificar con precisién los micro-hdabitats existentes dentro de los distintos ambientes, como
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una etapa inicial importante a la hora de disefiar un programa de muestreo (Cannon & Sutton,
2004). De hecho, hacen hincapié en que incluso los estudios limitados implican un trabajo
considerable y que su valor con fines comparativos puede ser incrementado en gran medida si
se siguen protocolos rigidamente definidos. Asi, invitan a considerar, entre otros parametros,
el origen de los materiales (raiz, tallo, hoja, filodios, peciolos, laminas, flores, frutos, semillas),
el estado del material (edad y estado de senescencia, fragmentacidn mecdanica o por agentes
bioldgicos, composicion quimica) y la ubicacion del material en el hdbitat (superficial,

enterrado, en el dosel arbéreo).

4.2. Herramientas existentes para el analisis de la diversidad

En la literatura se pueden encontrar cada vez mas herramientas que sirven para describir,
estimar y comparar la diversidad de comunidades observadas en el marco de una estrategia de
muestreo (McCune et al., 2002; Magurran, 2004; Chao et al., 2005; Jost, 2006; Chao & Jost,
2012; Colwell et al., 2012; Chao et al., 2014). Aunque todas estas herramientas fueron
pensadas originalmente para los macroorganismos, poco a poco van siendo incorporadas en
los estudios de la diversidad fungica, incluyendo algunos de los ultimos avances en la materia
(e.g. Hughes et al., 2001; Paulus et al., 2006; Unterseher et al., 2008). Se pretende aqui dar una
visién panoramica del andlisis de la diversidad, haciendo énfasis en algunas herramientas que
han sido o pueden ser potencialmente utilizadas en el estudio de la diversidad fungica de las

hojarascas.

Cualquiera de las herramientas que se describiran a continuacién lo primero que necesitan es
un inventario de especies con alguna medida de qué tan frecuente es cada una de ellas en la
comunidad. El peso de cada especie puede expresarse en términos de abundancias cuando se
cuentan individuos, o de incidencias cuando se cuenta el nimero de unidades de muestra en
las que aparece cada especie. El primer caso es mds comun para el estudio de la diversidad de
animales, mientras que el segundo es el de preferencia para el estudio de plantas, hongos y
otros microorganismos, donde los limites entre individuos no siempre son faciles de
determinar (Colwell et al., 2012). Por ello es que se prestara especial atencién a las

herramientas estadisticas desarrolladas para inventarios basados en incidencias.

Cuando se quiere describir la diversidad de una comunidad (diversidad a), quizas la forma mas
simple de hacerlo es expresando su riqueza. Sin embargo, este descriptor no tiene en cuenta la
frecuencia relativa de las especies y, por lo tanto, no incluye el componente de equidad que
también hace al concepto. Indices como el de Shannon y el de Simpson fueron creados con el

cometido de incluir ambos componentes: la riqueza y la equidad. Otros como el de Pielou o el
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de Berger-Parker pretenden en cambio representar en especial la equidad o, la otra cara de la

misma moneda, la dominancia (Moreno, 2001; Magurran, 2004).

No obstante, algunos autores han notado cdmo estos indices tan populares llevan a errores
de interpretacién, sobre todo al momento de hacer comparaciones, y han puesto el foco de
atenciéon en los ya existentes Nimeros de Hill (Hill, 1973; McCune et al., 2002; Jost, 2006).
Estos son un conjunto de descriptores de diversidad unificados en una ecuacién matematica.
Cada uno de ellos le otorga un peso distinto a las especies raras y a las dominantes. Esto
depende del orden de diversidad escogido, que no es otra cosa mas que un coeficiente “q” de
la ecuaciéon. Lo sorprendente de los Numeros de Hill es que los valores que se obtienen
resultan ser una transformacién de los indices antes mencionados. Asi, mientras la diversidad
de orden cero (Dy) es simplemente la riqueza, la diversidad de orden uno (D) resulta ser el
exponencial del indice de Shannon, la diversidad de orden dos (D,) es el inverso del indice de
Gini-Simpson y la diversidad cuando g tiende al infinito (D«) es el inverso del indice de Berger-
Parker. A diferencia de los viejos indices, todas estas diversidades (D,) siempre se expresan en
las mismas unidades: el “nimero efectivo de especies”. Esta unidad se puede interpretar como
el numero de especies equivalentes en sus frecuencias que conformarian una comunidad
igualmente diversa que la observada. El compartir unidades y su propiedad de duplicacion
hacen que los Niumeros de Hill sean mas intuitivos que los viejos indices de diversidad, por eso
son considerados “diversidades verdaderas” (Jost, 2006). Por lo tanto, los Numeros de Hill

parecerian sintetizar la descripcion de la diversidad alfa de forma conveniente.

Ahora bien, en grupos hiper-diversos como los hongos la diversidad de las comunidades suele
ser subestimada. Al ser conjuntos ricos en especies raras se hace practicamente imposible
poder registrarlas a todas. En estos casos, ni el mas voluminoso de todos los muestreos ha
logrado obtener inventarios completos. Esto ha sido demostrado para el muy particular y
laborioso estudio de Kirk (1981, 1982, 1984), que identificé 137 especies de hongos en 44
colecciones tomadas a lo largo de 12 afios, y a partir siempre de una misma hojarasca. En base
a este inventario, Cannon y Sutton (2004) realizaron una curva de acumulacién de especies
que dejé en evidencia un muestreo incompleto, estimando ellos que la riqueza real podria

ascender a 150.

Para evitar los esfuerzos de muestreo extenuantes es que se han desarrollado y perfeccionado
distintas formas de estimar la diversidad real a partir de la observada. En particular, la
estimacion de la riqueza real es la que ha concentrado mayores esfuerzos, siendo ademas la

mas afectada por el submuestreo en comparacion con el resto de los descriptores. Existen dos
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tipos de estimadores de la riqueza, paramétricos y no paramétricos. Los no paramétricos son
los que tienen mayor aceptacion, entre los que se encuentran Chao2, Jackknife2 e ICE para
muestreos basados en incidencias (Magurran, 2004). Cualquiera de estos estimadores utilizan

la riqueza observada y las proporciones de especies raras para obtener el valor estimado.

Otra forma de interpretar la diversidad nace de las curvas de acumulacién de especies. Estas
son graficos que representan cémo aumenta la riqueza cada vez que se agrega una unidad de
muestra. Permiten entonces hacerse idea de qué tan completo es un inventario, dado que la
curva tiende a asintotizarse a medida que el muestreo se hace suficiente. Con el paso del
tiempo se han perfeccionado estas curvas mediante rarefaccién y extrapolacién, por lo que se
puede estimar la riqueza para esfuerzos de muestreo menores y mayores al observado
(Colwell et al., 2012). También se han desarrollado, tanto para las curvas como para algunos
estimadores no paramétricos, intervalos de confianza que permiten hacer comparaciones

significativas entre distintas comunidades (Magurran, 2004; Colwell et al., 2012).

Con el objetivo de comparar comunidades (diversidad B) se han desarrollado varias
herramientas, destacandose los indices de complementariedad, de similitud y de distancias.
Algunos de los mas utilizados son los indices de similitud de Jaccard y de Sorensen, que solo
tienen en cuenta la composicién de especies de las comunidades. Estos han sido luego
modificados para incluir la informacidn cuantitativa de las abundancias o incidencias, siendo el
indice de Sorensen cuantitativo, o indice de Bray-Curtis, uno de los mds recomendados
(Magurran, 2004). Incluso se han disefiado estimadores para estos indices, denominados Chao-
Sorensen y Chao-Jaccard, que permiten compensar las especies compartidas no vistas (Chao et
al., 2005). Estos nuevos estimadores serian mas apropiados para evaluar la similitud entre

muestras de distintos tamarfios, asi como en situaciones de submuestreo.

Cuando se tiene un gran niumero de variables, como lo son las especies de las comunidades, el
analisis multivariado también puede ser de gran ayuda. Este comprende una serie de métodos,
algunos exploratorios y otros basados en hipdtesis, que analizan todas esas variables
simultdneamente, siempre y cuando éstas covarien en alguna medida. De ocurrir asi, estos
anadlisis resumen la informacién al reducir la complejidad de los datos, facilitando su
interpretacion (McCune et al., 2002; Ramette, 2007). Tanto en la micologia como en el resto
de las disciplinas microbioldgicas, los métodos exploratorios, como el andlisis de
conglomerados (Cluster analysis) y el analisis de componentes principales (Principal
Components analysis, PCA), son los mds utilizados (Ramette, 2007). Quedan pues muchas

herramientas del analisis multivariado que no han sido lo suficientemente aprovechadas y que
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resultan promisorias para el estudio de las comunidades microbianas, como ser el
escalamiento multidimensional (Multidimensional scaling, MDS), el analisis multivariado de la

varianza (MANOVA) y el analisis de similitud (ANOSIM), entre tantos otros.

5. EL GUAYABO BLANCO

Como ya se ha mencionado, existe en la actualidad gran preocupacién a nivel mundial por el
impacto de las actividades humanas en los ecosistemas naturales, existiendo evidencias que
reflejan cémo dichas actividades llevan a pérdidas o cambios en la biodiversidad (Sala et al.,
2000; Gessner et al., 2010). En particular el uso de la tierra con fines productivos es el principal
agente de cambio de la biodiversidad, provocando la extincion local de las plantas nativas y de
los organismos asociados, como los hongos, cuyo habitat se encuentra en parte determinado
por la composicion de las especies vegetales (Sala et al., 2000; Cannon & Sutton, 2004).
Teniendo en cuenta esto, resulta de interés tener un registro de las comunidades de hongos
asociadas a plantas nativas. En Uruguay ya se ha incursionado en el estudio de las
comunidades de endodfitos de varias especies nativas pertenecientes a la familia Myrtaceae
(Bettucci et al., 2004; Tiscornia, 2012; Tiscornia et al., 2012; Tiscornia & Bettucci, 2014). Sin
embargo, el estudio de la diversidad fungica asociada al mantillo de una especie de planta en

particular hasta ahora no ha sido abordado en el pais.

Las Myrtdceas son plantas lefiosas aromaticas que se distribuyen en areas tropicales y
subtropicales, y son particularmente diversas en Australia y América del Sur. Ademads, es la
familia que posee el mayor nimero de representantes lefiosos en la flora nativa del Uruguay,
contando con 31 especies y dos variedades (Jolochin, 2008). Desde el punto de vista
econdmico, es una familia de gran importancia por los productos maderables de Eucalyptus y
de Eugenia, y por la comercializacién de productos comestibles (frutos de Eugenia, Myriciaria,
Psidium y Syzygium) y aceites esenciales (Eucalyptus, Pimenta, Melaleuca y Syzygium)
(Jolochin, 2008). Sin embargo, Eucalyptus es el mas importante de todos los géneros de
Myrtaceas por su papel central en la industria forestal, y a eso se debe que gran parte de los
estudios de hongos asociados a Myrtaceas se hayan enfocado en este género, dejando en un
segundo plano los restantes 129 géneros de esta familia. De hecho, entre 1995 y 2003 se
describieron 180 nuevas especies fungicas asociadas a Eucalyptus, mientras que para las

restantes Mirtdceas solo se describieron 82 especies nuevas (Hyde et al., 2007).

Asi pues, para este trabajo se escogié el mantillo foliar de una Myrtacea nativa del Uruguay,
Eugenia uruguayensis Cambess., conocida vulgarmente como “guayabo blanco”, para la cual

ademas ya se han estudiado las comunidades asociadas de hongos enddfitos (Tiscornia, 2012;
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Tiscornia et al., 2012). El guayabo blanco es un arbol perennifolio pequefio, que puede
alcanzar de cinco a doce metros de altura, de copa densa y de corteza caduca, tipicamente
maculada. En este trabajo importan particularmente sus hojas, que son simples, pecioladas y
opuestas. De forma ovado-oblonga, con un dapice ligeramente acuminado. Miden 3 a 8
centimetros de largo y 1,2 a 3,7 centimetros de ancho, con un peciolo de no mas de un
centimetro de largo. Ademas, son coriaceas, glabras, discoloras y su venacién es pinnada,
camptédroma y broquidédroma, con la nervadura principal prominente abaxialmente y algo

hendida adaxialmente (Legrand, 1968; Brussa & Grela, 2007; Jolochin, 2008).

El guayabo blanco se distribuye naturalmente en Brasil, Paraguay, Uruguay y el noreste
argentino, creciendo en los montes riberefios. En Uruguay, es una de las especies de
Myrtaceas mas distribuidas, pudiendo encontrarse dos variantes: una se halla en la zona del
rio Uruguay en Salto y Paysandu, mientras que la otra, de hoja mds ancha, se encuentra en

todo el pais, y es la que interesa en este estudio (Legrand, 1968; Jolochin, 2008).
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OBIJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la diversidad de hongos asociados al mantillo foliar en etapas tempranas de

descomposicion del guayabo blanco (Eugenia uruguayensis), una Myrtaceae nativa.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar y comparar la comunidad de hongos utilizando dos abordajes: el método
directo y el indirecto.
Determinar el efecto de las variaciones del sustrato en la estructuracién de la
comunidad:

a. identificando y comparando las comunidades fungicas de [dmina y peciolo.

b. identificando y comparando las comunidades fungicas de hojas integras y de

hojas lesionadas.

Describir la diversidad de estas comunidades haciendo uso de nuevas herramientas
desarrolladas para el analisis de la diversidad.
Comparar las comunidades saprotroficas obtenidas con las comunidades endofiticas

de E. uruguayensis descriptas por Tiscornia et al. en 2012.
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MATERIALES Y METODOS

1. MUESTREO Y GENERACION DE INVENTARIOS

Para la obtencién de un inventario de especies lo mas representativo posible de la micoflora
saprotrofa del mantillo foliar temprano de E. uruguayensis se utilizaron dos estrategias de
relevamiento: el método directo basado en cdmaras humedas y el método indirecto basado en

el cultivo.

1.1. Muestreo

El muestreo se realizé en el parque natural Parador Tajes del departamento de Canelones. El
parador queda en la localidad de Los Cerrillos en el kildmetro 51 de la Ruta 47. Es un parque
riberefio muy frecuentado en los meses de verano, que se encuentra rodeado por un darea

agricola intensiva.

La recoleccién de hojas del mantillo de E. uruguayensis se realizé el 10 de abril de 2012, a
principios del otofio, en dos parcelas de cinco metros cuadrados cada una. Se recolectaron
hojas en estadios tempranos de descomposicién, es decir, hojas caidas que mantienen el color
verde con algun grado no muy extendido de clorosis. Las hojas se guardaron en bolsas bien
cerradas y fueron puestas en heladera a 5°C el mismo dia de la recoleccién para ser procesadas

al dia siguiente.

1.2. Procesamiento de las hojas

Las hojas se dividieron primeramente en dos grupos segun la integridad de sus margenes.
Aquellas que mantuvieron sus bordes intactos fueron incluidas en el grupo de hojas integras y
aquellas que mostraran a simple vista alguna sefial de haber sufrido herbivoria o estrés
mecdanico durante su vida se agruparon como lesionadas. Las roturas mecanicas provocadas

durante el transporte se diferenciaron facilmente por la ausencia de tejido cicatricial.

Ambos grupos se lavaron con agua y detergente. Luego, se cortaron los peciolos en
segmentos de 5 mm de manera de quedarse con los segmentos mds mediales, descartdndose
los segmentos distales. Con una perforadora de oficina se cortaron las laminas en discos de
6mm de didmetro. Todos los segmentos de peciolo fueron agrupados indistintamente del
grupo de origen, mientras que los discos de ldmina se clasificaron en laminas integras y
[dminas lesionadas segun la integridad de sus hojas de origen. El resto del material foliar se

utilizé para las cdmaras humedas, distinguiéndose también entre hojas integras y lesionadas.
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Sumado al lavado inicial con agua y detergente, el material foliar ya procesado —segmentos de
peciolo, discos de lamina y hojas — fue sometido a una desinfeccidn superficial con el fin de
evitar el crecimiento de la microflora epifita y el desarrollo de las esporas de resistencia
latentes que alli se hubieren depositado. Asi, se sometié a cada conjunto a una primera
inmersion de un minuto en etanol 80% v/v, una segunda inmersion de dos minutos en
hipoclorito de sodio 0,4% v/v y finalmente a tres lavados con agua destilada estéril. Antes de

incubar el material, este fue secado con papel de filtro estéril.

Para comprobar la efectividad de la desinfeccion superficial, se realizaron impresiones del
material vegetal en placas de Petri con Agar Extracto de Malta al 2% con Cloranfenicol (MEA-
CL) (ver Anexo 1). Luego esas placas fueron incubadas esperando no encontrar crecimiento

alguno.

1.3. Relevamiento de hongos por el método indirecto

Se incubaron en MEA-CL un total de 183 segmentos de hoja. De estos, 83 correspondieron a
segmentos de peciolo y 100 a discos de lamina (Figura 1). A su vez, de los 100 discos de lamina,
65 correspondieron a laminas integras y 35 a laminas con lesién. Las diferencias en el nimero
de segmentos por categoria se deben por un lado a la imposibilidad de recolectar el nimero
necesario de hojas y, por el otro, a que algunos segmentos terminan siendo descartados
cuando se generan dudas sobre su correcta desinfeccidon superficial. Lo primero puede
explicarse por el hecho de que las hojas recientemente caidas son una fraccion menor del
grueso de hojas muertas del mantillo, impidiendo que se pudiera recolectar material de sobra.
Ademas, dado que son las hojas las que representan unidades independientes de muestreo,
tomar mas de un segmento de algunas introduciria pseudo-réplicas en la muestra total, algo
que ha sido desaconsejado (McCune et al., 2002). El segmento resulta ser entonces la unidad

muestral de este estudio.

Las placas inoculadas con los segmentos, asi como las placas del control de desinfeccién
superficial, fueron incubadas en estufa a 25°C con alternancia de luz-oscuridad, dado que la luz
negra induce la esporulacién de algunos hongos. Durante una semana se siguio el crecimiento
de los micelios, aislando los hongos en agar Extracto de malta al 2% (MEA). Luego de
determinarse los morfotipos, sus aislamientos correspondientes fueron conservados en tubos
con pico de flauta y guardados en heladera a 5°C. Finalmente, una vez identificados, fueron
conservados por inmersidn en agua destilada estéril a temperatura ambiente (Nakasone et al.,

2004).
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Figura 1. Segmentos de peciolo y discos de lamina sembrados en MEA-Cloranfenicol.

Figura 2. Camaras humedas luego de ser analizadas.

1.4. Relevamiento de hongos por el método directo

Cada una de las hojas a partir de las cuales se tomé un segmento de peciolo y un disco de
[dmina fueron utilizadas luego para identificar los hongos por el método directo, basado en la
incubacién previa en cdmaras himedas. Estas se construyeron utilizando placas de Petri de
vidrio con un papel de filtro dentro, que distribuyera homogéneamente la humedad dada por
el agregado de 1 mL de agua destilada, encontrandose todos estos materiales en condiciones

de esterilidad (Krug, 2004).

Asi, 38 hojas superficialmente desinfectadas se incubaron de a pares en camaras hiumedas a
temperatura ambiente, estableciéndose dos grupos: 20 hojas integras incubadas en 10
camaras, y 18 hojas con lesiones incubadas en nueve cdmaras. Luego de un mes comenzaron
a revisarse una por una las camaras. En este caso, los hongos no fueron aislados, sino que se
observaron directamente los cuerpos fructiferos en el sustrato, teniéndose en cuenta toda la
superficie tanto adaxial como abaxial de ambas hojas. La unidad muestral en este caso es el

par de hojas de una camara humeda (Figura 2), dado que no se pudo descartar el intercambio

26



de hongos entre ellas, ya sea por la dispersidon de las esporas dentro de la cdmara o por los

micelios que recorrieron el papel de filtro de una hoja a la otra.

1.5. Identificacion de los hongos

Los hongos de las camaras humedas se identificaron en base a sus caracteristicas
micromorfoldgicas. Se observaron con lupa estereoscépica y con microscopio éptico de campo
claro. Los preparados se realizaron por el método de montaje himedo o por el método de
montaje con cinta adhesiva, y fueron fijados y tefiidos con lactofenol - azul de algoddn (Li,

2013).

Los aislamientos obtenidos por el método indirecto también se identificaron de esta forma,
aunque se pudo contar ademas con las caracteristicas macroscépicas de los cultivos. Cuando
fue necesario se utilizaron otros medios de cultivo que favorecieran la esporulacion de los
hongos. Estos fueron el agar Papa Dextrosa (PDA), el agar Papa Zanahoria (PCA), el agar Hojas

de Clavel (CLA) y el agar Nutriente Sintético (SNA) (ver Anexo I).

Ahora bien, cuando estos aislamientos no pudieron ser identificados morfolégicamente se
recurrid a la identificacion molecular. Para ello, se extrajo el ADN fungico por el procedimiento
de Lee & Taylor (1990). Luego se amplificé por PCR la regién ITS, que es usada como “cédigo
de barras” para los hongos (Schoch et al., 2012). Se utilizaron los primers ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) especificos para
hongos (White et al., 1990), por lo que el amplicén, de unas 600 pb, comprende no solo los dos
espaciadores internos transcriptos itsl e its2 sino también el gen del rRNA 5.8S. El programa
de amplificacion empleado consistid en un ciclo a 94°C por dos minutos, 35 ciclos a 94°C por
un minuto, 42°C un minuto y medio y 72°C un minuto y medio, y un ciclo final de extension de
72°C por cinco minutos. Luego de confirmar la amplificacion por electroforesis en gel de
agarosa al 1%, los productos de PCR fueron enviados a MACROGEN, en Sell, para ser
secuenciados. Las secuencias luego se compararon contra el banco de datos del GenBANK
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), mediante la herramienta de alineamiento de secuencias BLAST
(Altschul et al., 1990). De esta forma se pudo asignar la especie, o tan solo el género, segun el

grado de homologia.

1.6. Analisis filogenéticos

Con el fin de alcanzar el nivel de especie en la identificacién, se realizaron andlisis
filogenéticos a partir de las secuencias ITS de los aislamientos pertenecientes al género

Diaporthe por un lado, y de los aislamientos pertenecientes a géneros de tipo Coniothyrium
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por el otro. Para ello, se incluyeron secuencias utilizadas en trabajos que se dedicaron
especialmente a redefinir las especies de estos conjuntos (Gomes et al., 2013; Verkley et al.,
2014). Sin embargo, no todas las especies representadas por estos autores fueron incluidas ya
gue en pruebas iniciales se pudieron descartar ciertos clados por su clara lejania respecto de
los aislamientos problema. A su vez se sobre-representaron, en nimero de secuencias, las
especies que parecieron formar nodos con los aislamientos problema para poner a prueba la
robustez de dichos nodos. Como grupos externos se eligieron especies pertenecientes a
familias hermanas de los géneros estudiados. Asi, para el arbol de Diaporthe se utiliz6 como
grupo externo a Valsa ceratosperma y Leucostoma niveum, ambas de la familia Valsaceae, y
para el arbol de los géneros tipo Coniothyrium, se eligi6 a Heterospora chenopodii y

Heterospora dimorphospora, de la familia Leptosphaeriaceae.

En el arbol de Diaporthe se incluyeron ademas las secuencias de los aislamientos endoéfitos de
dicho género asociados también al guayabo blanco, con el fin de evaluar su permanencia como
saprotrofos en el mantillo. Estos endéfitos se encontraron en un trabajo previo realizado

también en el parador Tajes por Tiscornia et al. en 2012.

Las secuencias se alinearon usando la herramienta CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) y los
arboles filogenéticos se construyeron por maxima parsimonia, usando diez réplicas de adicion
aleatoria. La robustez de los nodos fue analizada por el método de Bootstrap con 500 réplicas
(Felsenstein, 1985). El software MEGA 6.0 fue la plataforma sobre la cual se realizaron estos

analisis (Tamura et al., 2013).

2. ANALISIS DE LA DIVERSIDAD
2.1. Construccion de las matrices de datos

Como ya fue mencionado, se registré la presencia de las especies en cada unidad muestral, ya
sea ésta un segmento de hoja o una cdmara humeda con un par de hojas. En base a esta
informacidn, se construyeron matrices de presencia-ausencia con el listado de especies
formando filas y las unidades muestrales formando columnas, existiendo tantas matrices
posibles como categorias definidas previamente (para el método indirecto: peciolo, lamina,
[dmina integra, lamina lesionada; para el método directo: hoja integra y hoja lesionada). A
estas matrices se les llamara “matrices de presencia-ausencia”. Cuando se suman las
apariciones (incidencias) que tuvo cada especie en una categoria, se obtienen las frecuencias
de incidencia. De esta forma, las matrices resumidas en términos de frecuencias de incidencia

representan los inventarios obtenidos para cada comunidad y se denominaran “matrices de
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frecuencias”. Por dltimo, al conjunto de unidades muestrales de una categoria se le
denominard “muestra de referencia”. En las tablas se presentaran las frecuencias de incidencia

en porcentaje dados los distintos tamafios de las muestras de referencia.

2.2. Determinacion de la suficiencia de los muestreos

La suficiencia del muestreo para cada una de las categorias definidas para ambas técnicas se
determind siguiendo el criterio de Anne Chao (Colwell, 2013), segun el cual la proporcién de
especies que aparecen una vez (i.e. Unicos) respecto del total de apariciones por categoria

debe ser menor al 50%.

2.3. Descripcion de las distribuciones de frecuencias relativas de incidencia

Se entiende por frecuencias relativas de incidencia al porcentaje del cociente de las
frecuencias de incidencia sobre el total de apariciones en una categoria. A partir de estos datos
por especie y por categoria se construyeron los gréficos de Whittaker de distribucion de
abundancias relativas, aqui llamados de distribucién de frecuencias relativas de incidencia,
para tener una visién grafica de la cantidad de especies raras y de especies dominantes
presentes en cada comunidad. Para comparar las distribuciones de conjuntos distintos, se
aplicé el test de Kolmogorov-Smirnov para dos muestras, donde la hipdtesis nula es que ambos
conjuntos tienen la misma distribucidon. Se consideraron significativamente distintas las
distribuciones cuando P<0,05. Luego, se evalud el ajuste de estas distribuciones a los modelos
disponibles en el software PAST (Hammer et al., 2001), para ver cual explica mejor los datos
observados. Los modelos son la serie geométrica, la serie log, la vara quebrada y el log-normal.
PAST evalta la bondad de ajuste a cada modelo por el test de x°, aceptandose el ajuste al
modelo si P>0,05. Lo ideal es que P adopte el valor mas alto posible y, de hecho, en base a ello
es que se discierne qué modelo se ajusta mds, dado que varios suelen sobrepasar en alguna

medida la barrera del 0,05 (Magurran, 2004).

2.4. Descripcion de la diversidad

La diversidad de las distintas comunidades se describe haciendo uso de los Numeros de Hill

definidos para datos de incidencias de la siguiente forma:

1
S0 e
D, = ZS—L q=0,q%1,
j=1T

i=1

donde S es el niumero de especies presentes en la comunidad, g es el coeficiente que

determina el orden de diversidad y 1 es la probabilidad de aparicién del taxén i (Chao et al.,,
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2014). Cuanto mayor es el orden de diversidad g, mas peso se le otorga a las especies
dominantes y menos peso a las especies raras. Ademas, disminuyen los efectos del
submuestreo. Como ya se explicé en la introduccion, D, se expresa en términos del “nimero

efectivo de especies” (Jost, 2006).

También se representd la diversidad mediante “perfiles de diversidad”, una forma gréfica de
ver los Niumeros de Hill, donde se observa cémo varia D, en funcién de q. Los perfiles de
diversidad permiten hacerse una idea de la equidad de las comunidades, dado que una caida
pronunciada de D, refleja un alto grado de dominancia. Ademas, se considera que la diversidad
de dos comunidades es comparable si sus perfiles de diversidad no se cruzan (McCune et al.,

2002; Leinster & Cobbold, 2012).

La equidad de cada comunidad también se calculd en base a los Numeros de Hill, mediante el

indice de equidad de Hill (E’) (Hill, 1973; Moreno, 2001):

pro e

Dy
donde D, y D, son las diversidades de orden uno y dos respectivamente. Tanto los NUmeros de
Hill como los perfiles de diversidad se obtuvieron a partir de las matrices de frecuencias,

haciendo uso del software PAST (Hammer et al., 2001).

2.5. Estimacion de la diversidad

La riqueza (Do) fue estimada utilizando los estimadores no paramétricos Chao2, Jackknife2 y el
estimador de cobertura basado en incidencias (ICE), todos ellos especificos para conjuntos de
datos basados en incidencias. Estos estimadores se basan en las frecuencias de incidencia de
las especies raras para la estimacion. Asi pues, Chao2 y Jackknife2 tienen en cuenta el nimero
de especies que aparecen en una sola unidad de muestra (nimero de Unicos) y las que
aparecen en dos unidades muestrales (nimero de duplicados). En cambio, el limite de las
especies raras para ICE es arbitrario, recomendandose fijar la cota superior en las especies que
aparecen en diez unidades muestrales (Magurran, 2004). En este trabajo, debido al tamario
desigual de las muestras de referencia correspondientes a distintas categorias, se prefirid
tomar como cota superior de especies raras a aquellas especies que aparecieran en el 10% de
las unidades de la muestra de referencia. En el caso de las categorias de camara himeda, ICE

no fue usado por las pocas unidades de muestra analizadas.

Las estimaciones se obtuvieron con el software EstimateS 9.1.0 (Colwell, 2013), en base a las

matrices de presencia-ausencia. En el caso del estimador Chao2, el programa utiliza una
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version corregida para sesgos, aunque se utilizd la versién clasica en las ocasiones en las que el
software asi lo recomienda. A su vez, con EstimateS se realizaron curvas de rarefaccidn para
los estimadores, lo que permite interpretar si llegan a estabilizarse o no para el tamafio
analizado de cada muestra de referencia, computandose 1000 aleatorizaciones para el alisado
de las curvas. Se considera que una estimacién de la riqueza es confiable solo si llega a
estabilizarse; de lo contrario la estimacién no es considerada informativa (Unterseher et al.,
2013). También se realizaron curvas de acumulacién para las diversidades D, y D, con el fin de

visualizar si logran asintotizarse o no.

Con el software iNEXT 1.0 (Hsieh et al., 2013) se realizaron curvas de acumulacién de la
riqueza que integran la rarefaccién y la extrapolacidn, basada esta ultima en la versidn clasica
del estimador Chao2 (Colwell et al., 2012). El programa también provee una medida de la
cobertura del muestreo, denominada completitud, que representa la probabilidad de no
encontrar una especie nueva al agregarse una unidad de muestra (Chao & Jost, 2012). Se
representa graficamente la relacidn entre la completitud y el esfuerzo de muestreo, asi como
la rigueza en funcién de la completitud. Para todas estas curvas se incluyen intervalos del 95%
de confianza, obtenidos usando 160 réplicas de bootstrap. Esto permite comparar la riqueza
de distintas comunidades ya que el no solapamiento de los intervalos de confianza a la altura
de la muestra de referencia, y mas alld, se interpreta como una diferencia significativa en la
riqueza de ambas comunidades. Sin embargo, esta forma de inferir la significacion estadistica
ha sido considerada demasiado conservadora por si misma, y mas aun si los tamafios de las
muestras de referencia son pequefios o si se extrapola demasiado. Por ello, tal y como se
recomienda, no se extrapold mas alla del doble del tamafio de cada muestra de referencia

(Colwell et al., 2012).

El grado de solapamiento de los intervalos de confianza fue evaluado preferencialmente en
las curvas de la riqueza en funcidn de la completitud y no en las curvas de la riqueza en funcién
del esfuerzo de muestreo. Esto se debe a que las diferencias en los requerimientos de
muestreo de comunidades distintas hace que las comparaciones a un mismo numero de
unidades de muestra no sean apropiadas, mientras que las comparaciones a un mismo nivel de

cobertura si lo serian (Chao & Jost, 2012).

2.6. Comparacion de las comunidades

Hasta aqui las comparaciones entre las distintas comunidades estudiadas han tenido en
cuenta caracteristicas meramente cuantitativas, como la distribucion de incidencias y el

numero total de especies. Sin embargo, para conocer qué tan similares o distintas son dos
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comunidades es necesario tener en cuenta su composicion de especies, es decir, sus
caracteristicas cualitativas. Para ello, en este trabajo se hizo uso de indices de similitud, de

estimadores de la similitud y de andlisis multivariados.

Para comparar las comunidades de las categorias definidas a priori se utilizé uno de los indices
de similitud mds populares, el indice clasico de Sorensen, que tiene en cuenta el nimero de

especies compartidas:

. 20
Indice clasico de Sorensen = ———
A+ B

donde “A” es el nimero de especies presentes en la primera comunidad, “B” el nimero de

especies de la segunda comunidad y “C” el nUmero de especies compartidas (Magurran, 2004).

Sin embargo, dado que este indice de similitud desecha la informacién relativa a las
frecuencias de incidencia y, por lo tanto, no tiene en cuenta el peso que cada especie tiene en
las comunidades, se incluyé otro indice que compensa estas falencias, el indice de Chao-
Sorensen (Chao et al., 2005). Este ultimo es una adaptacion del indice clasico que no solo
incluye la informacién cuantitativa, sino que ademas estima las especies compartidas no vistas,
compensando asi los efectos del submuestreo. A pesar de esto, en las comparaciones entre
comunidades obtenidas por los métodos directo e indirecto se usé solamente el indice clasico,
dadas las enormes diferencias en las estrategias utilizadas. Ambos indices fueron aplicados a

las matrices de frecuencias de incidencia.

Para tener otro enfoque sobre las diferencias entre las comunidades se hizo uso del analisis de
similitudes (ANOSIM) y el analisis de porcentajes de similitud (SIMPER), disponibles en el

software PAST (Hammer et al., 2001), sobre las matrices de presencia-ausencia.

ANOSIM es un método no paramétrico que sirve para determinar si hay diferencias
significativas entre dos o mds categorias definidas a priori, como sucede en este trabajo. Para
ello, el método aplica algin indice de similitud a todas las muestras (réplicas) de todas las
categorias, construyendo una matriz de disimilitudes. Luego evalua si las disimilitudes entre
réplicas de distintas categorias son mayores en promedio que las disimilitudes dentro de las
mismas, obteniéndose un estadistico R. Este adquiere el valor de 1 cuando la disimilitud entre
categorias es total y vale 0 cuando no hay diferencias. Para saber qué tan significativas son las
diferencias observadas, se asignan las réplicas de forma aleatoria a distintos grupos unas
10000 veces y se calcula R para cada una de las permutaciones. Asi, el R original se compara

con la distribucidn aleatoria para saber si existe una diferencia significativa. El poder de
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ANOSIM aumenta con el nimero de réplicas por categoria, aunque muchas réplicas pueden

resultar en valores de R bajos (Clarke & Warwick, 2001).

En el caso de las comunidades de cdmara himeda se utilizé la matriz de presencia/ausencia
original. Sin embargo, para las comunidades de cultivo se hizo uso de una matriz condensada,
dada la poca informacién que provee cada segmento. La nueva matriz se construyé agrupando
cinco unidades muestrales de forma aleatoria para cada categoria, manteniendo Ia
informacién en términos de presencia/ausencia. Entre los indices de similitud disponibles en
PAST, el escogido fue el indice de Bray-Curtis, muy recomendado entre otras cosas porque no
considera que dos comunidades sean mas similares por sus ausencias compartidas. Ademas,
aunque sea un indice disefado para datos de abundancias, varios autores lo usan también
para datos de presencia-ausencia. Por ultimo, el nivel de significacion se obtuvo por el método

secuencial de Bonferroni, tal y como recomienda el programa PAST.

Para saber qué especies contribuyeron mas a las diferencias entre las comunidades
corroboradas como distintas por ANOSIM, se aplicd el andlisis SIMPER, haciendo uso del indice

de similitud de Bray-Curtis (Clarke & Warwick, 2001).

Finalmente, para la comparacién entre las comunidades saprotréficas aqui estudiadas y las
comunidades enddfitas descritas por Tiscornia et al. (2012) se utilizé también el criterio
aplicado por Osono en 2006. Este autor calcula la proporcién relativa de endéfitos en la

comunidad descomponedora de la siguiente manera:

Y x de endofitos en la comunidad descomponedora

Proporcion relativa (%) = —— - — -
o) ; - ;
Y x de todos los hongos de la comunidad descomponedora

donde x es la frecuencia de incidencia.
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RESULTADOS

Se analizé la comunidad de hongos asociados al mantillo foliar del guayabo blanco en etapas
iniciales de descomposicidn utilizando dos metodologias, una indirecta basada en el cultivo y
otra directa basada en la incubacién en cdmaras humedas. A continuacién, los resultados

pasan a explicarse separadamente para cada una de las estrategias utilizadas.

1. COMUNIDADES OBTENIDAS POR EL METODO INDIRECTO
1.1. Identificacion de los hongos

Para el total de 183 segmentos de ldmina y peciolo se obtuvo un inventario de 52 taxones que
puede apreciarse en la Tabla 1, donde se incluyen las frecuencias de incidencia en porcentaje
para cada drgano foliar y nivel de integridad. Todos estos hongos fueron miembros de
Ascomycota, con la unica excepcién de un Oomycete perteneciente a la familia
Peronosporaceae. Ademas, se podria asegurar que todos ellos habrian logrado penetrar de
alguna forma los tejidos internos ya que no hubo crecimiento alguno en los controles de
desinfeccién superficial. Las matrices originales de presencia-ausencia pueden encontrarse en
el Anexo II. Asimismo, en el Anexo lll se detallan algunas caracteristicas de la mayoria de estos
hongos en relacion a su distribucidon, preferencia de sustrato, fitopatogenicidad y clasificacion.
También se adjunta en dicho Anexo material fotografico original de los cultivos y, para algunos

hongos, micrografias originales de sus estructuras reproductoras caracteristicas.

En relacién a su identificacion, 25 de los hongos encontrados fueron identificados en base a
sus caracteristicas morfoldgicas, 20 mediante técnicas moleculares (ver Anexo V) y los siete
restantes fueron clasificados como micelios estériles, dos hialinos y cinco oscuros. Estos
ultimos no desarrollaron estructuras reproductivas que permitieran la identificacion
morfoldgica, ni tampoco pudieron ser identificados molecularmente. Entre los que si fueron
clasificados formalmente, a 32 de ellos se les pudo asignar una especie, a nueve tan solo el

género, a tres la familia y a uno la clase.

Para los aislamientos de los géneros tipo Coniothyrium se intentd llegar a nivel de especie con
un criterio filogenético. En base al arbol de maxima parsimonia de la Figura 3 se pudo
identificar dos aislamientos como Paraconiothyrium fungicola, uno como Paraconiothyrium
archidendri, otro como Microsphaeropsis arundinis y, finalmente, un aislamiento quedd
hermanado a las especies del género Dendrothyrium con un apoyo de bootstrap total, por lo

que fue identificado como Dendrothyrium sp..
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Tabla 1. Inventario de hongos saprétrofos obtenido por el método indirecto

Frecuencia de incidencia (%) **

Taxones
P L LI LL
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 6,0 3 15 57
Aureobasidivm pullulans (de Bary & Léwenthal) G. Arnaud 12
Bantalinia robillardoides Tassi 1 29
Beltrania rhombica Penz 24
Eeltraniella portoricensiz (F. Stevens) Piroz & S.D. Patil 24
Beltraniella sp. 1* Subram. 2 31
Eeifraniella sp. 2* Subram. 8 4 6 143
Calonectria insularis C.L. Schoch & Crous 3.6 7 6,2 8.6
Cladospaorium cladosporioides (Fresen.) G.A deVries 36 2 31
Coleophoma crateriformis (Durieu & Mont.) Hahn. g 6,2 114
Coleophoma empetri (Rostr.) Petr. 12 7 9z 24
Colletotrichum dematium (Pers.) Grove 2 31
Coniella castaneicala (Ellis & Everh.) B. Sutton 24 2 57
Cylindrocladiella elegans® Crous & M.J. Wingf. 1,2
Dendrathyrium sp.* Verkley & Stielow 12
Diaporthe foeniculacea™ Miessl g 92 8.6
Diaporthe infecunda® R.R. Gomes, C. Glienke & Crous 12
Diaporthe oxe* R.R. Gomes, C. Glienke & Crous 24
Digporthre sp. 1 Mitschke® 24
Diaporthe sp. 2 MNitschke* 2 1 24
Diaporthe terebinthifolii® R.R. Gomes, C. Glienke & Crous g 2 57
Epicoccuim nigrum Link 4 2 31
Fugarium diamini Marasas, P.E. Melson & Toussoun 12
Fusariur incarnatum (Desm.) Sacc. 13,3
Fusarium oxysporum Schitdl. 12
Fusariur sambucinum Fuckel 10,8
Fusarium tricincturm (Corda) Sacc. 12
Leplostroma sp.* Fr. 1 28
Microsphaeropsi ndinis* (3. Ahmad) B. Sutton 12
Paraconiothyrivim archidendr® Verkley & Stielow 72 1 28
Paraconiothyrium fungicola* Verkley & Wicklow 12 1 15
FPegtalotiopsiz guepinii (Desm.) Steyaert 24 15 16,9 14,3
Fhialemonium sp. W. Gams & McGinnis 12
Phoma sp. Sacc. 20,5
Phyliosticta eucalyptorum Crous, M.J. Wingf, F.A Ferreira & Alfenas 12
Seimatosporium dilophosporum (Cooke) B. Sutton 2 31
Sphaeropsiz sapinea™ (Fr.) Dyko & B. Suttan 3.6
Stemphylivm botryosum Sacc. 12
Trichoderma reesel E.G. Simmons 12
Xylaria sp. Hill ex Schrank 3 KN 24
Zetiasplozina acaciae™ Crous 12
Especie perteneciente a Peronospaoraceas® de Bary 1 15
Especie pereneciente a Phacidiaceae® Fr. 2 57
Especie perteneciente a Phasosphaeriaceae™ ME. Barr 1.2
Especie pereneciente a Sordariomycetes® O.E. Erikss. & Winka 12
Micelio estéril hialing 1 24
Wicelic esteril hialina 2 24 1 15
Wicelio estéril oscuro 1 2 3.1
Micelic estéril oscura 2 1.2
Wicelio estéril oscuro 3 1 29
Micelio estéril oscura 4 1.2
Wicelio estéril oscuro & 2.4
Himero de segmentos analizados a3 100 65 35

* Taxones identificados por métodos moleculares.

** p_peciolo: L. ldAmina: LI. ldmina integra: LL. ldAmina lesionada.
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Figura 3. Arbol mas parsimonioso para los géneros tipo Coniothyrium inferido por maxima
parsimonia. Analisis de 42 secuencias ITS (209 sitios informativos) que incluyen cinco aislamientos de
este trabajo (cuadrados rojos), 35 representantes de los géneros tipo Coniothyrium y dos especies del
género Heterospora como grupo externo. Se muestran los nodos con apoyo de bootstrap mayor al
50%. Arbol de 582 pasos de longitud, con un indice de consistencia de 0,63 y un indice de retencién
de 0,84.
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Figura 4. Arbol mas parsimonioso para el género Diaporthe inferido por maxima parsimonia.
Analisis de 86 secuencias ITS (147 sitios informativos) que incluyen seis aislamientos de este trabajo
(cuadrados azules), siete aislamientos encontrados como enddfitos por Tiscornia et al. (2012)
(circulos verdes), 71 representantes del género Diaporthe estudiados por Gomes et al. (2013) y dos
especies de la familia Valsaceae como grupo externo. Se muestran los nodos con apoyo de bootstrap

mayor al 40%. Arbol de 883 pasos de longitud, con un indice de consistencia de 0,32 y un indice de
retencion de 0,67.

-
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Figura 4. (Continuacién)

Para los aislamientos del género Diaporthe se siguio la misma estrategia, pero en este caso se
incluyeron las secuencias de los Diaporthe endodfitos del guayabo blanco encontrados
previamente por Tiscornia et al. (2012). El arbol filogenético (Figura 4) permitié asignar los 13

aislamientos enddfitos y saprétrofos a ocho especies de Diaporthe. Entre los casos donde la
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asignacion de especie fue clara se encuentran: dos aislamientos enddfitos y uno saprétrofo
gue quedaron comprendidos dentro del clado de D. infecunda; dos endéfitos agrupados
dentro de D. endophytica; un endoéfito dentro de D. oxe; un aislamiento saprétrofo dentro de
D. foeniculacea; y un endéfito que se agrupd con una especie no definida formalmente por
Gomes et al. (2013). Luego, en otros casos la definicion fue mas arriesgada: un aislamiento
saprotrofo queddé hermanado al clado de D. oxe y fue clasificado como tal al quedar por fuera
las especies encontradas como hermanas al clado por Gomes et al. (2013); un saprétrofo
identificado como D. terebinthifolii que se agrupd a dicho clado con bajo apoyo de bootstrap
pero que tuvo una homologia del 100%, segun el alineamiento por BLAST, con la secuencia de
la cepa tipo (Anexo IV). Finalmente, para algunos aislamientos no se alcanzé el nivel de
especie: tal es el caso de un saprétrofo que quedd formando parte de una politomia de varias
especies, al que se le denomind Diaporthe sp.1; y dos aislamientos, uno saprétrofo y uno

enddfito, que quedaron agrupados en solitario y fueron llamados Diaporthe sp. 2.

1.2. Caracteristicas de las comunidades obtenidas

Para analizar la estructura comunitaria y las preferencias por sustrato de los hongos en
relacion a las distintas categorias definidas —peciolo, |dmina, ldmina integra y ldmina
lesionada— se procedié primero a determinar si dichas categorias definidas a priori
sustentaban realmente comunidades diferentes. Para ello se realizé el andlisis de similitudes
(ANOSIM), especialmente disefiado para determinar la pertinencia de las categorias definidas
a priori. Este reveld que las comunidades flungicas de peciolo y de ldmina fueron
significativamente distintas (R = 0,66, p = 0,0001), aunque la magnitud de las diferencias no
resultd ser muy alta. Por otro lado, dejé en evidencia que las diferencias entre las
comunidades de lamina integra y de lamina lesionada no fueron significativas (R = 0,12, p =
0,1284). Estos resultados son ademas congruentes con los obtenidos por el estimador de
similitud de Chao-Sorensen (Tabla 2), segun el cual las comunidades de lamina integra y ldamina
lesionada resultaron ser realmente muy similares, mientras que las comunidades de lamina y
peciolo solo fueron medianamente similares. En cambio, el indice cldsico de Sorensen, que no
es un estimador y que solo tiene en cuenta la informacién cualitativa de las comunidades,
mostré niveles de similitud sustancialmente menores para todos los casos (Tabla 2). Por todo
esto, en lo que refiere a las comunidades obtenidas por el método indirecto, se hara énfasis en

el andlisis de las comunidades de lamina y de peciolo.

Asi pues, para los 83 segmentos de peciolo hubo un total de 39 taxones con 116 apariciones.

Solo cuatro de ellos aparecieron en mds del 10% de los segmentos. Estos fueron Diaporthe
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terebinthifolii, Phoma sp., Fusarium incarnatum y Fusarium sambucinum, en orden decreciente
de frecuencia de aparicidn. En el otro extremo, 10 taxones aparecieron en solo dos segmentos
(duplicados), mientras que 20 aparecieron una sola vez (Unicos). Luego, para el conjunto de los
100 segmentos de lamina hubo 87 apariciones y 25 taxones. Solo Pestalotiopsis guepinii
sobrepasé la barrera del 10% de segmentos colonizados. En este caso se observaron nueve
duplicados y ocho Unicos. Cabe destacar que ninguna especie tuvo una frecuencia de aparicién
de mas del 23% para cualquiera de los dos conjuntos. Finalmente, las especies que
contribuyeron en mas de un 5% a las diferencias entre las comunidades de lamina y peciolo
segun el andlisis multivariado SIMPER fueron Phoma sp., Pestalotiopsis guepinii, Diaporthe

terebinthifolliy Fusarium incarnatum, en orden de importancia (ver Tabla V.1 del Anexo V).

Tabla 2. Similitud entre distintas categorias

c 6n d ¢ - indice clasico Estimador de
omparacién de categorias °
de Sorensen Chao-Sorensen

Definidas para el método indirecto
entre saprotrofos

Lvys. P 0,38 0,50
Llws. LL 0,49 0,78
entre endaofitos **
ELvs. EP 0,44 0,62
entre endaofitos y saprotrofos **

Tws. ET 0,14 0,12
Lwvs. EL 0,11 0,08
Pvs, EP 0,12 0,07

Definidas para el método directo
HI vs. HL 0,52 0,77

* L, lamina; P, peciolo; LI, lamina integra; LL, lamina lesionada; T, ldmina y peciolo;
EL, ldmina para enddfitos; EP, peciolo para enddfitos; ET, lamina y peciolo para
enddfitos; HI, hoja integra; HL, hoja lesionada.

** Las comunidades endofitas fueron descritas por Tiscornia et al. (2012).

1.3. Analisis de la diversidad

1.3.1. Distribuciones de frecuencias relativas de incidencia

La predominancia de las especies raras tanto en la comunidad de lamina como en la de
peciolo se hace evidente en el grafico de Whittaker de la Figura 5, donde se representa la
distribucidn de las frecuencias relativas de incidencia para ambos conjuntos. Segun el test de
Kolmogorov-Smirnov, ambas distribuciones fueron significativamente distintas (P<0,05). Sin
embargo, en ambos casos las distribuciones se ajustaron al modelo de serie logaritmica mas
que a cualquier otro modelo (Peciolo: P = 0,66; Ldmina: P = 0,99). Finalmente, y en

concordancia con el aparatado anterior, las distribuciones de frecuencias relativas de
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incidencia de las comunidades de Ildmina integra y lamina lesionada no fueron

significativamente distintas segln la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
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Figura 5. Grafico de Whittaker para las frecuencias relativas de incidencia de lamina (L) y peciolo (P).

Tabla 3. Diversidad de las distintas categorias

, Diversidades ** Equidad de
Categorias N muestras Do 01 D2 D=
Sobs Chao2 lackk2 ICE Hilll {E")
Método indirecto
Peciolo 83 39 56,1 68,6 65,6 22 13,5 61 0,61
Lamina 100 25 28,5 32,0 33,7 16,7 12,1 5.4 0,73
Limina integra 65 17 17,7 18,1 19,3 13 10,2 4.7 0,78
Limina lesionada 35 16 20,1 25,7 1.8 13,3 115 7 0,86
Peciolo endafitos™® 100 10 10,6 . . 3.8 2.3 1.6 0,61
Lamina enddfitos* 100 13 17.0 . . 8.1 6,1 34 0,75
Metode directo
Hojas integras 10 23 31,1 372 - 18,1 145 6,2 0,80
Hojas lesionadas g 27 34,0 41,3 = 21,5 18,0 9.9 0,84
Total hojas 13 37 56.9 61,3 - 26,3 20,3 g3 0,77

* Comunidades endofitas descritas por Tiscornia et al. (2012).

** Dy, diversidad de orden cero (riqueza) con S obs, riqueza observada, y Chao2, Jackknife2 e ICE riquezas
estimadas; D,, diversidad de orden uno (exponencial del indice de Shannon); D,, diversidad de orden dos
(inverso del indice de Gini-Simpson); D, diversidad de orden tendiente a infinito (inverso del indice de Berger-
Parker).

1.3.2. Diversidad de orden cero

Ya se ha mencionado la riqueza observada de cada comunidad, sin embargo, la también
llamada diversidad de orden cero se sabe resulta muy influida por el esfuerzo de muestreo,
mas que cualquier otro orden de diversidad. Para tener entonces una aproximacién lo mas

fidedigna posible de la verdadera riqueza de estas comunidades fungicas se utilizaron los
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estimadores no paramétricos Chao2, ICE y Jackknife2, cuyos resultados se exponen en la Tabla
3. De entre ellos, solo las estimaciones dadas por Chao2 e ICE lograron estabilizarse para el
volumen muestral de [dmina y el de peciolo (Figura 6). En cambio, la estimacidn de Jackknife2
solo logrd estabilizarse para el conjunto de |ldmina y no asi para el de peciolo, por lo que fue
considerado poco informativo. De los tres estimadores, Chao2 fue siempre el que estimé una

menor riqueza.
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Figura 6. Desempefio de los estimadores para las comunidades obtenidas por el método indirecto.
Curvas de acumulacion de los estimadores de la riqueza ICE, Chao2 y Jackknife 2 y de la riqueza
observada (S obs.). A) para el conjunto de peciolo; B) para el conjunto de l[dmina.

Queda claro que los muestreos de lamina y peciolo fueron incompletos al observarse las
curvas de acumulacion en funcion del esfuerzo de muestreo, donde no se logré alcanzar una
asintota a la altura de las muestras de referencia (Figura 7.A). De todas formas, ambos

muestreos fueron suficientes teniéndose en cuenta el criterio de Anne Chao. Ademas, la
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completitud calculada fue bastante satisfactoria, llegando a ser 0,91 para la ldamina y 0,83 para
el peciolo. Esto refleja que la probabilidad de encontrar una especie nueva si se analizara una
unidad de muestra mas, seria de 0,09 para la lamina y de 0,17 para el peciolo. Por lo tanto, las
especies restantes por ser encontradas constituyen especies raras. Esto ultimo y la
representacion de la completitud en funcién del esfuerzo de muestreo (Figura 7.B) hacen notar

gue se necesitaria una labor muy intensiva de muestreo para poder completar el inventario.
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Figura 7. Rarefaccion y extrapolacion de la riqueza de las comunidades obtenidas por el método
indirecto. Se representan las curvas para las comunidades de lamina (L, gris) y peciolo (P, rojo)
obtenidas en este trabajo, y de las comunidades endofitas de lamina (EL, verde) y peciolo (EP, azul)
obtenidas por Tiscornia et al. (2012). Las lineas sélidas representan la rarefaccion, las lineas
punteadas la extrapolacidn, el punto grueso la muestra de referencia y las regiones coloreadas los
intervalos de confianza del 95%. A) riqueza en funcién del esfuerzo de muestreo; B) relacién entre la
completitud y el esfuerzo de muestreo; C) riqueza en funcién de la completitud del muestreo.

En base a los estimadores de la riqueza Chao2 e ICE se pudo hacer comparaciones mas
ajustadas a la realidad entre las distintas comunidades. Si se calcula la razén entre la riqueza

estimada de la comunidad de peciolo y la de ldamina se observa que tanto para Chao2 como
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para ICE el peciolo tiene practicamente el doble de riqueza que la ldmina (P/L chao2 = 1,97; P/L e
= 1,95). Esto no se hace evidente con las riquezas observadas, donde la razén adquiere un
valor bastante menor (P/L ous = 1,56), quizas por el esfuerzo de muestreo mas completo para
[dmina que para peciolo. De igual forma, las curvas de acumulacion mostraron que el peciolo
fue significativamente (P<0,05) mas rico en especies que la [ldmina debido al no solapamiento

de los intervalos de confianza para una cobertura de muestreo mayor a 0,6 (Figura 7.C).

Los subconjuntos de |ldmina integra y lamina lesionada demostraron no tener diferencias
significativas, esta vez en relacién a sus riquezas dado el gran solapamiento de sus intervalos

de confianza en las curvas de acumulacidn (ver Figura V.1 del Anexo V).

1.3.3. Diversidad de orden superior

A pesar de ser la riqueza cominmente utilizada como indice de diversidad, no es conveniente
que sea el Unico indicador de la misma ya que no tiene en cuenta el componente de
equidad/dominancia que también forma parte del concepto. Los perfiles de diversidad que
integran muchos 6rdenes de diversidad dan cuenta de los dos componentes de la misma vy
permiten interpretarla cabalmente. Asi, en la Figura 8.A se exponen los perfiles de diversidad
de peciolo y de ldmina conjuntamente, y en la Tabla 3 se detallan los valores de algunos de los
ordenes de diversidad para ambos conjuntos, asi como la equidad de Hill. Si se admite que el
no cruzamiento de las curvas permite determinar un orden en las diversidades, entonces se
puede decir que la comunidad fungica asociada al peciolo es mas diversa que la que se
encuentra asociada a la [dmina. Es en Dy que las curvas se separan mds y a medida que
aumenta el orden de diversidad tienden a aproximarse mucho. A tal punto es asi, que las
comunidades de peciolo y de lamina tienen casi el mismo niumero equivalente de especies a
ordenes de magnitud mayores al inverso del indice de Simpson (D,). Esto refleja que ambas
comunidades tienen aproximadamente el mismo numero efectivo de especies dominantes y
que las grandes diferencias estan dadas por la mayor presencia en peciolo de especies raras.
Todo esto determina que la comunidad de ldmina sea mas equitativa, lo que se refleja en un
perfil de diversidad menos decreciente que el de peciolo y en un valor de equidad de Hill

mayor.

Ahora bien, qué tan afectados se encuentran estos valores de diversidad por las deficiencias
del muestreo puede interpretarse a partir de las curvas de acumulacion de las diversidad
(Figuras 8.B y 8.C). Alli se puede observar que las diversidades de orden mayor se asintotizan
mas rapido y por lo tanto estdn menos influenciadas por el esfuerzo de muestreo. Asi,

mientras la diversidad de orden dos parece alcanzar una asintota tanto para el conjunto de
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[dmina como para el de peciolo, la diversidad de orden uno solo parece asintotizarse para el

conjunto de ldmina.
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Figura 8. Perfiles de diversidad y curvas de acumulacion de las diversidades para las comunidades
obtenidas por el método indirecto. En A, perfiles de diversidad para las comunidades saprotrofas de
[dmina (L) y peciolo (P) obtenidas en este trabajo y para las comunidades enddfitas de lamina (EL) y
peciolo (EP) obtenidas por Tiscornia et al. (2012). En By C, curvas de acumulacién de las diversidades
Dy, D1y D, para los conjuntos saprétrofos de ldmina y peciolo respectivamente. El alisamiento de estas
curvas se logroé al computarse 1000 aleatorizaciones.

1.4. Niveles de colonizacion de los tejidos

El grado de colonizacién de los segmentos fue dispar entre las distintas categorias (Figura 9.A).
Mientras que la casi totalidad de los segmentos de peciolo albergd alguin hongo, los niveles de
colonizaciéon de la [dmina fueron mucho menores. Sin embargo, el conjunto de lamina no fue
para nada homogéneo en este sentido, los segmentos de ldmina con lesiones tuvieron niveles

de colonizacién un 26% por encima de los segmentos de lamina integra.
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También es de destacar que no siempre se encontré un hongo solo en los segmentos
colonizados. Hasta tres especies distintas pudieron hallarse en un segmento, aunque esta
situacién nunca supero el 4% de los casos (Figura 9.B). En cambio, la colonizacién por dos
hongos llegd a ser la realidad de casi el 40% de los segmentos de peciolo, mientras que en los

distintos tipos de ldmina este valor fue notoriamente inferior.
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Figura 9. Niveles de colonizacidon fluingica de los segmentos analizados por el método indirecto. Los
resultados se presentan por categoria: P, peciolo; L, lamina; LI, ldmina integra; LL, [dmina lesionada.
A) porcentaje de colonizacidn total; B) porcentaje de segmentos colonizados por uno, dos y tres
hongos separadamente.

2. COMUNIDADES OBTENIDAS POR EL METODO DIRECTO
2.1. Caracteristicas de las comunidades obtenidas

La comunidad registrada por observaciéon directa de las cdmaras hiumedas se compone de 37
taxones pertenecientes a Ascomycota (Tabla 4). Todos estos hongos habrian logrado colonizar
los tejidos internos de las hojas ya que no hubo crecimiento alguno en los controles de

desinfeccién superficial. En este caso los hongos solo fueron identificados por la morfologia de
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sus estructuras reproductivas. A 28 hongos se les pudo asignar una especie y a nueve tan solo

el género. En relacién a los niveles de colonizacion, por par de hojas presentes en una cdmara

himeda hubo en promedio 7 hongos, nunca mas de 11 ni menos de dos. En el Anexo Il se

adjuntan las matrices originales de presencia-ausencia y en el Anexo lll se detallan algunas

caracteristicas de la mayoria de estos hongos, incluyendo en algunos casos micrografias

originales de sus estructuras reproductoras caracteristicas.

Tabla 4. Inventario de hongos saprétrofos obtenido por el método directo

Frecuencia de incidencia (%) *

Taxones
T HI HL
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 37 20 56
Beltrania rhombica Penz 14 10 22
Beltraniella porforicensiz (F. Stevens) Piroz. & S.0. Patil 74 a0 67
Blastomyces dermaliticis Gilchrist & W.R. Stokes 16 30
Calonectria insularis C.L. Schoch & Crous 21 40
Ceratocystiz sp. Ellis & Halst. 5 11
Cercophora samala Udagawa & T. Murai 11 20
Chaetomium funicola Cooke 5 1R
Chioridium botryoideum (Corda) S. Hughes 5 il
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A de Vries 11 20
Cladosporium sp. Link "
Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samuels, Seifert & W, Gams 32 20 44
Colegphoma empetri (Rostr.) Petr. 26 40 11
Colletotrichum dematium (Pers.) Grove 21 10 33
Colletotrichum gloeosporicides (Penz.) Penz. & Sacc. 16 30
Coniella castaneicola (Ellis & Everh.} B. Sutton 5 10
Coniothyrivm sp. Corda 5 10
Corynascus sepedonium (CW. Emmaons) A 18 33
Cytospora chrysospernma (Pers.) Fr. £y 1
Dactylaria eucalypti Vittal & Dorai kr Ta
Diaporthe sp. Mitschke 32 40 22
Dictyochaeta azzamica (Agnihothr.) Aramb., Cabella & Mengasc. kN 30 44
Dinemasporium sp. Lév. 5 ih
Discosia strobiling Lib. ex Sacc. 5 10
Fusarium sp. Link 16 10 22
Mariannaesa elegans (Corda) Samson 5 1
Mycoleptodiscus sp. Ostaz 37 10 67
Periconia byssoides Pers. 5 11
Festalotiopsis guepinil (Desm.) Steyaert 53 50 56
Peeudoseptoria donacis (Pass.) B. Sutton 11 22
Ramichioridium australiense Arzanlou & Crous 5 10
Sarocladivm kiliense (Grit) Summerk. 16 10 22
Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Mot 11 22
Sporidesmiwm diozcoreae M.B. Ellis 5 11
Sympodiella sp. W.B. Kendr. 5 10
Wiesneriomyces laurinus (Tassi) P.M. Kirk 32 30 33
Kylaria sp. Hill ex Schrank 5 hh
Himero de camaras homedas analizadas 19 10 g9

* HI, hoja integra; HL, hoja lesionada; T, total de hoja.
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En este caso, el analisis multivariado ANOSIM, disefiado para determinar la pertinencia de las
categorias definidas a priori, encontré que las comunidades de hojas integras y de hojas
heridas fueron significativamente distintas (R = 0,33, p = 0,0026), aunque la magnitud de las
diferencias no haya sido grande. Esto contradice los resultados obtenidos por el método
indirecto. Sin embargo, el estimador de Chao-Sorensen coincidié en la similitud de ambas
comunidades para las dos estrategias, encontrando que los subconjuntos de hoja integra y de
hojas lesionada fueron muy similares sin llegar a ser iguales (Tabla 2). Ademds, el indice clasico
de Sorensen aqui también arrojo valores que apuntarian a una moderada similitud entre
ambos subconjuntos. En base al resultado obtenido por ANOSIM, pasaran a evaluarse por

separado las comunidades de hoja integra y de hoja lesionada.

Considerandose de forma arbitraria como frecuentes aquellos taxones que aparecen entre un
50 y un 75% de las veces, y como muy frecuentes aquellos que aparecen en mas del 75% de las
camaras humedas, se puede observar entonces que en el conjunto total, y en el
correspondiente a hojas integras, solo Beltraniella portoricensis fue muy frecuente vy
Pestalotiopsis guepinii fue frecuente. En cambio, para las hojas con lesién el panorama fue un
tanto diferente al ser Dactylaria eucalypti la Unica especie muy frecuente, coexistiendo con
otras cuatro especies frecuentes, Mycoleptodiscus sp., Beltraniella portoricensis, Pestalotiopsis
guepinii y Alternaria alternata. Ademas, segun el andlisis multivariado SIMPER, las dos especies
gue mas contribuyeron a las diferencias entre las comunidades de hojas integras y las de hojas

heridas fueron Dactylaria eucalypti y Mycoleptodiscus sp. (ver Tabla V.2 del Anexo V).

2.2. Analisis de la diversidad

2.2.1. Diversidad de orden cero

Tanto la riqueza observada como las estimaciones dadas por Chao2 y Jackknife2 para las
comunidades obtenidas por el método directo se exponen en la Tabla 3. En este caso el
desempeiio de los estimadores fue bastante pobre, al no lograr ninguno de ellos estabilizarse
para el conjunto total de hojas, ni para los subconjuntos de hojas integras y lesionadas (ver
Figura V.2 del Anexo V). Esto significa que el valor estimado de la riqueza seguiria aumentando
si se agregaran mas unidades muestrales (i.e. cdmaras humedas). Por lo tanto, ninguno de los

estimadores fue muy informativo.
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Figura 10. Rarefaccion y extrapolacion de la riqueza de las comunidades obtenidas por el método
directo. A la izquierda, para el conjunto total de hojas (A, Cy E) y, a la derecha (B, D y F), para los
subconjuntos de hojas integras (HI, linea negra e intervalo gris) y de hojas lesionadas (HL, lineas e
intervalos rojos). Las lineas sélidas representan la rarefaccidn, las lineas punteadas la extrapolacién,
el punto grueso la muestra de referencia y las regiones coloreadas los intervalos de confianza del
95%. A) y B) riqueza en funcion del esfuerzo de muestreo; C) y D) relacion entre la completitud y el
esfuerzo de muestreo; E) y F) riqueza en funcién de la completitud del muestreo.
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Dado que las muestras de referencia del conjunto total de hojas, asi como de los
subconjuntos, no lograron alcanzar una asintota en las curvas de acumulacion de las Figuras
10.A y 10.B, queda claro que el muestreo fue incompleto. De todas formas, en los tres casos el
muestreo fue suficiente al tenerse en cuenta el criterio de suficiencia de Anne Chao. Luego,
para los tres conjuntos la completitud rondé un valor cercano al 0,85 (Figuras 10.C y 10.D). Sin
embargo, tanto el cdlculo de la completitud como las extrapolaciones mostradas en todas las
curvas de la Figura 10 se basan en la estimacidon no estable de la riqueza por Chao2. Por lo
tanto, la completitud fue en alguna medida sobreestimada. En relacién a los subconjuntos, no
hubo diferencias significativas en la riqueza de hojas integras y hojas lesionadas como se

puede apreciar por el gran solapamiento de los intervalos de confianza (Figura 10.By F).
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Figura 11. Perfiles de diversidad y curvas de acumulacién de las diversidades para las comunidades
obtenidas por el método directo. En A, perfiles de diversidad, donde: TH, total de hojas; HI, hojas
integras; HL, hojas lesionadas. En B, C y D, curvas de acumulacién de las diversidades Dy, D, y D, para
el total de hojas, para las hojas lesionadas y para las hojas integras, respectivamente. El alisamiento de
estas curvas se logré al computarse 1000 aleatorizaciones.

50



2.2.2. Diversidad de orden superior

En la Tabla 3 se detallan las diversidades de distinto orden para las cdmaras humedas con
hojas integras, hojas lesionadas y totales. Ademas, en la Figura 11.A se muestran los perfiles de
diversidad donde puede constatarse, al no existir cruce alguno de los perfiles, que la diversidad
de la comunidad fungica de las hojas lesionadas es superior a la de las hojas integras. En este
caso, la diversidad de orden uno (D,) pareceria no asintotizarse, mientras que la diversidad de
orden dos (D,) si pareceria hacerlo, tal y como se ve en las curvas de acumulacién de las
diversidades para el conjunto total y los subconjuntos (Figuras 10.B, 10.C y 10.D) En relacién a
la equidad, los perfiles de diversidad y el indice de equidad de Hill no mostraron grandes

diferencias entre los conjuntos (Tabla 3).

3. CULTIVO VS. CAMARA HUMEDA

Para comparar las comunidades obtenidas por el método directo y el indirecto se hizo uso del
indice de similitud clasico de Sorensen que solo tiene en cuenta la informacién cualitativa. La
informacidn cuantitativa se deseché por las enormes diferencias en los procedimientos
utilizados en cada metodologia. De esta forma, teniendo en cuenta la presencia-ausencia de
las especies en el conjunto total para cdmara humeda y en el total para cultivo, el indice de
Sorensen da un valor de 0,31. Si se distingue el inventario de cultivo entre las especies
asociadas a la [dmina y las asociadas al peciolo, se observa que el conjunto de ldmina es mas

parecido a la comunidad de las camaras humedas que el conjunto de peciolo (Sorensen

ldmina/cdmara himeda = 0,35; Sorensen peciolo/cdmara himeda = 0/27)-

A estas diferencias en relacidon a la composicion de los inventarios también se suman las
diferencias en las especies que aparecieron como mas frecuentes. De todas ellas, solo
Pestalotiopsis guepinii fue reconocida como muy frecuente para ambos métodos, tanto para
las hojas integras y lesionadas del método directo, como para las laminas del método
indirecto, pero no asi para el peciolo. Esto refuerza la idea de una mayor similitud entre las
comunidades de las hojas de cdmara humeda y la de los segmentos de lamina, lo cual resulta
I6gico ya que las ldminas representan la mayor superficie observable en las camaras hiumedas.
Otra diferencia destacable es que en las cdmaras humedas aparecieron hongos
reproduciéndose sexualmente, mientras que en cultivo todos los hongos que esporularon lo
hicieron asexualmente. Los teleomorfos hallados en las cdmaras humedas fueron Ceratocystis
sp., Chaetomium funicula, Corynascus sepedonium y Sordaria fimicola, siendo los tres ultimos

de los pocos Sordariales encontrados en este trabajo.
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En términos de diversidades, la riqueza observada fue similar entre el conjunto total de hojas
de cdmara humeda y el de segmentos de peciolo, mientras que el conjunto de discos de lamina
tuvo niveles de riqueza inferiores a ambos (Tabla 3). Por ultimo, las comunidades obtenidas
por el método directo resultaron ser mds equitativas que aquellas registradas por cultivo, con

valores de equidad de Hill mas altos.

4. SAPROTROFOS VS. ENDOFITOS

La estrategia basada en el cultivo de este trabajo siguié el protocolo usado previamente por
Tiscornia et al. (2012), quienes describieron las comunidades endodfitas asociadas a lamina y
peciolo de E. uruguayensis. Esto permitié poder hacer comparaciones entre sus comunidades
endofiticas con las comunidades saprotroficas aqui obtenidas. De todas formas, con la
identificacion de los aislamientos endéfitos correspondientes a Diaporthe segun el criterio de
Gomes et al. (2013) (Figura 4), se modificd el inventario original descrito por Tiscornia et al.

(2012) (ver Anexo VI).

Lo primero que se observd fue que el 33% de las 18 especies enddfitas encontradas
previamente aparecieron en el mantillo aqui estudiado. Estas fueron Beltrania rhombica,
Cladosporium cladosporioides, Diaporthe infecunda, Diaporthe sp. 2 y Diaporthe oxe. Aunque,
en este Ultimo caso, el analisis filogenético pareceria revelar que se trata de cepas distintas
(Figura 4). Todas estas especies vieron menguadas sus frecuencias de incidencia en el mantillo,
excepto C. cladosporioides. Si se tiene en cuenta ademas la estrategia de camaras humedas se

suma también Colletotrichum gloeosporioides a las especies compartidas.

A pesar de estar presentes en el mantillo, los endéfitos no parecieron ser parte importante de
la comunidad saprotréfica temprana. Su proporcién relativa en la comunidad saprotrdéfica
(sensu Osono, 2006) nunca superd el 1% del total de hongos presentes en el mantillo. Ademas,
el estimador de Chao-Sorensen, que subsana los efectos del submuestreo, fue bastante
coincidente al arrojar en todos los casos similitudes inferiores al 12% (Tabla 2). Algo similar
sucedid con el indice clasico de Sorensen. Otro dato interesante es que las diferencias entre
las comunidades de ldmina y peciolo fueron mds marcadas entre saprétrofos que entre

endofitos (Tabla 2).

En relacidon a la diversidad de las comunidades, tanto las curvas de acumulaciéon como los
perfiles de diversidad muestran cdmo las comunidades de enddfitos son mucho menos
diversas que las de saproétrofos (Figuras 7.C y 8.A). De hecho, si se tiene en cuenta la diversidad

de orden uno de las distintas comunidades, también llamada exponencial del indice de
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Shannon, se puede ver que la comunidad saprdétrofa de peciolo es casi seis veces mas diversa
qgue la enddfita, y que la comunidad saprétrofa de ldmina es dos veces mas diversa que la
endofita (Tabla 3). Ademas, queda patente cdmo se invierten las diversidades de hongos
asociados a los distintos 6rganos luego de la abscision, ya que la [dmina era significativamente
mas diversa que el peciolo entre los endéfitos, mientras que el peciolo es mas diverso que la
[dmina entre los saproétrofos (Figuras 7.C y 8.A). Quizas lo Unico que permanecié incambiado

luego de la abscision fue la equidad de las comunidades (Tabla 3).
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DISCUSION

Este es el primer trabajo realizado en el pais que se dedica al estudio de la diversidad de
hongos asociados al mantillo foliar. En especial, se estudid la comunidad de hongos
filamentosos asociados a las hojas recién caidas del guayabo blanco (Eugenia uruguayensis),
para lo cual se hizo uso de dos estrategias de muestreo y relevamiento, una directa basada en
camaras himedas y otra indirecta basada en el cultivo. Ademas, se estudid la influencia del
tipo de sustrato en la estructuracion comunitaria, agrupando las hojas en funcién de su
integridad y analizando por separado la ldamina del peciolo. También se intentd vincular las
comunidades saprotréficas obtenidas con las comunidades enddfitas de hojas descritas en un
trabajo previo realizado por Tiscornia et al. (2012). Todo esto permitid no solo describir la
comunidad fungica de las hojas recién caidas del guayabo blanco sino también confirmar las

observaciones de otros autores y generar nuevas hipétesis.

1. Utilidad de las herramientas utilizadas para el andlisis de la diversidad

El analisis estadistico de la diversidad se encuentra en evolucién constante y resulta de interés
aplicar las nuevas herramientas que van surgiendo al estudio de las comunidades fungicas. En
este sentido, algunas herramientas como la estimacion no paramétrica de la riqueza, el ajuste
a modelos de distribucion de abundancias, los indices de similitud, el analisis de similitudes
(ANOSIM) y el analisis de porcentajes de similitud (SIMPER) ya han sido ampliamente usados
en la literatura para caracterizar diversas comunidades fungicas (e.g. Arnold et al., 2001;
Neubert et al., 2006; Paulus et al., 2006; Hoffman & Arnold, 2008; Unterseher et al., 2008;
Dumbrell et al., 2010; Schechter & Bruns, 2012; Unterseher et al., 2013). Sin embargo, otras
herramientas han sido escasamente aprovechadas, como es el caso de los Niumeros de Hill
(e.g. Espinosa-Garcia & Langenheim, 1990), mientras que para otras, como la estimacién de la
similitud o las curvas de acumulacidén que integren la rarefaccidn y la extrapolacidn, este

pareceria haber sido el primer trabajo que las aplicé al estudio de comunidades flngicas.

La diversidad alfa de las comunidades estudiadas para cada una de las categorias analizadas
por ambas técnicas fue descrita a partir de los Nimeros de Hill. Entre los descriptores
expuestos, la diversidad de orden uno, o exponencial del indice de Shannon, aunque es
considerada la mas apropiada por ponderar cada especie por su frecuencia exacta en la
comunidad (Jost, 2006), no logré asintotizarse en todos los casos. En cambio, la diversidad de
orden dos, o inverso del indice de Gini-Simpson, si logré asintotizarse para todas las categorias

analizadas, por lo que podria ser un buen descriptor de la diversidad para las comunidades
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fungicas del mantillo y otras comunidades microbianas hiper-diversas. De hecho, se ha
demostrado que la influencia del muestreo es mayor cuanto menor es el orden de diversidad,
al punto de ser la riqueza la que encuentra mayor dificultad para asintotizarse (Chao et al.,,
2014). En este sentido, la comparacion de perfiles de diversidad, aunque resulté ilustrativa,
pierde exactitud a drdenes de diversidad bajos. En definitiva, las propiedades inherentes a los
Numeros de Hill, considerados verdaderas diversidades, los convierten en descriptores
intuitivos en contraposicién a los viejos indices como el de Shannon o el de Simpson (Jost,
2006; Tuomisto, 2010; Leinster & Cobbold, 2012), por lo que su uso es de esperar que se

popularice en el estudio de comunidades fungicas.

Para paliar los efectos del submuestreo se han desarrollado recientemente formas de
extrapolar las diversidades de orden uno y orden dos (Chao et al., 2014) que no fueron puestas
en practica en este trabajo. Sin embargo, para el caso de la riqueza si se probaron tres
estimadores no paramétricos: Chao2, Jackknife2 e ICE. En las categorias de la técnica basada
en el cultivo, los estimadores ICE y Chao2 lograron estabilizarse, mientras que Jackknife2 tuvo
mayores dificultades. Para la técnica basada en camaras hiumedas ninguno de los estimadores
logro estabilizarse debido seguramente al bajo nimero de réplicas. En la literatura Chao2 es el
estimador mdas comunmente encontrado y ha sido propuesto como el estimador mas
adecuado para estudios de comunidades fungicas (Hughes et al., 2001; Unterseher et al.,
2008). Sin embargo, se suele considerar que las estimaciones arrojadas por Chao2 son en
realidad pisos de estimacion (Magurran, 2004). En este sentido, ICE, aunque menos popular,
podria arrojar estimaciones mas cercanas a la realidad. Ademas, muchos autores hacen notar
que los intervalos de confianza de la estimacidon por Chao2 suelen ser demasiado amplios,
quitandole precision al estimador (Magurran, 2004; Soutullo, 2006; Unterseher et al., 2013). A
pesar de todo esto, se ha sugerido que, aunque se pueda poner en duda la fidelidad de las
estimaciones de la riqueza, la comparacion de la diversidad relativa entre comunidades puede

hacerse con rigurosidad (Hughes et al., 2001).

Para el estudio del grado de heterogeneidad existente entre las comunidades estudiadas, o
diversidad beta, el uso del estimador de similitud de Chao-Sorensen resultd ser el mas
apropiado por tener en cuenta las especies no vistas y compensar entonces los efectos del
submuestreo. Fue particularmente Util para comparar comunidades analizadas siguiendo un
mismo protocolo. Los anadlisis multivariados, ANOSIM vy SIMPER, también arrojaron
informacidn valiosa a pesar de basarse en un indice pensado para datos de abundancias como

el de Bray-Curtis. De todas formas, su uso ha sido recomendado para datos de presencia-
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ausencia y son varios los trabajos que lo aplican a este tipo de datos (e.g. Jewett et al., 2005;

Rees et al., 2005; Buschbaum et al., 2006).

2. Efecto de la estrategia de muestreo en el relevamiento de la comunidad flingica

En este trabajo, las dos técnicas utilizadas muestrearon de diferente forma las hojas y eso
llevd a que existieran ventajas e inconvenientes a la hora de interpretar los resultados. Para el
método indirecto, basado en el cultivo, se utilizaron muchas unidades muestrales de pequefio
tamanfio, que consistieron en un disco de lamina y un segmento de peciolo por hoja. Un gran
inconveniente de esta técnica fue la necesidad de interpretar los resultados para cada uno de
los érganos por separado. De haberse integrado ambos conjuntos se habria incurrido en el uso
de pseudoréplicas que empanarian los resultados. Otro inconveniente es la escasa informacion
gue proveyd cada segmento o disco en términos de especies. Esto hizo que se hiciera
necesario condensar la informacién de grupos de unidades muestrales para poder realizar
analisis multivariados como ANOSIM y SIMPER. De todas formas, la gran cantidad de réplicas
permitié en este caso obtener estimaciones estables de la riqueza y, por lo tanto, informativas.
En cambio, para la técnica directa se utilizd una estrategia completamente distinta de pocas
pero grandes unidades muestrales, donde cada una de ellas estuvo representada por dos
hojas. En este caso los resultados si se pudieron interpretar para las hojas como un todo, pero

la poca cantidad de réplicas dificulté la estimacién de la riqueza.

El muestreo realizado para ambas técnicas demostré ser incompleto, algo que se ve reflejado
en las curvas de acumulacién de especies que no lograron asintotizarse, pero resultd ser
suficiente y, por lo menos para las muestras de referencia de la técnica de cultivo, alcanzé
niveles de completitud mas que aceptables. Por lo tanto, se podria considerar que ambas
técnicas permitieron representar lo suficientemente bien la comunidad fungica de este
mantillo. A pesar de esto, los inventarios obtenidos para las dos metodologias resultaron ser
poco similares entre si. Esta inconsistencia refuerza la idea ya propuesta de que el uso
combinado de protocolos permite registrar las comunidades fungicas del mantillo de forma
mas completa que si solo se intensificara el muestreo para un protocolo dado (Polishook et al.,
1996; Cannon & Sutton, 2004). Sobre todo porque se ha visto que para comunidades hiper-
diversas como la de los hongos del mantillo es practicamente imposible obtener curvas de
acumulacidn que se asintoticen y, por lo tanto, inventarios completos para una técnica dada

(Hughes et al., 2001).

Al unificarse entonces ambos inventarios, se obtiene un total de 77 taxones distintos, la

mayoria de los cuales fueron anamorfos pertenecientes a Ascomycota. Esta riqueza es
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congruente con el nimero de taxones generalmente encontrados para otras hojarascas, segin
una revision bibliografica realizada por Cannon & Sutton (2004). Estos autores estiman en base
a dicha revisidn que existe del orden de 100 especies flngicas asociadas al mantillo de toda
especie vegetal. Es muy probable que de haberse estudiado en este trabajo otros estadios mas
tardios de la descomposicidn esa cifra se hubiera alcanzado. Por otra parte, la riqueza y sus
estimaciones aqui obtenidas reflejan solamente la diversidad fungica asociada a las hojas
recién caidas de guayabos blancos del parque natural Parador Tajes a principios de otofio. Esta
claro que la diversidad de hongos asociada a la hojarasca recién formada del guayabo blanco
en términos generales es seguramente mayor a la aqui encontrada y estimada, ya que se ha
demostrado la existencia de una cierta heterogeneidad espacio-temporal en la estructura de
las comunidades asociadas a un mantillo en particular (Polishook et al., 1996; Paulus et al.,

2006).

Retomando las diferencias encontradas en los inventarios obtenidos por ambas técnicas, cabe
preguntarse a qué se deben dichas diferencias, partiendo de la base de que se muestred una
misma comunidad. En general, las diferencias suelen atribuirse a ciertas particularidades
inherentes a cada una de las técnicas. Asi, por ejemplo, la técnica basada en el cultivo sesga el
inventario a favor de las especies de rapido crecimiento, mientras que la técnica basada en
camaras humedas lo sesga a favor de las especies capaces de esporular (Cannon & Sutton,
2004). Sin embargo, otros factores también pueden estar contribuyendo a las diferencias en
los resultados. Por ejemplo, una vez que las hojas son incubadas en las cdmaras himedas, los
hongos que caracterizan la comunidad de las hojas recién caidas comienzan a invadir el
sustrato y a competir entre ellos por los recursos limitados. Las interacciones antagdnicas que
ocurririan muy probablemente durante el mes de incubacidn podrian llevar entonces a la
pérdida de muchas especies y, por lo tanto, a la subestimacién de la diversidad en términos de
riqueza. Ademas, las frecuencias relativas de las distintas especies fungicas segun este método
directo no tienen por qué reflejar las proporciones originales al momento de la recoleccién de
las hojas. Durante la incubacién, seguramente ocurra una modificacién sustancial del sustrato,
perdiéndose compuestos tdxicos para los hongos como los compuestos fendlicos, entre otros
cambios quimicos (Paulus, 2004; Berg & McClaugherty, 2008). Esto permitiria el avance de los
saproétrofos secundarios cuyo indculo, aunque presente, estaria inhibido al comienzo. Asi pues,
algunos hongos como Beltraniella portoricensis, Wiesneriomyces laurinus o Dictyochaeta
assamica, que suelen ser considerados verdaderos hongos del mantillo (Shanthi & Vittal,
2010), aparecen testimonialmente en el inventario de cultivo, o ni siquiera aparecen, mientras

que en las cdmaras humedas se encuentran entre las especies mas dominantes.
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Todo esto no solo explica las diferencias entre los inventarios, sino que hace suponer que la
estrategia basada en el cultivo, aunque sesgada, resulta ser mas fidedigna como fotografia de
la comunidad en un punto dado de la sucesién de un mantillo. La estrategia basada en camaras
himedas, en cambio, brindaria una representacién distorsionada, donde las frecuencias
relativas de las especies podrian no ser representativas de la estructura comunitaria original.
De todos modos, la sucesidn artificial que ocurre en las cdmaras humedas permite presumir
cuales de las especies que se encontraban en las hojas recién caidas podrian ser buenas
competidoras en estadios mas avanzados de la descomposicién. En este sentido, llama la
atencién cémo Pestalotiopsis guepinii, la especie dominante de los segmentos de ldmina, logra
mantenerse en las cdmaras himedas, a pesar del fuerte avance de otros hongos como
Beltraniella portoricensis. En cambio, otras especies muy frecuentes en el inventario de cultivo,
como una Phoma o distintos Diaporthe y Fusarium, ven menguada su dominancia o incluso

desaparecen con el transcurso de la incubacién en las cdmaras humedas.

Aunque los inconvenientes de una técnica pudieran ser subsanados por la otra, quizas un
muestreo un tanto distinto habria sido conveniente. Por ejemplo, para las camaras humedas,
la unidad muestral podria consistir en una sola hoja, de manera de aumentar el nimero de
réplicas. También podria ser conveniente acortar los tiempos de incubacién, aunque eso
traeria aparejado que se pasen por alto muchos hongos que se toman su tiempo para
esporular, a pesar de estar invadiendo activamente las hojas (Fryar, 2002). En cambio, para la
técnica basada en el cultivo se podria realizar un muestreo repetitivo que consista en un
conjunto de segmentos representativos de una misma hoja, de manera de aumentar la

informacidn por unidad de muestra (Magurran, 2004).

3. Importancia de las especies raras

En el apartado anterior se han mencionado las especies dominantes de las comunidades
fungicas descritas para el mantillo en estadios iniciales de descomposicion del guayabo blanco.
Queda implicito que estas especies son las que compiten mas exitosamente en el sustrato y
que, por lo tanto, estarian bien adaptadas a vivir en él. Ahora bien, qué tan relevantes son las
especies que aparecen con poca frecuencia es algo que hasta ahora se discute (Magurran &

Henderson, 2003; Magurran, 2007).

En general los ecélogos suelen separar las especies de una comunidad en dos categorias, las
persistentes y las ocasionales o raras, segin qué tan frecuentes son en la comunidad
(Magurran, 2004). El punto de corte es arbitrario, pero algunos autores proponen considerar

como raras a aquellas especies que aparecen una sola vez en el muestreo (i.e. Unicos)
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(Magurran, 2004). Si se tiene en cuenta las comunidades de ldamina y peciolo obtenidas por la
técnica de cultivo, se puede constatar que se encontraron en total 28 unicos, una porcion
importante de las 52 especies encontradas para esta técnica. Dado que el muestreo en todos
los casos fue considerado suficiente, con niveles de completitud bastante satisfactorios, cabe
pensar que estos Unicos representan especies genuinamente raras y no especies persistentes
submuestreadas. Ademas, el ajuste al modelo de distribucidén de serie log, mas que al log
normal, es indicativo del gran peso que tienen las especies infrecuentes en las comunidades
aqui estudiadas. Por otro lado, las especies aqui consideradas como frecuentes nunca
superaron el 23% de frecuencia de aparicidn, por lo que ninguna tuvo un marcado dominio de

la comunidad.

Ahora bien, lo importante de la distincidon entre especies raras y persistentes es su significado
biolégico. En este sentido, se ha propuesto que las abundancias de las especies persistentes
estarian moldeadas por procesos bioldgicos, mientras que las especies raras se encontrarian
alli por azar, debido a procesos neutrales de dispersién aleatoria (Magurran & Henderson,
2003; Magurran, 2007). Ademas, se ha sugerido que las especies raras serian abundantes en
otro tipo de habitats, encontrandose accidentalmente en el habitat estudiado para el cual no
estarian especialmente adaptadas (Magurran, 2004; Magurran, 2007). Algo similar ha sido
observado para los hongos patdgenos de plantas y se ha dado a conocer por Crous &
Groenewald (2005) como la hipdtesis del “pogo saltarin”. Los autores la explican de la
siguiente forma: “los hongos patdgenos de plantas, especificos de hospedero, con frecuencia
exhiben la capacidad de colonizar tejidos no hospederos u otros sustratos, formando cuerpos
fructiferos que produciran una cantidad limitada de propagulos, lo que les permite dispersarse
aun mas, en un intento de encontrar el hospedero para el cual son patégenos”. Esta hipdtesis
podria extenderse perfectamente a los hongos saprétrofos del mantillo dado que sus
preferencias de hospedero son ain mas laxas, hablandose de recurrencia de hospedero y no
de especificidad (Zhou & Hyde, 2001). Por lo tanto, es probable que muchos de los tnicos aqui
encontrados sean especies adaptadas a colonizar otro tipo de sustratos, encontrandose por
azar en las hojas del guayabo blanco. De todas formas, si estas especies infrecuentes lograran
esporular, aunque sea minimamente, en este sustrato presuntamente desfavorable, estarian
potenciando su capacidad de dispersion, aumentando las chances de encontrar el sustrato

para el cual estarian mejor adaptadas.

Sin embargo, también se ha sugerido que de alterarse lo suficiente las condiciones
ambientales seria muy probable que surjan nuevas especies persistentes que reemplacen las

ya existentes a partir del pool de especies raras (Magurran & Henderson, 2003). En este caso,
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dado que el sustrato se va modificando a medida que progresa la descomposicidon, seria de
esperar que algunos de los tnicos encontrados en las hojas recién caidas pudieran estar alli, no
para esporular minimamente y asi favorecer su dispersién, sino para participar activamente en
la sucesion, torndndose dominantes en etapas posteriores del proceso de descomposicion o

cuando las condiciones ambientales cambian.

4. Influencia del tipo de tejido en el ensamblado comunitario

En base a los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que existen diferencias
tanto en la composicidn, como en la diversidad y en la distribucidon de abundancias entre las
comunidades de hongos saproétrofos que colonizan las laminas y los peciolos de las hojas del
guayabo blanco, al menos en los estadios tempranos de la descomposicién. Otros trabajos
también encontraron diferencias entre las comunidades saproétrofas de lamina y peciolo (Hyde
& Alias, 2000; Yanna et al., 2001b; Paulus, 2004; Hyde et al., 2007; Piruan et al., 2007). Sin
embargo, para las comunidades endédfitas del guayabo blanco no existieron mayores
diferencias en la composicién pero si en la diversidad, encontrando que la lamina fue
significativamente mas diversa que el peciolo (Tiscornia et al., 2012). En cambio, en este
trabajd se encontré la relacion inversa, estimandose que la comunidad del peciolo fue dos

veces mas rica en especies que la de la [dmina.

Algunos autores atribuyeron las diferencias entre las comunidades de lamina y peciolo a las
preferencias de tejido que pudieran tener los hongos (Paulus, 2004; Hyde et al., 2007; Piruan
et al., 2007), dado que ambas partes foliares poseen una histologia lo suficientemente distinta
como para representar micro-habitats diferentes. En particular, los peciolos, formados
mayormente por tejidos vasculares y de sostén, ambos con gruesas paredes celulares
lignificadas, tendrian un mayor valor nutritivo y una mayor capacidad de retencién de la
humedad que las laminas, promoviendo el establecimiento de comunidades mas cuantiosas y
estables. En cambio, los tejidos parenquimaticos de finas paredes no lignificadas, que forman
gran parte de las laminas, no serian tan nutritivos luego de agotarse los compuestos
carbonados simples y el almidon. Ademas, se secarian mas rapidamente por lo que, luego del
desarrollo de los hongos del azucar, la comunidad se empobreceria respecto a la del peciolo

(Piruan et al., 2007).

Aunque para el guayabo blanco no se ha encontrado informacion especifica sobre su
histologia foliar, las descripciones de los rasgos histolégicos comunes al género Eugenia
concuerdan con las caracteristicas ya mencionadas de las [dminas y los peciolos, pero suman

ademas otros datos relevantes (Armstrong et al., 2012; Da Silva & Silva, 2012). Por ejemplo, las
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hojas suelen ser hipostomaticas y suelen estar provistas de gruesas cuticulas, lo que dificultaria
la colonizacién fungica (Gutschick, 1999). Por otra parte, la presencia de idioblastos secretores
de compuestos fendlicos en las laminas (Armstrong et al., 2012; Da Silva & Silva, 2012) podria
ser un factor que determine la menor diversidad fungica en ellas, ya que dichos compuestos
tienen un papel importante en las defensas de las plantas (Lattanzio et al., 2006). De hecho, se
ha encontrado una correlacidn negativa entre la riqueza fingica en un mantillo y la
concentracién de compuestos fendlicos presentes en las hojas vivas, los cuales se supone
persisten por un determinado tiempo en el proceso de descomposicién (Paulus, 2004). Otra
caracteristica de las ldminas, no solo de Eugenia sino de las Myrtaceae, es la presencia de gran
cantidad de cavidades secretoras llenas de aceites esenciales (Armstrong et al., 2012; Da Silva

& Silva, 2012) que también podrian influir en las preferencias de tejido de los hongos.

Sin embargo, esta visidn basada en las preferencias de tejido no es la Unica explicacion que se
podria dar a la mayor riqueza de hongos en los peciolos en descomposicidén. Otra explicacidén
posible es que el progreso de la descomposiciéon se desdoble, comenzando antes para el
peciolo que para la ldmina debido a las caracteristicas del proceso mismo de abscisidn. Este es
un proceso fisioldgico, programado por las plantas para perder sus drganos como hojas, flores
y frutos sin dejarle al vastago heridas expuestas. En el caso de las hojas, cuando las laminas
pierden vigor, ya sea por lesiones o por senescencia, se desencadena la abscisién en una capa
de células en la base del peciolo. Alli, se degrada enzimaticamente la laminilla media que
cementa las células y se debilitan las paredes celulares primarias de éstas, provocando la
separacion. Del lado proximal a la planta, se forma una capa protectora suberosa que se
desarrolla en una peridermis continua con la de la rama, y del lado de la hoja se deposita cierta
cantidad de lignina, sin desarrollarse una verdadera capa protectora. Luego, la hoja queda
sostenida por sus haces vasculares por un tiempo, hasta que cae por su propio peso o por la
accién del viento (Poovaiah, 1974; Addicott, 1982). Se podria sugerir entonces que, al no
desarrollarse una verdadera capa protectora del lado de la hoja, el peciolo quedaria expuesto,
progresando alli la colonizacién fingica de forma mas radpida. Esto no solo explicaria una
mayor riqueza fungica para el peciolo, sino también el nivel de colonizacién observado, que no
solo fue muy superior al de las laminas, sino que fue casi total, al encontrarse por lo menos un

hongo en préacticamente todos los segmentos (Figura 9).

5. Influencia de la integridad de las hojas en el ensamblado comunitario

Ademas de estudiar como las distintas partes foliares influyen en el ensamblado comunitario,

también se estudié la influencia de la integridad de las hojas en el establecimiento de las
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comunidades fungicas. En el caso de la estrategia de relevamiento de hongos por cultivo no se
registraron diferencias significativas entre las comunidades de hojas integras y lesionadas. En
cambio, para la estrategia de cdmaras humedas si se encontrd una diferencia significativa,
aunque pequeia. Quizas esta aparente inconsistencia guarde relacion con las diferencias en el
disefio de muestreo. Para el relevamiento por cultivo, los segmentos de lamina utilizados no
tenian por qué encontrarse aledafios a las heridas. Esto implicd que para registrarse alguna
diferencia entre las comunidades representativas de hojas integras y hojas lesionadas, los
hongos que penetraran por esas heridas tendrian que haberse desarrollado lo suficiente para
alcanzar las porciones muestreadas. Evidentemente eso no ocurrid, quizds debido a que las
defensas de la planta, todavia presentes, logran restringir la invasién flngica de los tejidos. Sin
embargo, un dato que llamé la atencidn fue el nivel de colonizacién fungica bastante superior
en los segmentos de hojas heridas respecto a los de hojas integras (Figura 9.A). Aunque a priori
parece légico que las hojas lesionadas alberguen mas hongos, ya fue mencionado que a partir
de esta técnica no se registraron grandes diferencias ni en la composicién, ni en la riqueza, ni
en las proporciones de especies dominantes y raras. Por lo tanto, ningin hongo en particular
puede explicar semejantes diferencias. Una posible explicacién es que las heridas debiliten lo
suficiente a las hojas como para desplazar a favor de los hongos el equilibrio antagdnico
existente entre éstos y las defensas remanentes de la hoja, de manera que toda la comunidad
fungica alli presente acelere el proceso de invasion de los tejidos. De hecho, es sabido que las
lesiones inducen el proceso de senescencia, siempre previo a la abscision (Addicott, 1982), y
qgue cuanto mds maduras estan las hojas, mas densamente colonizadas se encuentran

(Kumaresan & Suryanarayanan, 2002; Suryanarayanan & Thennarasan, 2004; Guo et al., 2008).

En cambio, en las cdmaras hiumedas, los hongos que hubieran penetrado las hojas a través de
las lesiones tendrian la oportunidad de desarrollarse y competir con el resto de los hongos
durante el periodo de incubacién. Esto permitié encontrar dos especies claramente asociadas
a las hojas lesionadas, Mycoleptodiscus sp. y Dactylaria eucalypti, cuya introduccién alterd
ademads el esquema de especies dominantes de la comunidad. Estas especies saprotrofas
parecerian entonces estar especialmente adaptadas a penetrar las hojas del guayabo blanco
por sus lesiones. Una explicacion posible es que sean transportadas especificamente por los
insectos herbivoros que, al consumir estas hojas, causarian las lesiones observadas. Esto no
seria novedoso si se tiene en cuenta que muchos hongos patdgenos de plantas lefiosas utilizan

a los insectos como vectores para su diseminacién (Webber & Gibbs, 1989).
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6. Vinculacion con las comunidades endéfitas

La comparacion de las comunidades de hongos saprétrofos asociados a las hojas recién caidas
con las comunidades enddfitas de hojas vivas descritas por Tiscornia et al. (2012) se basé en la
recoleccion del material en un mismo sitio y en el uso de un mismo protocolo de muestreo
basado en el cultivo. Lo que se observé al ser comparadas ambas comunidades fue, en primer
lugar, una diversidad sustancialmente mayor de las comunidades saprotrofas respecto de las
endodfitas, aumentando seis veces la diversidad fungica en los peciolos y duplicandose en las
[dminas. Luego, se observd que ambas comunidades fueron muy poco similares en su
estructura y composicion, incluso al tenerse en cuenta las especies compartidas no vistas
mediante el estimador de similitud de Chao-Sorensen. Si ademds se suma que la proporcion
relativa de enddfitos (sensu Osono, 2006) en la comunidad saprotréfica temprana fue del uno
por ciento, se podria llegar a sugerir que los enddfitos del guayabo blanco no participarian de
manera significativa en la descomposicion de las hojas. De ser asi, este seria el trabajo con
menos implicacién de los enddfitos en el mantillo cuando se lo compara con la revisién
bibliografica realizada por Osono en 2006. Sin embargo, esta conclusién es demasiado
arriesgada teniendo en cuenta que existiéd una distancia temporal de dos anos en el muestreo
de ambos trabajos. Aunque se considere que cada especie arbdrea alberga una comunidad
endofitica caracteristica (Stone et al., 2004; Sun et al., 2012) y relativamente estable (Guo et
al., 2008), no seria de extrafiar que ocurran ciertos cambios en la estructura comunitaria con el
paso de los afios, ya sea, a modo de ejemplo, por variaciones en la pluviosidad, por cambios en

el estado de salud del arbol o por la misma deriva ecoldgica.

Si desde la éptica de la comunidad saprotréfica de 52 especies las coincidencias con la
comunidad endofitica parecerian ser escasas, para la comunidad endofitica esas mismas
coincidencias representan un 33% de sus 18 especies. En principio esto sugiere la posibilidad
de que muchos de esos hongos endoéfitos logren completar sus ciclos vitales reproduciéndose
en la hojarasca (Osono, 2006). Las especies que habrian logrado permanecer en las hojas del
guayabo blanco luego de su abscision fueron: Beltrania rhombica, Cladosporium
cladosporioides, Colletotrichum gloeosporioides, Diaporthe infecunda, Diaporthe sp.2 vy
Diaporthe oxe. En el caso de D. oxe se tratd de cepas distintas y en los casos de B. rhombica y
C. cladosporioides no se puede asegurar que los aislamientos enddfitos y saprétrofos

correspondan a las mismas cepas.

Ademads, otra especie que fue muy comun en las ldminas de hojas recién caidas fue

Pestalotiopsis guepinii, que a pesar de no haber sido encontrada como endéfita foliar, si fue
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hallada con mucha frecuencia en los frutos del guayabo blanco y, en menor medida, en la
corteza de las ramas estudiados también por Tiscornia et al. (2012). Otro par de especies que
aparecen aqui en la comunidad saprotréfica pero también como endodfitas de corteza fueron
Bartalinia robillardoides y Paraconiothyrium fungicola. Se podria pensar que tanto los frutos
como la corteza podrian ser la fuente inicial de inéculo a partir de la cual estas especies se

dispersan al mantillo foliar.

Un punto que merece la pena ser discutido es el relativo a los niveles similares de colonizacion
encontrados en ambos trabajos, sobre todo en el caso de las laminas, donde se encontrod el
mismo porcentaje (69%). Esta observacidn es contraria a lo descrito en la literatura, donde
generalmente se observa que con el avance del proceso de senescencia de las hojas, antes
incluso de que ocurra la abscisidon, aumentan los niveles de colonizacion fungica de los tejidos
(Kumaresan & Suryanarayanan, 2002; Suryanarayanan & Thennarasan, 2004; Guo et al., 2008).
Sin embargo, también se ha demostrado que los niveles de colonizacién de las hojas pre-
abscision se ven muy afectados por otros factores como la estacionalidad (Guo et al., 2008).
Por lo tanto, dada la distancia temporal de ambos muestreos, la similitud existente en los

niveles de colonizacion de ambos trabajos no se tomdé como un dato relevante.

7. El caso particular del género Diaporthe

El género Diaporthe, cuyo anamorfo es Phomopsis, se encuentra bien representado a nivel
global, encontrandose especies patégenas, enddfitas y saprétrofas. Su taxonomia es compleja
y estuvo ligada a la creencia de que las especies de este género eran especificas de hospedero,
habiéndose descrito casi 2000 especies (Gomes et al., 2013). La necesidad de unificar los
teleomorfos y anamorfos bajo un mismo nombre, sumado a que hoy se sabe que muchas de
sus especies tienen rangos amplios de hospedero, fomentd la redefinicion de sus fronteras. Asi
pues, en 2013, Gomes et al. analizaron molecularmente las cepas tipo disponibles en la
coleccién CBS y otras tantas cepas halladas en Brasil, describiendo 95 especies con un criterio
filogenético. Esta reorganizacion taxonémica permitid identificar los aislamientos de Diaporthe
aqui encontrados, asi como los Diaporthe endéfitos encontrados por Tiscornia et al. (2012)

mediante un analisis filogenético de sus secuencias ITS (Figura 4).

La eleccion del género Diaporthe para hacer un analisis mas profundo no es trivial. Varias
especies del género se asociaron a los tejidos tanto vivos como muertos del guayabo blanco, y
algunas llegaron a dominar las comunidades fungicas foliares (ver Tabla 1 y Anexo VI), por lo
que se podria considerar que Diaporthe es un género particularmente adaptado a los tejidos

foliares de esta planta. Esta asociacidn exitosa no se observa en otras Myrtaceas nativas, como
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Myrcianthes cisplatensis y Myrrhinium atropurpureum, donde no aparecen especies de
Diaporthe o aparecen pocas que, dadas sus bajas frecuencias de aparicidn, parecerian estar
formando parte del pool de especies raras (Tiscornia & Bettucci, 2014). El éxito de las especies
de este género en las hojas vivas y muertas del guayabo blanco podria estar relacionado con su
forma de vida cuando se encuentran como endéfitos. Se ha visto que algunas especies de
Diaporthe endodfitas se desarrollan en los tejidos vivos de plantas no herbaceas de forma
sistémica, en contraste con la mayor parte de los hongos endéfitos que suelen estar latentes
con un crecimiento restringido (Bose, 1947; Stone et al., 2004). Esto, no solo explicaria su alta
frecuencia de incidencia en las hojas vivas, sino también su permanencia en las hojas recién

caidas por un efecto fundador.

Aunque el analisis filogenético de las especies del género Diaporthe permitié encontrar claras
vinculaciones entre los aislamientos endoéfitos obtenidos por Tiscornia et al. (2012) y los
aislamientos saprétrofos aqui encontrados, las especies del género que dominaron cada
comunidad fueron distintas, siendo D. terebinthifolii y D. foeniculacea predominantes en este
estudio, y D. infecunda y Diaporthe sp. 2 predominantes entre los enddfitos. Esto podria llegar
a sugerir la existencia de una sucesién de especies de Diaporthe en el marco del proceso de
descomposicion foliar. Sin embargo, también es posible que haya ocurrido un recambio de las
especies de Diaporthe endodfitas en el trascurso de los dos afios que separaron ambos
relevamientos. Lo que si queda claro es que las especies de este género que predominan en
[dmina son distintas de las que predominan en peciolo, tanto antes como después del
fendmeno de abscision, algo que podria estar reflejando un fendmeno de particién de nichos.
Ademas, al observarse las frecuencias de incidencia de estas especies en las comunidades
endofitas y saprétrofas de ambos érganos, también queda claro que Diaporthe compite mejor

en peciolo que en ldmina.

Finalmente, resulta interesante destacar que la mayor parte de las especies del género
encontradas, como D. infecunda, D. terebinthifolii, D.oxe y D. endophytica parecen ser especies
endémicas de esta region geografica ya que solo han sido descritas como enddfitas en plantas
nativas medicinales del estado de Parand, Brasil. No es de extrafiarse esta vinculacidon entre
Diaporthe uruguayas y brasileras asociadas a plantas nativas si se tiene en cuenta la hipdtesis
de que buena parte de la flora asentada en el pais migré desde regiones como el estado de
Santa Catalina en Brasil, aledafio al estado de Parana (Legrand, 1968). Ademas, el analisis
filogenético realizado también reveld que dos asilamientos aqui obtenidos representarian
especies de Diaporthe que todavia no han sido descritas, pudiendo tratarse de especies

endémicas o, en el mejor de los casos, de especies exclusivas del guayabo blanco. Estos
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endemismos ponen de manifiesto, en primer lugar, la importancia de los factores
biogeograficos en el ensamblado de las comunidades fungicas vy, luego, la persistencia exitosa
de muchas especies fungicas nativas frente a la entrada de especies fungicas foraneas que

vienen de la mano del intercambio floristico llevado a cabo por el hombre.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se estudid la diversidad de hongos asociados al mantillo foliar del guayabo
blanco en etapas tempranas de descomposicién, haciendo uso de dos estrategias de
relevamiento distintas, una directa y otra indirecta. Ambas técnicas permitieron obtener
inventarios incompletos pero suficientemente representativos de la comunidad, que ademas
resultaron ser bastante distintos y, por lo tanto, complementarios. Entre ambos se logré
registrar una comunidad formada por 77 especies de hongos, en su mayoria anamorfos
pertenecientes a Ascomycota. Se sugirié ademds que la técnica indirecta, basada en el cultivo,
permitiria representar con mayor fidelidad la comunidad. De los resultados de esta técnica se
desprende que ninguna especie tuvo un gran dominio de la comunidad, encontrandose

muchas especies raras.

Se pretendid a su vez determinar el efecto de ciertas variaciones del sustrato foliar en la
estructuracién de la comunidad. En este sentido, se encontraron claras diferencias entre las
comunidades asociadas a las ldminas y a los peciolos. Las especies mas frecuentes de los
peciolos fueron Diaporthe terebinthifolii, Phoma sp., Fusarium incarnatum vy Fusarium
sambucinum, mientras que las ldminas tuvieron solo a Pestalotiopsis guepinii como especie
bastante frecuente. Ademads, se estimd que la comunidad de los peciolos fue el doble de rica
en especies que la comunidad de las laminas. Las diferencias en las caracteristicas fisicas y
guimicas, asi como un progreso a destiempo de la descomposicidn para ambos drganos,
estarian a la base de las diferencias observadas entre ambas comunidades. Por otro lado, el
nivel de integridad de las hojas no parecid afectar mayormente la composicién de la
comunidad. Solo se pudieron identificar dos especies particularmente abundantes en las hojas
lesionadas, Dactylaria eucalypti y Mycoleptodiscus sp., cuya presencia podria estar asociada al

transporte mediado por los insectos herbivoros que causan las lesiones.

De la comparacion de las comunidades saprotréficas aqui obtenidas con las comunidades
endofiticas obtenidas por Tiscornia et al. (2012) para los guayabos blancos de la misma
localidad surgié que casi un 33% de los endéfitos foliares todavia podian encontrarse en las
hojas recién caidas, donde podrian estar completando sus ciclos vitales. De todas formas, los
hongos enddfitos representaron una porcidn infima de la comunidad saprotrdfica, por lo que a
priori no tendrian un papel relevante en la descomposicién de este mantillo. Sin embargo, no
se puede descartar que la distancia temporal entre ambos muestreos haya afectado
negativamente estas vinculaciones. También en este trabajo se constaté un aumento

sustancial de la diversidad fungica, particularmente en los peciolos.
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Finalmente, distintas especies del género Diaporthe parecen asociarse con éxito a los tejidos
vivos y muertos del guayabo blanco. En general, se observa una marcada preferencia por algin
tipo de dérgano foliar, lo que podria estar reflejando un fenédmeno de particidon de nichos entre
las especies de este género. Ademas, el analisis filogenético de Diaporthe no solo reveld claras
vinculaciones entre algunos aislamientos enddfitos con los aqui obtenidos, sino que dejo en
evidencia que existen en estas comunidades especies que todavia no han sido descritas,
pudiendo tratarse de especies endémicas o de especies exclusivas del guayabo blanco.
También puso en relieve la importancia de factores biogeograficos en el ensamblado de las

comunidades fungicas.
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ANEXO |

En este anexo se presenta la composicién de los medios de cultivo empleados en este trabajo.

Agar Extracto de Malta al 2% (MEA)
|Bills & Foster, 2004]

Extracto de malta 20g
Agar 20g
Agua destilada 1000 ml

Medio apropiado para el aislamiento, cultive v mantenimiento de gran
variedad de hongos.

Agar Extracto de Malta con Cloranfenicol
{MEA-CL) (Bills & Foster, 2004)

Extracto de malta 20g
Agar 20g
Cloranfenicol 120 mg
Agua destilada 1000 mli
Medioc apropiado para €l aislamiento de hongos del sueloy de la
hojarasca.
Agar Hojas de Clavel {CLA)
{Atlas, 2010)

Hojas de clavel variable
Agar 20g
Agua destilada 1000 ml

Cortar hojas en trozos de Smm. Secarlas en horno 2 40-55°C por dos
horas. Esterilizarlas por irradiacion gamma. Preparar €l agar-agua v
autoclavarlo. Ni bien se llenan las places de Petri, se depositan algunos
trozos en la superficie.

Medio utilizado para el estudic de algunos géneros como Fusarium.

Agar Nutriente Sintético {SNA)
(Bills & Foster, 2004]
KH,PQ, 1.0g
KNO, 1,0g
MgS5S0,+7H,0 0,5g
KCL 0,5g
Glucosa 0,2g
Sacarosa 0.2g
Agar 20,0g
Agua destilada 1000 ml

Medio recomendado para ohservar la esporulacion de algunos hongos
mitosparicos como Fusarnum.
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Agar Papa Dextrosa (PDA)
{Bills & Foster, 2004)

Papa

Glucosa

Agar

Agua destilada

200g
20g
20g
C. 5.p. 1000 ml

Trocear las papas. Hervir 20 minutos. Filtrar con gaza. Llevar a volumen

con €l agua destilada. Autoclavar.

MMedio apropiado para €l aislamiento, cultive v mantenimiento de gran

variedad de hongos.

Agar Papa Zanahoria {PCA)
(Bills & Foster, 2004)

Papa pelada
Zanahoria pelada
Agar

Agua destilada

abtg
abtg
20g
€. 5.p. 1000 ml

Triturar la zanshoria y trocear las papas. Hervir 15 minutos. Filtrar la

mezcla con gaza. Llevar & volumen con agua destilada. Autoclavar.

Medio muy apropiado pars estimular la esporulacion de los hongos.
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ANEXO Il

En este anexo se presentan las matrices de presencia-ausencia obtenidas tanto para el método

directo como indirecto.

Tabla Il.1. Matriz de presencia-ausencia para cada camara himeda de las categorias analizadas por

el método directo

Camaras himedas de hojas integ
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Camaras himedas de hojas lesionadas
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Tabla Il.2. Matriz de presencia-ausencia para cada unidad muestral de las categorias analizadas por

el método indirecto.

Unidades muestrales de PECIOLO

Taxones Codigo 1213041516718 8i10:1Mi12:13114115/16117 1819120 21:22: 23

Alternaria alternata ALA gi0i0:0i0i0i0i0E0 0000000000000 0
APU gioio0ioio0i0i0i0i0oi0i0i0Oi0iOI0OiOE0Oi0OI0OE0OI0OE0:0
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Coniella castaneicola CCA gf0i0i0i0i0i0i0i 00 0000000000000
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Unidades muestrales de PECIOLO
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Unidades muestrales de PECIOLO
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ANEXO IlI

En este anexo se presentan las especies de hongos que fueron identificadas, incluyendo
material fotografico original y alguna informacidn sobre su distribucidn, su preferencia de
sustrato, su potencial fitopatogénico y su clasificacidn. Esta informacion se obtuvo de la base
de datos de hongos del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (Farr & Rossman,

2015) y de la base de datos del Index Fungorum (Kirk & Cooper, 2010).

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.

Saprétrofo cosmopolita, comunmente encontrado en todo
tipo de material vegetal muerto. Puede causar manchas
foliares y podredumbres. Se encuentra en hospederos de
multiples géneros en multiples familias. Ver figuras l1l.1 y

l.2.

Clasificacién: Pleosporaceae, Pleosporales,
Pleosporomycetidae, Dothideomycetes, Pezizomycotina, Figura IIl.1. Cultivo de Alternaria

alternata en MEA.
Ascomycota

o@D\
o

Figura lll.2. Cadenas de dictioconidios de Alternaria alternata.
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Aureobasidium pullulans (de Bary & Léwenthal) G. Arnaud —

Saprodtrofo cosmopolita, encontrado en gran variedad de
sustratos. Aparece comunmente como epifito foliar y es un
contaminante comun. Aureobasidium es el anamorfo de

Discophaerina. Ver figura lIl.3.

Clasificacidon: Saccotheciaceae, Dothideales,

Dothideomycetidae, Dothideomycetes, Pezizomycotina, Figura IIl.3. Cultivo de Aureobasidium

Ascomycota pullulans en MEA.

Bartalinia robillardoides Tassi

Cosmopolita, saprétrofo encontrado en el mantillo foliar de

varios tipos de planta. Ver figura ll1.4.

Clasificacién: Amphisphaeriaceae, Xylariales,
Xylariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota

Beltrania rhombica Penz. Figura 111.4. Cultivo de Bartalinia

robillardoides en MEA.
Saprétrofo de distribucidn pantropical, encontrado en varios

materiales de distintas especies hospederas. Ver figura III.5.

Clasificacion: Incertae sedis, Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.5. Conidios de Beltrania rhombica.
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Beltraniella portoricensis (F. Stevens) Piroz. & S.D. Patil

También conocida por su antiguo nombre Ellisiopsis gallesiae. Es
una especie ampliamente distribuida, cominmente encontrada
en el mantillo foliar de diversas plantas hospederas. Su
teleomorfo es Pseudomassaria carolinensis. Ver figuras 111.6 y

.7.

Clasificacién: Hyponectriaceae, Xylariales, Xylariomycetidae, Figura lIl.6. Cultivo de Beltraniella
portoricensis en MEA.

Sordariomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota.
X 44
Vit
. , (( ( ;I—
. D@ V4
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Figura lll.7. Conidios y setas de Beltraniella portoricensis.

Blastomyces dermatitidis Gilchrist & W.R. Stokes

Patégeno oportunista de humanos, se encuentra comiunmente

en hojarascas.

Clasificacién: Incertae sedis, Pezizomycotina, Ascomycota

Calonectria insularis C.L. Schoch & Crous

De distribucion tropical y subtropical, asociado a varias familias . . .
Figura I11.8. Cultivo de Calonectria

hospederas, puede causar mancha foliar y podredumbre de insularis en MEA.

raices. El anamorfo de esta especie era conocido como

Cylindrocladium insularea. Ver figura 111.8 y 111.9.
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Clasificacidon: Nectriaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

’ ~
Figura I11.9. Estructuras de reproduccion asexual de Calonectria insularis. Se observa conidiéforo,
macroconidios (= 37 um) y vesicula (= 18 um).

Ceratocystis sp. Ellis & Halst.
Ver figura 11.10 y II1.11.

Clasificacién: Incertae sedis, Microascales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

-

5 X
e MamV o

Figura 111.10. Estructuras asexuales de Ceratocystis sp.. A) conidiéforo
macronematoso con collarette; B) cadena de conidios (= 45x7 um).
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Figura Ill.11. Estructuras sexuales de Ceratocystis sp.. A) cuello roto del peritecio y gran cantidad de
ascosporas; B) ascos (= 75x6 um); C) ascosporas filiformes (= 70 um).

Cercophora samala Udagawa & T. Muroi
Hongo saprotrofo encontrado en heces de vaca y en hojarasca.

Clasificacién: Lasiosphaeriaceae, Sordariales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
Chaetomium funicola Cooke

Hongo cosmopolita, encontrado en mantillo, puede producir podredumbre blanda de la

madera.

Clasificacién: Chaetomiaceae, Sordariales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
Chloridium botryoideum (Corda) S. Hughes

Clasificacién: Chaetosphaeriaceae, Chaetosphaeriales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
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Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries

Especie cosmopolita, cominmente encontrada en restos
vegetales muertos, aunque también en hojas, semillas e
inflorescencias. Puede causar mancha foliar y tizén foliar. Es un
patdgeno secundario de una gran variedad de plantas. Se asocia

a multiples géneros de multiples familias. Cladosporium es el

anamorfo de Davidiella. Ver figura I11.12. . . .
Figura Ill.12. Cultivo de Cladosporium

cladosporioides en MEA.
Clasificacién: Cladosporiaceae, Capnodiales,

Dothideomycetidae, Dothideomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota
Clonostachys rosea (Link) Schroers, Samuels, Seifert & W. Gams

Hongo cosmopolita, encontrado en varias partes de las plantas, tanto vivas como muertas de
diversas especies hospederas. Puede causar acronecrosis y podredumbre de raices, vainas y
coronas, puede encontrarse también como endéfito o saprotrofo. También conocido por su

antiguo nombre Gliocladium roseum. Ver figura Il1.13.

Clasificacidn: Bionectriaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.13. Conidiéforos de Clonostachys rosea. Se pueden observar las
fidlides portando todavia los conidios reniformes caracteristicos.
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Figura I11.14. Cultivos de las especies de Coleophoma. A) cultivo de Coleophoma
crateriformis en MEA,; B) cultivo de Coleophoma empetri en MEA.

Coleophoma crateriformis (Durieu & Mont.) Hohn

Ver figura l1l.14.A.

Clasificacién: Incertae sedis, Pezizomycotina, Ascomycota
Coleophoma empetri (Rostr.) Petr.

Hongo cosmopolita, se encuentra en hojas y frutos vivos y muertos. Puede producir manchas y

podredumbres. Se asocia a numerosas familias de plantas. Ver figura I11.14.B y 111.15

Clasificacién: Incertae sedis, Pezizomycotina, Ascomycota

Figura ll1.15. Estructuras de reproduccion asexual de Coleophoma empetri. A) picnidio roto por
aplastamiento liberando gran cantidad de conidios; B) conidios de aproximadamente 15 pm.
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Colletotrichum dematium (Pers.) Grove

Hongos cosmopolita, se asocia a frutos, hojas y tallos de multiples hospederos vegetales.
Puede causar antracnosis, mancha foliar y podredumbre de frutos, entre otras enfermedades.

Colletotrichum es el anamorfo de Glomerella. Ver figuras 111.16 y 111.17.

Clasificacidon: Glomerellaceae, Incertae sedis, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.17. Estructuras caracteristicas de Colletotrichum dematium. A) conidios gutulados
(= 19,5x2,5 um); B) apresorios; C) setas.

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.

Hongo cosmopolita, aparece en hojas y peciolos, frutos, ramas y tallos vivos. Asocidado a
multiples familias hospederas, puede causar antracnosis de tallos y hojas, acronecrosis,

podredumbre de raices, mancha foliar, pudricién de la flor y podredumbre de frutos. Con
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alrededor de 600 especies sindnimas, constituye un complejo de especies cripticas. El

teleomorfo de Colletotrichum es Glomerella. Ver figura I11.18.

Clasificacién: Glomerellaceae, Incertae sedis, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.18. Estructuras de reproduccion asexual de Colletotrichum gloeosporioides. A la
izquierda: esporodoquio formado en las hojas. A la derecha: detalle de las fidlides, los conidios y
las setas.

Coniella castaneicola (Ellis & Everh.) B. Sutton

Presente en regiones templadas y tropicales, en hojas muertas
y senescentes de varios géneros vegetales. Puede causar

mancha foliar. Ver figura I11.19.

Clasificacién: Schizoparmaceae, Diaporthales,

Sordariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota

Figura 111.19. Cultivo de Coniella
castaneicola en MEA.

Coniothyrium sp. Corda.
Ver figura 111.20.

Clasificacién: Coniothyriaceae, Pleosporales, Pleosporomycetidae, Dothideomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
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Figura 111.20. Estructuras de reproduccion asexual de Coniothyrium sp.. A) picnidio roto por
aplastamiento y masa de esporas; B) conidios (= 10x4 um) con distinto grado de madurez y septacion.

Corynascus sepedonium (C.W. Emmons) Arx
Hongo cosmopolita del suelo. El anamorfo es Sepedonium. Ver figura 111.21.

Clasificacién: Chaetomiaceae, Sordariales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.21. Conidios de Corynascus sepedonium. Esféricos y levemente equinulados.
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Cylindrocladiella elegans Crous & M.J. Wingf.

Especie encontrada en Sudafrica, Hong Kong y Australia.,
asociada a varios géneros hospederos, entre ellos algunas
Myrtaceas. Especie fitopatdgena, pudiendo causar
podredumbre de raices. Clylindrocladiella es el anamorfo
de Nectricladiella. Ver figura 111.22.

Clasificacion: Nectriaceae, Hypocreales, Figura II1.22. Cultivo de
Hypocreomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina, Cylindrocladiella elegans en MEA.

Ascomycota
Cytospora chrysosperma (Pers.) Fr.

Especie ampliamente distribuida, asociada a corteza y ramas, produce cancros y necrosis. Se

encuentra mayormente en especies de Salicaceae, pero también en otras maderas duras.

Clasificacion: Valsaceae, Diaporthales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota

Figura 111.23. Conidios de Dactylaria eucalypti. A la izquierda: conidios (= 20 um) uni o
biseptados. A la derecha: detalle de un conidio que revela su par de septos al haber
perdido el contenido citoplasmatico de la célula central.
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Dactylaria eucalypti Vittal & Dorai
Encontrada en el mantillo de Eucalyptus tereticornis. Ver figura 111.23.

Clasificacidn: Incertae sedis, Helotiales, Leotiomycetidae, Leotiomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota
Dendrothyrium sp. Verkley, Goker & Stielow
Ver figura 111.24.

Clasificacién: Montagnulaceae, Pleosporales,
Pleosporomycetidae, Dothideomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota

Figura 111.24. Cultivo de
Diaporthe foeniculacea Niess| Dendrothyrium sp. en MEA.

Encontrada en Australia, Europa y Sudafrica, asociada a varios géneros vegetales. Puede causar

tizdn de vastagos, marchitez y ramas anilladas. El anamorfo del género Diaporthe es

Phomopsis. Ver figura 111.25.A.

Clasificacién: Diaporthaceae, Diaporthales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
Diaporthe infecunda R.R. Gomes, C. Glienke & Crous

Este hongo fue encontrado solamente en Brasil, viviendo endofiticamente en laminas y
peciolos de Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae) y Maytenus ilicifolia (Celastraceae). El

anamorfo del género Diaporthe es Phomopsis. Ver figura 111.25.B.

Clasificacién: Diaporthaceae, Diaporthales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
Diaporthe oxe R.R. Gomes, C. Glienke & Crous

Este hongo fue encontrado solamente en Brasil, viviendo endofiticamente en laminas y
peciolos de Maytenus ilicifolia (Celastraceae) y Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae). El

anamorfo del género Diaporthe es Phomopsis. Ver figura 11.25.C.

Clasificacién: Diaporthaceae, Diaporthales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
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Figura 111.25. Cultivos en PDA de las distintas especies de Diaporthe encontradas en este trabajo. A) D.
foeniculacea, B) D. infecunda, C) D. oxe, D) D. terebinthifolii, E) D. sp. 1, F) D. sp. 2.

Diaporthe terebinthifolii R.R. Gomes, C. Glienke & Crous

Este hongo fue encontrado solamente en Brasil, viviendo endofiticamente en tejidos de

Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae). Ver figura 111.25.D.

Clasificacién: Diaporthaceae, Diaporthales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
Diaporthe sp. 1 Nitschke
Ver figura 111.25.E.

Clasificacidn: Diaporthaceae, Diaporthales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
Diaporthe sp. 2 Nitschke
Ver figura 111.25.F.

Clasificacidn: Diaporthaceae, Diaporthales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
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Dictyochaeta assamica (Agnihothr.) Aramb., Cabello & Mengasc.

Hongo encontrado en mantillos vegetales. También conocido por su antiguo nombre Codinaea

assamica. El género Dictyochaeta es el anamorfo de Chaetosphaeria. Ver figura I11.26.

Clasificacidon: Chaetosphaeriaceae, Chaetosphaeriales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

1 A_’f W,

_.X\\J
Figura 111.26. Estructuras de reproduccion asexual de chtyochaeta assamica. A) conidiéforos con
collarette; B) conidios (aseptados y bisetulados).

LY

Dinemasporium sp. Lév.

Clasificacidn: Incertae sedis, Xylariales, Xylariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota
Discosia strobilina Lib. ex Sacc
Ampliamente distribuida, fue encontrada en hojas vivas y muertas.

Clasificacién: Amphisphaeriaceae, Xylariales, Xylariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
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Epicoccum nigrum Link

Especie cosmopolita, suele encontrarse como epifito o

sobre hojas caidas. Ver figura I11.27.

Clasificacién: Pleosporaceae, Pleosporales,
Pleosporomycetidae, Dothideomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota
Fusarium dlaminii Marasas, P.E. Nelson & Toussoun

Especie encontrada en Sudafrica y Argentina, en restos
vegetales. Fusarium es el anamorfo de Gibberella. Ver

figura I11.28.

Clasificacién: Nectriaceae, Hypocreales,
Hypocreomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota

Fusarium incarnatum (Desm.) Sacc.

Figura 111.27. Cultivo de Epicoccum
nigrum en MEA.

Figura 111.28. Cultivo de Fusarium
dlaminii en MEA.

Tiene por especies sindnimas a Fusarium semitectum y Fusarium pallidoroseum. Se encuentra

en regiones templadas y tropicales, en hojas, raices y semillas. Causa numerosas antracnosis,

marchitamiento y podredumbre caulinar, y podredumbre de frutas. Se asocia a diversas

plantas hospederas. Ver figuras [11.29 y 111.30.

Figura 111.29. Microconidios en polifidlides de Fusarium incarnatum. A la izquierda por observacion

directa del cultivo al microscopio dptico.
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Clasificacién: Nectriaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae,

Sordariomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota

Fusarium oxysporum E.F. Sm. & Swingle

Es cosmopolita y es la especie de Fusarium mas

frecuentemente hallada en el suelo. Como fitopatégeno

puede causar diversos sintomas en las plantas, teniendo un

) B ) Figura 111.30. Cultivo de Fusarium
amplio rango de hospedero. También fue registrado como incarnatum en MEA.
patdgeno humano. Representa en realidad un complejo de

docenas de especies. Ver figura 111.31.

Clasificacién: Nectriaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura l1.31. Cultivo de Fusarium oxysporum en PDA. A la izquierda el
anverso y a la derecha el reverso.

Figura 111.32. Cultivo de Fusarium sambucinum en PDA. A la izquierda el
anverso y a la derecha el reverso.
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Fusarium sambucinum Fuckel

Es cosmopolita, fitopatdgeno de varias familias vegetales. Puede causar cancros, acronecrosis,
podredumbre de raices y de papas almacenadas. Se encuentra en corteza, madera muerta,
raices y papas almacenadas. Conocido ahora por el nombre de su teleomorfo: Gibberella

pulicaris. Ver figura I11.32.

Clasificacidon: Nectriaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.33. Cultivo de Fusarium tricinctum en PDA. A la izquierda el anverso
y a la derecha el reverso.

Fusarium tricinctum (Corda) Sacc.

Muy distribuido en ambientes templados, habitante tipico del suelo. Puede producir lesiones y
podredumbre caulinar, también marchitamiento. Conocido ahora por el nombre de su

teleomorfo: Gibberella tricincta. Ver figura 111.33.

Clasificacidon: Nectriaceae, Hypocreales,

Hypocreomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota | ' ¢
Leptostroma sp. Fr.

Ver figura 111.34. /

Clasificacién: Rhytismataceae, Rhytismatales, Figura I11.34. Cultivo de Leptostroma
Leotiomycetidae, Leotiomycetes, Pezizomycotina, sp- en MEA.

Ascomycota
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Mariannaea elegans (Corda) Samson

Especie ampliamente distribuida, asociada a suelos y restos lefiosos de varias especies

hospederas. Ver figura I11.35.

Clasificacién: Nectriaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.35. Fidlides y conidios de Mariannaea elegans.

Microsphaeropsis arundinis (S. Ahmad) B. Sutton
Encontrada en China, Pakistan y Uruguay. Ver figura 111.36.

Clasificacién: Montagnulaceae, Pleosporales,
Pleosporomycetidae, Dothideomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota

Mycoleptodiscus sp. Ostaz.

Figura 111.36. Cultivo de
Ver figura 111.37. Microsphaeropsis arundinis en MEA.

Clasificacién: Magnaporthaceae, Magnaporthales,

Sordariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota
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Figura 111.37. Esporodoquios de Mycoleptodiscus sp.. Se observan por su lado basal las células
conididgenas unidas lateralmente que forman el esporodoquio. A la derecha un esporodoquio roto
expone la masa de conidios.

Paraconiothyrium archidendri Verkley, Goker & Stielow

Encontrado en Birmania, en hojas de Pithecellobium bigeminum (Fabaceae), causando mancha

foliar. Ver figura I11.38.A.

Clasificacién: Montagnulaceae, Pleosporales, Pleosporomycetidae, Dothideomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
Paraconiothyrium fungicola Verkley & Wicklow
Encontrado en Estados Unidos, colonizando un hongo poliporo. Ver figura 111.38.B.

Clasificacién: Montagnulaceae, Pleosporales, Pleosporomycetidae, Dothideomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.38. Cultivo en MEA de las especies de Paraconiothyrium. A)
Paraconiothyrium archidendri B) Paraconiothyrium fungicola.
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Periconia byssoides Pers.

Hongo cosmopolita, hallado en hojas y tallos de multiples familias hospederas. Puede causar

manchas foliares y caulinares, entre otros sintomas.

Clasificacidn: Incertae sedis, Pleosporales, Pleosporomycetidae, Dothideomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
Pestalotiopsis guepinii (Desm.)

Hongo cosmopolita, asociado a multiples familias
hospederas. Puede hallarse como endéfito o puede
generar sintomas como mancha foliar gris, podredumbre
de pétalos, cancros del tallo y acronecrosis de ramas. Ver

figuras I11.39 y 111.40.

Clasificacién: Amphisphaeriaceae, Xylariales,

Xylariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina, Figura 111.39. Cultivo de Pestalotiopsis

Ascomycota guepinii en MEA.

Figura 111.40. Conidios de Pestalotiopsis guepinii.
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Phialemonium sp. W. Gams & McGinnis
Ver figura 111.41.

Clasificacidn: Cephalothecaceae, Incertae sedis,

Sordariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota \

Figura 111.41. Cultivo de
Phialemonium sp. en MEA.

Phoma sp. Sacc.
Ver figuras [11.42 y 111.43.

Clasificacién: Ghnomoniaceae, Diaporthales,
Sordariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota

Figura 111.42. Cultivo de Phoma sp.
en MEA.

Figura 111.43. Estructuras de reproduccion asexual de Phoma sp.. A la izquierda, picnidio roto
por aplastamiento liberando una masa de conidios. A |la derecha conidios en aumento.
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Pseudoseptoria donacis (Pass.) B. Sutton

Encontrada en gramineas de regiones templadas, forma manchas tipo halo. Ver figuras 111.44 y

111.45.

Clasificacién: Saccotheciaceae, Dothideales, Dothideomycetidae, Dothideomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.44. Picnidio de Pseudoseptoria donacis. A pesar de
estar anlastado se puede apreciar el ostiolo.
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Figura 111.45. Células conidiogenas y conidios de Pseudoseptoria donacis. A la izquierda, células
conididgenas. A la derecha, conidios (= 21x3 um).
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Phyllosticta eucalyptorum Crous, M.J. Wingf., F.A. Ferreira &

Alfenas

Encontrada en Africa y Sudamérica, en hojas vivas de

Eucalyptus spp. (Myrtaceae). Ver figura 111.46.

Clasificacién: Phyllostictaceae, Botryosphaeriales, Incertae

sedis, Dothideomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota
Ramichloridium australiense Arzanlou & Crous

Encontrado en hojas de Musa banksii (Musaceae) en Australia.

Figura l11.46. Cultivo de
Phyllosticta eucalyptorum en
MEA.

Clasificacién: Mycosphaerellaceae, Capnodiales, Dothideomycetidae, Dothideomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Sarocladium kiliense (Gritz) Summerb.

Hongo comun del suelo. También conocido por su antiguo nombre Acremonium kiliense. Ver

figura 111.47.

Clasificacidn: Incertae sedis, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota
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Figura 111.47. Estructuras de reproduccion asexual de Sarocladium kiliense. Se observan fialides

largas y cortas formando cabezuelas de conidios (= 3um)
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Seimatosporium dilophosporum (Cooke) B. Sutton

Encontrado en Oceania, siempre asociado a Myrtaceas. Su

teleomorfo es Discostroma stoneae. Ver figura 111.48.

Clasificacién: Amphisphaeriaceae, Xylariales,

Xylariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota
Figura 111.48. Cultivo de Seimatosporium
dilophosporum en MEA.

Figura 111.49. Estructuras de reproduccion sexual de Sordaria fimicola. A |a izquierda, peritecio roto
liberando ascos con ascosporas. A la derecha, detalle de las ascosporas.

Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Not.

Hongo cosmopolita, comun en estiércol pero también se

encuentra asociado a varios hospederos. Ver figura 111.49.

Clasificacién: Sordariaceae, Sordariales, Sordariomycetidae,

Sordariomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota

Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & B. Sutton

Especie cosmopolita, encontrada en varios géneros de
Cupressaceae and Pinaceae, en tallos, ramas y aciculas. Ver Figura 111.50. Cultivo de Sphaeropsis

sapinea en MEA.
figura 111.50.
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Clasificacidn: Botryosphaeriaceae, Botryosphaeriales, Incertae

sedis, Dothideomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota
Sporidesmium dioscoreae M.B. Ellis

Clasificacidn: Incertae sedis, Pleosporales, Pleosporomycetidae,

Dothideomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota

Stemphylium botryosum Wallr. Figura 11.51. Cultivo de Stemphylium
botryosum en MEA.

Es cosmopolita, puede producir podredumbre negray tizén

foliar. Su teleomorfo es Pleospora tarda. Ver figuras I11.51 y 111.52.
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Figura lII.52. Estructuras de reproduccion asexual de Stemphylum
botryosum. A la izquierda los dictioconidios y a la derecha una hifa

Clasificacién: Pleosporaceae, Pleosporales,
Pleosporomycetidae, Dothideomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota

Sympodiella sp. W.B. Kendr. k3 ’ ! ! '

Clasificacidn: Incertae sedis, Pezizomycotina, Ascomycota

Trichoderma reesei E.G. Simmons Figura 111.53. Cultivo de Trichoderma
reesei en MEA.

Hongo pantropical, en varios tipos de arboles. Su teleomorfo se

llama Hypocrea jecorina. Ver figura 111.53.
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Clasificacién: Hypocreaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Wiesneriomyces laurinus (Tassi)

Hongo cosmopolita, asociado al mantillo foliar. Ver figuras 111.54 y 111.55.

Clasificacién: Incertae sedis, Pezizomycotina, Ascomycota

Figura l11.54. Esporodoquio de Wiesneriomyces laurinus. Se
observa masa de conidios rodeada de setas.

Figura II1.55. Estructuras de reproduccion asexual de Wiesneriomyces laurinus. A la izquierda se
observan sus fidlides y a la derecha los conidios.
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Xylaria sp. Hill ex Schrank

Clasificacién: Xylariaceae, Xylariales, Xylariomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina,

Ascomycota
Zetiasplozna acaciae Crous
Encontrado en hojas de Acacia melanoxylon (Fabaceae), en Francia. Ver figura 111.56.

Clasificacién: Amphisphaeriaceae, Xylariales, Xylariomycetidae, Sordariomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota

Figura 111.56. Cultivo de
Zetiasplozna acaciae en MEA.
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ANEXO IV

Resultados del andlisis con el programa BLAST de las secuencias ITS de los aislamientos

flngicos analizados molecularmente.
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ANEXO V

En este anexo se presentan resultados adicionales del analisis de la diversidad.

Tabla V.1. Contribucion de las especies a la disimilitud de las comunidades de lamina y
peciolo, analizadas por el método indirecto, segun el analisis de porcentajes de similitud

(SIMPER)

Disimilitud i . Contribucicon

Taxones * ] Contribucion % .

promedio acumulada %
Phoma sp. 1,275 71,81 71,81
Pestalotiopsis guepinii 7,227 7,759 15,57
Diaporthe terebinthifolii 6,886 7,353 22,96
Fusarium incarnatum 4,799 5,152 28,11
Fusarium sambucinum 4,373 4,594 32,81
Coleaphoma crateriformis 4,217 4,527 37,33
Diaporthe foeniculacea 4,073 4,372 41,71
Alternaria alternata 3,831 4,113 45,82
Colonectria insularis 3,604 3,966 49,79
Beitranielia sp. 2 3,417 3,668 53,45

Disimilitud promedio general =93,15

*%e muestran los taxones que explican hasta el 50% de la disimilitud.

Tabla V.2. Contribucidon de las especies a la disimilitud de las comunidades de hoja integra y
hoja lesionada, analizadas por el método directo, segun el analisis de porcentajes de

similitud (SIMPER)

Disimilitud ) L Contribucian

Taxones * ] Contribucion % .

promedio acumulada %
Dactylaria eucaiypti S, 750 7484 7454
Mycoleptodiscus sp. 4,708 6,121 13,8
Pestalotiopsis guepinii 4,105 3,337 18,94
Alfernaria alternata 4,055 5,271 24,21
Dictyochaeta assamica 3,746 4,869 29,08
Clonostachys rosea 3,673 4,775 33,86
Digporthe sp. 3,553 4,619 38,48
Wiesneriomyces laurinus 3,316 4,311 42,79
Calonectria insularis 2,21 4,174 46,96
Beltraniello portoricensis 3,182 4,137 51,1

Disimilitud promedio general = 76,92

* 5e muestran los taxones que explican hasta el 30% de la disimilitud.
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Figura V.1. Rarefaccion y extrapolacion de la riqueza de los subconjuntos de lamina obtenidos por
el método indirecto. De color gris, el subconjunto de lamina integra (LI); de color rojo el de ldmina
lesionada (LL). Las lineas sélidas representan la rarefaccion, las lineas punteadas la extrapolacién, el
punto grueso la muestra de referencia y las regiones coloreadas los intervalos de confianza del 95%.
A) riqueza en funcién del esfuerzo de muestreo; B) relacion entre la completitud y el esfuerzo de
muestreo; C) riqueza en funcion de la completitud del muestreo.
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Figura V.2. Desempeiio de los estimadores para las comunidades obtenidas por el método directo.
Curvas de acumulacion de la riqueza observada (S obs.) y de la estimada (Chao2 y Jackknife2). A) para
el total de hojas; B) para el subconjunto de hojas integras; C) para el subconjunto de hojas lesionadas.
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ANEXO VI

En este anexo se presenta el inventario modificado de especies endéfitas asociadas a peciolo

y lamina de las hojas de Eugenia uruguayensis descrito originalmente por Tiscornia et al.

(2012). Las modificaciones se basan en la identificacidn de los aislamientos pertenecientes a

Diaporthe segun la reclasificacién llevada a cabo por Gomes et al. (2013).

Tabla VI.1. Inventario modificado de hongos enddfitos asociados a hojas del guayabo blanco
originalmente descritos por Tiscornia et al. (2012)

Frecuencias de incidencia *
Aislamientos Taxones

EL EP ET

218 Beltrania rhombica 7 7

2349 Cladosponum cladosporioides 1 1

205, 211, 227 230, 234, 223 | Colletotrichum gloesporioides 22 22
221 Coniochaeta veluting 2 Z

211 Eupenicillium brefeldianum 2 2

207 Lentinus tignnus 1 1

209, 2057, 222 212 MNeofusicoccum parvum 3 1 4
201 Migrospora sacchari 3 3

216, 237 MNigrospora sphaerica 2 2
210 Trichoderma safurmisporum 1 1

225 Xylaria digitata 2 2

206", 215 Xylaria sp 7 11 13
202, 213 Diaporthe infecunda 12 B3 75
232 Diaporthe sp. 2 1 2 13

208 Diaporthe sp. 3 8 g

204, 224 Digporthe endophytica 1 1 Z
220 Diaporthe oxe 7 7

219 Diaporthe sp. 4 3 3

*EL, enddfitos de lamina; EP, enddfitos de peciolo; ET, enddfitos total
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