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INTROOUCCION

Las estructuras séreas de las plantas, y las hojes en particu-
ler, proporcionan un habitat en donde se desarrolla una variads flo-
ra microbiana. Dicha flora estd compuestas por organismoe que, de a-
cuerdo & su ubicacibén en el sustrato, pueden ser epifitoes o endofi-
tos y, de acuerdo a su tipo de nutricifn o relacién con el hoepedan-
te, pardsitos, parésitoes débiles o saprifitos. Los parésitos, tanto
epifitos como endofitos, han sido estudiados bajo miltiples aaspectos
desde el comienzo de loe estudios fitopatolbgicos. Sin embargo, a pe-
sar que desde loe trabajos de Hiltner (1903) se aceptaba que el equi-
librio hospedante-patfgeno en la raiz, estaba influenciado por los
sapr6fitos de 1s rizosfera, los sapr6fitos y pardsitos débiles de las
hojas y otras estructuras aéreas de las plantas, comisnzan a ser es-
tudiados s8flo a partir de mediados de siglo (Last & Warren, 1972).
Los trabajos de Last (1955) y Rulnen (1956) fueron fundamentslee en
el desarrollo de estas investigaciones. Ambos autorea, casi simulté-
neamente, proponen sl término "filosfera”, en analogi{a al término
rizosfera, para indicar la superficle de le hoja como un hablitat don-
de se desarrolla una flors particular. Este flora esta constituida
principalmente por sapr6fitos, pero involucra también a loe pardsi-
toe y parésitos débiles epifilos, y a loa endofilos que deben pasar
ur perfodo critico sobre la superficie de la hoja, hastm que se den
las condiciones pera la colonizacibn.

Kerling (1958) propone el uso da "filoplano" en reemplazo de
filoefera, como un término més correcto para sefislar que 8l Area en
estudio es (Gnicesmente la que se encuentra en contacto directo con la
superficle de la hoja. Sefisla que el entorno de la hoja no tiene pro-
piedades f{sicas y quimicas tales que permitan el deearrollo sctivo
de une microflora, como ocurre con el suelo en el entorno de la raiz.
En forma similar, Ruinen (1961) define filosfera como "la capa en con-
tecto con la hoja y con la atmbsfera, y sujets e la influencims de am-

bas".



Diem (1973) propone una redefinicifn de dichos términos, basén-
dose en observeciones de estimulecifin de la actividad microbimna por
granos de polen, en la superficie de la hoja (Fokkema, 1968, 1971;
Diem, 1970, 1973; Norse, 1972). Sefiala que los microorganismos de la
filosfera seri{an aquellos que se desarrollan a nivel de la hoja, no
sflo sobre la cutficula, sino tembién sobre otros soportes, como pue-
den ser los granos de polen. Utilizarfan para su crecimiento todos
los nutrientes disponibles, cualquiera sea su origen. El1 término fi-
loplano quederi{a entonces restringido sflo a aquellos organismoa que
se desarrollan sobre la cut{cula, en amusencia de nutrientee exfigenoa
8 la hoja. Propone tembién los términos "palinoplano” para designar
la regibn correspondiente a la auperficie del grano de polen, y "pa-
linosfera" a la regién de influencia del polen como nutriente. En el
momento en que los granos de polen estén presentes sobre la hoja, su
palinoplano y palinosfera se superponen y yuxtaponen con el filopla-
no, psra formar la filoefera "sensu lmto". Estas definiciones involu-
cran més el concepto de nicho ecolbgico que el de habitat. Por otra
parte, son de diffcil aplicacién préctica, ya que en la mayorims de
los casos no es féAcil delimitar el tipo de nutricibn de estos orga-
nismos sobre la plsnta viva.

Carroll et 21.(1977) incluyen en la filosfera a los endofilos
y, por lo tanto, el interior de la hoja. Esta ampliacién del término
es vAlida si homologamos filosfera con la definicifn de "biosfera"
dada por Densereau (1957), quien sefiala que es "aquellma parte de la
cortezea terrestre y de la capa de aire circundante que esté habitada
por orgsnismos vivaos", sclarando que "en los trfpicos, por ejemplo,
la biosfera se extiende més profundemente en el suelo que en otras
regiones". Font Quer (1965) ampl{a el espacio que comprende la filos-
fers, indicando que "es la masa, més o menos redondeads o no, del fo-
llaje de una planta o de un conjunto de plantss”, sefialando gque "en
la filosfera puede formarse un micro clima especial, més o menos di-
ferente del circundante”,

Los términoes filosfera y filoplanc han sido usados indiestinta-



mente en las investigaciones de este habltat, en algunos cascs con
scepclones diferentes, en otroe concordantes.

En el presente trabajo utilizeremos filopleno segln la defini-
ci6bn de Kerling (1958), para sefaler el hebitat que ocupan los orga-
nismos epifitos en la hojs viva, y filosfera segln Carroll et al.
(1977), incluyendo a los endofilos.

En el filoplano se han observado principalmente bacterlas, le-
vaduras, hongos filamentosos con estadios levaduriformes, y hongos
estrictamente fileamentosos. En los tr6picos, bsjo condiciones de hu-
medad y temperatura elevadas, se han registrado también algas, l{-
quenes, flagelados, amebas, Myxomycetes, helechos y hasta fanerfga-
mas (Ruinen,1961). Les primeras investigeciones hac{an suponer que
hasts la senescencis, los Unicos organismos activos en este habitat
eran bacterias y levaduras, y que los hongoe fllamentosos se encon-
trabsn como propégulos inactivos. Estudios posteriores comprobaron
la existencia de hongos filamentosos activos desde los primeros easta-
dios del desarrollo de lss hojas, y ain en las yemas.

Como consecuencia de los estudios del filopleno surge el estu-
dio de los endofilos no patfgenos o pardsitos débiles. Estos traba-
jos pusieron en evidencia una alte frecuencia de endofilos, que no
producien si{ntomas evidentes de infeccibn, y que se ponen de mani-
fiesto sflo s través de las técnicas de cultivo. Sin embargo, es so-
lo en los ultimoe clinco aflos que este importente grupo de organismoe

hs comenzado a ser estudiado con més intenaidad.



ANTECEDENTES

1. Los microorganismoe saprifitos en el filopleno

El estudio de los saprffitos en lae estructuras aérese de las
plantms tuvo en sus comienzos doa enfoques: el de la microflora epi-
fita de las eatructuras vives, y el de squella que act(im en ls senge-
cencis y muerte de los tejidos. El primero fue inicimdo por loe fito-
patblogoes como consecuencia de la relacifin sapréfito-pardeito, que
incide sobre la salud de ls plenta. El segundo, como une prolongscidén
de las investigaciones sobre los organismoe que actlian en el suelo
descomponiendo los restos vegetsles hasta la formecién de humus.

Dickinson (1976) define s los organismoe del filoplano como
agquellos gque son capscea de completar su ciclo de vida, o uns psrte
significetive de €1, sobre ls hojs vive. Sin embsrgo, numercsas inves-
tigaciones han establecido que muchos de ellos sctien como descompo-
nedores primarios, e inician la penetrscién de los tejidos en la se-
nescencia de la hoje. Ello es consecuencim de los cembios quimicos,
enziméticos y ultraestructurales que sobrevienen en esta etapm, y
que disminuyen les resistencis del hospedsnte. Es impreecindibla, en-
tonces, el estudio global de estos dos sspectos, para obtener una vi-
8ién completa del papel de los sepr6fitos en lss estructuras aéreas

de las plantas.

1.1. Composicién de ls microflore y técnicae de eetudio

La presencia de organismos smpréfitoe sobra hojes y otras es-
tructuras aéress de las plantas se conoce desde hace mée de un miglo.
En 1868 de Bary describs Dematium pullulens (=Aureocbesidium pullulans),
como un hongo frecuente en este habitat. Treintas y cinco sfoe mée tar-
cde, Burri(1903) demuestra ls existencis de una flors becteriena scti-



va sobre las hojss, sembrendo el agua resultante del lavedo de hojas
y de la maceracibn de tejidos. Duggelli (1904) obtiene resultados se-
mejantes, y demuestra gque ciertas bacterias que acompafian e loa fru-
tos y semillas secas, se desarrollsn sobre las hojas después de la
germinacibn. Las especies registradas con mayor frecuencims fueron
Pseudomonas trifolii y P, fluorescens.

Potter (1910) sefislé la existencia de una flora liquénica epi-
fila en los trépicos lluviosos. Paralelamente obtiene cultivos de

hongos filamentosos, al presionar hojas vivas de Solanum ep. y Helian-
thus sp. sobre medio de gelatina en cajas de Petri. Entre los alala-
mientos més frecuentes cita a Penicillium ep. y Botrytis sp. Waller
(1929) demostrS que el filoplano alberga una flora bacteriana més di-
versa que la seflalade hasts el momento. El desarrollo de slgas fue
obeervado por Palm (1934) que encontrf Stomatocroon sp. en las céma-

res subestomatalaes de una gran variedad de plantas tropicales. Keen-
er (1950) eatudib loes hongoa de lae yemas foliares en varias especies
arb6reas, por medio de técnicas de cultivo. Las yemas recién formadas
ten{an mayor frecuencia y nimero de especies que las que se encontra-
ban en dormicién.

En su trabejo sobre descomposicién de hojaresca de Amelanchier
sp. v Fagus sp., Smit 8 Wieringa (1953) investigaron los primerce es-
tadios del desarrollo de las hojam, y corroboraron la existencia de
A. pullulesns. La colonizacifn del follaje por levaduras basidiospéri-

cas de la familia Sporobolomycetaceae, fue seflalada por Derx (1930).
Lest (1955) estudif la ecologia de estos organismos sobre hojas de
trigo y cebada, poniendo énfasis en la importancia de este habitat
para el desarrollo de organismoe sapréfitos. Utiliz6 el método de
aislamiento por cefds de esporas (Kluyver & van Niel, 1924; Derx,
1930; Buller, 1933) y registro como organiemo més frecuente a Sporo-
bolomyces roseus. Observb, ademés, la presencims de Cladosporium sp.

eobre las hojas muertas.
Krowlik et al. (1955) estudiaron las becteries del follasje de
une gran variedad de plantas, y observaron que la gran mayorfia eran



especies pigmentadas. En el filoplano de &rboles y arbustos de variams
localidades de Java, Sumatra y Banka, la flora bacterisna esté repre-
sentada principalmente por Beijerinckia spp., una bacteris fijedora
de nitrbgena (Ruinen, 1956).

La mayoria de los investigadores restringen sus estudios & un

grupo limitado de organismos, pero Kerling (1958), usando el método
de lavado de hojas de Beta vulgaris, puso de manlfiesto la existencla

simulténea de baecterias, hongos con estadios leveduriformes y hongos

estrictamente filamentosos. Destaca que Cladosporium herbarum se en-

cuentra tanto sobre hojas verdes como sobre senescentes y muertas.

Los trabajos realizados en la microflores aérea por Hirst (1953),
Gregory y Hirst (1957) y, méAs tarde por Gregory (1971, 1973), estimu-
leron los estudios del filoplano al demostrar que lae esporas de laos
organismos sapr6fitos se encuentran en mayor cantided que la de los
parésitos. Estos resultados demostrarian que los saprffitos se desa-
rrollaen sobre las hojas vivas y senescentes, en mayor proporcién que
los patfgenos (Last & Deighton, 1965).

Paralelamente a los estudios del filopleno se realizaron las
primeras investigaciones sobre sucesibn de organismos en tejidos se-
nescentes y muertos saobre el nivel del suelo. Webster (1956, 1957)
describif el petrén de colonizacibn fingica en véstagos florecidos
de Dactylis glomerata. Usbé técnicas de observacifn directa de las

fructificaciones sobre véstagos, veinas y léminaes. E1 primer grupo
de hongos que aparece con la senescencia esté& formado por C. herba-

rum, Epicoccum purpurescens, Alternaria elternata y A. pullulans.

Sefisl6 que los primeros colonizadores son Hyphomycetes y Ascomycetes,
en su gran mayor{a anamorfos y teleomorfoe de Loculoascomycetes. Al
comparar con los resultados obtenidos en sustratos en el suelo (es-
tiércol, hojarasca y humuse), destacf la ausencia de Mucorales en ls
degradacién de Dactylis glomerata por sobre el nivel del suelo. Pro-

pone que eate tipo de investigaciones deben completarae con estudios

de cultivo.



Pugh (1958), sn el estudio de tejido senescente y muerto de Ca-
rex paniculata, cultivl pequefioe trozos de tejido con previa esteri-
lizacifn superficial. Esta técnica 1s permitil poner en evidenclie or-
ganismos que estén actuando en la degradacl6n interne del tejido,pero
no fructificados en el momento del muestreo. Los primeros colonizado-
res de este sustrsto fueron identificsdos como C. herbarum, Cephalos-
porium acremonium y Fusarium culmorum.

Hudson & Webster (1958) encontraron un patrfn de colonizacién
primeria semejente al de Webster (1956, 1957), en vastagoa senescen-
tes y muertos de Agropyron repens, que incluyen la veina y lémina da
la hoja. Registraron le presencia de A, pullulans aln antee de que
las hojas desarrolleran, y seflalaron que el micelio de Cladosporium
cledosporioides, A, alternata y E. purpurascens puede perdurar en con-
diciones vegetatives mucho tiempo después de le fructificacién.

En su estudio de las levadurae del filoplanoc de plantas de paa-
tura de Nueva Zelandis, di Menns (1959), sembr& alicuotaa de macera-
do de hojas, y registrd como los mée importantes colonizadores, @
Rhodotorula sp. y Sporobolomycetaceae. Observl que estos organismos
se disponen en grupos dentro de lae depresiones de la pared celular.
La miema autors (1960) estudiesndo el filoplano de Bryum antarcticua

en la Antértide, encontré que Cryptococcus sp. eas més frecuente que
Rhodotorula sp. en ese sustrato.

Vozneyakoskaya & Khudyakov (1960) estudieron la flora bacteria-
ne del filoplano de 18 especies vegetales de Rusim, utilizando la téc-
nica de alslemiento de Kerling (1958). Obaervaron que 8l nimero de
becteriae eislsdas dependis del medio de cultive utilizado.

Ruinen (1961) realizé un velioso aporte sl estudio del filopla-
no, analizendo le flora en hojas vivas de diferentee edades, en gran
veriedad de plantes tropicales. Junto s otras técnicas usé la répli-
ca de le superficie de las hojme con colodifin o pléstico soluble en
asgua. Estae réplices, observedss en el microscopio 6ptico, permiten
estudiar la distribucién de los organismoe sobre las hojma. Sefals
que 8l drenaje de ague 8 lo lergo de las nervadurse csusa una acumu-



laci6n de organismos que puede ser cbservada s ojo desnudo. Reconoce
como colonizadores primerios a las bacterias, actinomicetes y hongos
filamentosos.Posterinormente aparecen algas, levaduras y liquenes. Es-
ta es una de les pocas investigaciones en que se menciona a los acti-
nomicetes como integrantes de la flora del filoplano. Stout (1960)
puntualiz6 gue estos organismos que son muy frecuentes en el suelo,
se encuentran muy raramente sobre las hojas vivas.

Meredith (1962) y Hudson (1962) estudiaron los hongos que apa-
recen a partir de la senescencia, en hojas de banana y cefia de azlcar,
respectivamente. La observacién directa del material despues de 2-4
dias en cémara himeda indi:e que los colonizadores iniciales o sapré-
fitoe primarios, estarien ,a presentes sobre las hojas verdes, pero
fructificarian sobre las hajas senescentes.

Les técnicas usadas en los estudios precedentes, son inadecua-
des para discriminar entre organismos epifitos y endofitos en los te-
Jidos vivos; as{ como entre los vegetativamente activos, y aquellos
que se encuentran en estado de esporas u otros propégulos inactivaos
en el filoplano. Kendrick % Burges (1962) estudiaron la sucesibn fan-

gica en hojas vivas y hojarasca de Plnus silvestris, utilizando un

conjunto de técnicas que les permitieron diferenciar estos estados
de la micoflora. Los orgenismos en estado de micelio activo, fueron
detectados utilizando le técnica desarrollada por Harley & Waild (1955)
para el estudio de la microflora de raices. Consiste en el lavado re-
petido de pequefios trozoe de hoja, de tal manera que se eliminan las
esporas de la superficie. El cultivo posterior de los trozoe permite
alslar organismos, preferentemente hongos filamentosos, que se encuen-
tren vegetativamente activos.

Para diferenciar entre endofilos y epifilos, utilizaron la téc-
nice de esterilizacifn superficimel de fragmentos de hoja (Davies, 1935),
que ya fuera utilizade por Pugh (1958) en hojas senescentes y muertas.
El empleo de estas técnicas de cultivo, complementadas con la observa-
cibn directa de las fructificaciones sobre el mesterial, les permitid

obtener un amplio espectro de la relaclfn de los hongos con el sustra-



to. Los resultados permitieron comprobar que, 8 pesar de no producir
ningdn sintoma de infecci6n, Lophodermium pinastri se encuentra como

endofilo en hojes verdes, y produce sus fructificaciones en la hojse-
rasca; mientres que Coniosporium sp., y A, pullulans son organismoa

estrictos del filoplano.

Ruinen (1963) demostrd que en el filoplano de Arboles y arbus-
tos de Indonesia, predominan las cepas coloreadas de levaduras, tel
como fuera observado por Krowlik et al. (1955) en bacteries. Kerling
(1964) realiz6 un estudio comperativo del filopleno de frutille y cen-
teno, aplicando el conjunto de técnicas de cultivo de Kendrick & Bur-
ges (1962). Sefield la presencia de organismos que denomina "casualea
o incidentsles", que se encuentran presentes Unicamente sn forma de
propégulos inactivos. Aislb 27 de estam especies por medio de la siem-
bra de sgus de lavado de hojas, entre los cualea Aspergillus ep.,
Botrytis ep., Cephalosporium sp., Fusesrium sp., Stemphylium sp. y Pho-
ma ep. son los géneros més frecuentes.

Last & Deighton (1965) reelizaron una revisién de los trabajos
relscionedos con el filopleno. Analizaron las técnices utilizadas haa-

ta el momento, los orgenismos y su distribucién, as{ como el papel
que juegan los colonizadores saprAfitos en la superficie de la hoja.
Leben (1965) clasificé los organismos del filopleno en funcibn de su
estedo de ectivided sobre la hoja. Reconoce doe grupos, loe coloniza-
dores "casuslas" (Kerling, 1964) y los "residentes" (figura I a).

La influencia gue puede ejercer el habitat del hospedante en
la microflora, fue estudiada por Dickinson (1965) en hojas de Hali-

mions portulacoides, una planta que crece en pantanos salinos cerca-

nos al mar. Las especies més frecuentes son las mismas que se aislan

en plantas de otroe habitate, con excepcibn de Amscochytula obiones vy

Dgndryphliella salina, este (ltima relacionade con sueloa salinos
(Pugh, 1962). El autor propone la clasificacién de loes hongos del fi-
loplano en tres categorias, en funcibn de la parte del ciclo de vida

que dichos organismos cumplen en ese habitat (figure I b). Debido
el tipo de técnicaes utilizades, sus reaultados no permitsn diferen-
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ciar entre especies epifiles y endofilas.
Hogg & Hudson (1966) estudiaron los hongos de hojas adheridas
al érbol y, hojarasca, de Fagus sylvatica . Establecieron un patrén

de colonizacibn besado en le sucesi6n de la aparicién de las fructi-
ficeciones (figura II c). Demostreron que los organismos encontrados
sobre la planta pereisten durante un tiempo después que laa hojes ca-
en al suelo. Entre las especiea aisladas con mayores frecuencias ci-

tan a: C, herbarum, A. alternata, B. cineres, Discula guercina y A.

pullulans. Consideraron a este (ltima como sapr6fita estricta, pero
Frankland (1966) observd lesiones superficialea producidas por estae
especie sobre pec{olos verdes de Pteridium aquilinum.

Utilizando un amplioc rango de técnicas, Dickinaon (1967), ana-
11z6 la colonizacibn flngica de hojas de Pisum sp., desde antes que
desarrollen hasta los Ultimos estad{os de colonizacién scbre la plan-
ta. Pare observar la distribucifn de los organismos, el nimero de es-
poras y ls densidad hifal sobre las hojas, usé la técnice de impresién
de la superficie, semejante & la utilizada por Ruinen (1961). Seflalas
que esta técnica es mAs efectiva que la de aclaramiento de hojas (Isaac,
1960; Jones, 1962; Hering & Nicholson, 1964), y que la de remocién
de la cuti{cula con pectinasas (Preece, 1962), ye que estoa Gltimoa me-
todos son muy drésticos y modificean la distribucién espacisl.

Hudson (1968), en un trabajo ya clésico sobre la ecologias de
los hongoe que actian en las plantas por encima del nivel del suelo,
realizéd una amplia revisidn del tema. Sugiere que los colonizadores
primarioe sapréfitos que actlen en loe primeros pasos de la degrede-
cién, pueden estar presentes inicialmente en el sustrato en forma ve-
getative, como en el caso de la sucesién en estiércol. Por ello da
gran importancie al uso de técnicas de aislamiento en este tipo de
investigaciones. Eatas aon las Onices que pueden revelar le flora ac-
tiva real en el momento del muestreo. Sin embargo, reata importancia
8 los sepr6fitos del flloplsno, considerando que éetos ee encuentran
86lo en estado de propégulos que germinan en la senescencia, siendo
alli donde actien como colonizadores primarios (figura III b).
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Utilizando Unicemente técnicas de observaoién directa, Yadav
(1968), estudif le micoflora que interviene en la descomposicién de

Urtice diocicae. Sus resultados coinciden con los de Webster (1956,

1957) en Dactylis glomerats.

Pugh & Williams (1968) estudiaron los hongos asociados con la
plants en su totelidad, en hojas, vAstagos y reices de Salsola kali.

Compararon ademés, la flora de hojes y véetagos séreos y enterrados.
En las estructuras séreas encontraron la misma asociacién de hongos
due reconoce Hudson (1968) en su segundo grupo (figura III b). En Bu
mayoria se trata de especies diferentes & las halladas en las mismas
estructures enterradas, y en la rafz. Como ya fuera sefalado para el
caso de las bacterias (Krowlik et sl., 1955), y leveduraa (Ruinen,
1963), las estructures eéreas se caracterizan por tener también une
alte proporcifn de especies fingices dematiéceas. Nicot (1960), en-
contré que le meyoria de los hongos presentes en las dunas del Saha-
ra, son miembros dematidceos de los Hyphomycetes y Sphaeropsidales,

o micelios estériles demetiédceos. Considera que la pigmentacibn del
micelio y esporas es uno de los mecanismos de proteccién a la deseca-
cibn, entre los que distingue: la formacibén de esporas multicelulares,
formacién de peredes grueses, formacifn de picnidios y peritecios vy,
tendencia a former clamidosporas. La mayoria de los hongos encontra-

dos en les estructuras aérees de Salsols kali tienen estas caracter{s-

ticas, mientras gque casi no existen en las especies de la parte ente-

rrada y rafces. La formacién de esporodoquios en E. purpurascena, un

integrente comin del filoplano, y los microesclerocioe de Cladospo-
rium spp., consetituyen también mecanismos de proteccifn a la deseca-
cién (Pugh, 1968). La presencis de pigmentos puede ser beneficlose
también en otros aspectos: loe carotenoides permiten una mayor tole-
rencia a las radieciones UV y/o favorecen la captscién de energia
(Last & Deighton, 1965; Codnor & Platt, 1959). Los pigmentos castafios,
en su mayoria relacionados con la melanina, parecen tener un efecto
de proteccién o filtro de luz, que es uno de los factores limitantea
de la microflora del filopleno. La dessparicién de los hongos de las
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estructuras aéreas de las plantas cuando quedan enterradas, ya habia
sido registrada por Hogg (1966), en hojas enterradas de haya. C. her-
barum es el ejemplo més conocido de disminucibn répida de su frecuen-
cia cuando la hoje cae al suela.

El uso del microscopio electrénico de barrido (MEB), conatitu-
ye un valioso aporte a las técnicas de observacifin directa. Barnes &
Neve (1968) utilizen este técnice para observar la distribucién de
Erysiphe polygoni sobre las hojas. Leben (1969) utiliza la misma téc-

nice para estudiar la distribucién espacial de las poblaciones de bac-
terias sobre lee estipules de las yemas de plantas de soja.

Lamb & Brown (1970) estudiaron comparativamente la micoflora
no parédsita de hojas de Paspelum dilatatum, Eucalyptus stellulats vy
Salix baebylonica. Entre las técnices utilizedas adopta la de clerifi-
cacién y tincibn de hojes, de Shipton & Brown (1962), pare observar

la distribucién de loe hongos sobre las hojaa.
Uno de los pocos estudios de la filosfera en el hemisferio sur,
es el de Ruscoe (1971), gque estudid la micoflore de hojes vives, se-

nescentes y muertes de Nothofagus truncata en Australia. E1l uso de

una variede gama de técnices le permitié corroborar el modelo de Hud-
gon (1968),(figure III b). El grupo 1 esté representado en este caso
por Pestalotia funerea, Tubercularia sp. y Stachylidium sp. También

se encuentre representado el grupo 2, con excepcién de Botrytis cine-
rea. Sin embergo, el inicio de la ectivided de los integrantes de es-

te segundo grupo, no coincide con la senescenclia como lo propone Hud-
son (op. cit.), sino que estén activos desde los primeros estad{os
del desarrollo de le hoja. Encuentra, ademés, significativea diferen-
cias entre la flora de la cars adaxial y esbexial.

Teligoela (1969) y Pugh & Mulder (1971) estudiaron la inciden-
cia de las condiclones ascuédticas y semiscuéticas del hospedante sobre
la microflora. Analizaron el filoplano de Phragmites communia y Thy-

pha letifolia, respectivamente. La sucesién es semejante a la de plan-

tas no ascuticas, pero con predominio, en los primeros estad{oe, de

las bacterims sobre loe hongos. Los estados finales de la degradacifn
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difieren, ya gque hay mayor sbundancie de hongos predadores, que reem-
plazan a los t{picos del suelo.

Preece & Dickinson (1971) editaron los trabajos presentados en
el primer simposio sobre ecologia de los microorganismos sobre la su-
perficle de las hojes, realizado en Inglaterra en 1970. En dicho sim-
posio, Leben (1971) presentd una recopilacién de les investigaciones
sobre la microflore epifite sobre yemas., Introduce el término "gemis-
fera", pera sefilaler la superficie de las yemas como un habitat parti-
cular. Loe datos sobre el tema son hasta ese momento fragmentarios.
Los organismoe con mayores frecuencies son les bacterias y levaduras,
los hongos filamentosos aparecen en bejo ndmero.Entre los més frecuen-
tes encontramos , como en le superficle de las hojes, & Cladosporium
spp., A. pullulans y E. purpurascens (Hishop g Cox, 1969). Los mode-

los presentados por Lenge & Leben (1970, 1971) y Leben y colaborado-
res (1968, 1970), indican que la yema sana y activa de algunas plan-
tss snuales, pueden ser el sitlio primerio pera el crecimiento de bac-
teries patdgenas y no patfgenas. Sugieren que estos organismos crecen
profusemente cuendo crece les hoja.

Pugh & Buckley (1971 a), Buckley & Pugh (1971) y Pugh (1974),
estudieron la micoflore sobre hojas de Acer pseudoplatanus, deede los

primeroe estad{os en el Arbol hasta su descomposicifn completa en el
suelo. El uso simultdneo de técnicas, entre las que se cuentan la de
observaeclén directa con MEB y la siembra de nervaduras previamente
extrafidas con pectinasas, les permitié observer un creoimiento fingi-
co activo desde que la hoja comienza 8 desarrollar. Observaron que la
distribucifn de Sporobolomycee sp. y A.pullulanes, es & lo largo de
les nerveduras principales, corroborando loe hallazgoa de otros in-
veatigadores (Ruinen, 1961; Pesante, 1963; Dickinson, 1967). Los co-

lonizadores primarios comprenden a los enumerados por Hogg & Hudson
(1966).

En su estudio de la microflora de pasturas en Nueva Zelandis,
di Menna (1971) encontré que la mayoris de los hongos aislados per-

tenecen 8 grupos con capacidad para invedir tejido vivo, y aefiala
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que "deben ser estudiedos como organismos viviendotanto en como sobre la

hoja, y no como miembros del filoplano en sentido estricto". Agrege
que " lgs levaduras, en cembio, no pertenecen a grupos con patogeni-
cided conocids, por lo tento, se trataria de verdaderos organismos del
filoplano".

Ls influencla de la microflora de la semilla sobre las partes
aéreas de la planta ,ha eldo poco estudisda. Pugh & Buckley (1971 b)
demostraron que A. pullulans puede ser aislado de le superficie pre-

viamente esterilizada de semillas de Acer psudoplatenus. También fue

alslado de yemas recién abiertes, lo cuel indicar{a un posible cemi-
no de colonizecifn de las hojes desarrolladas (Pugh, 1974).

Godfrey (1974) estudi6 la micoflora del helecho Pteridium aqui-
linum, que reaulté similar a la encontrada en angiospermas de regiones
templadas. Franklend (1966, 1969) estudif la deacomposicién del mis-
mo helecho, y propone un patrén de sucesifn (Frankland, 1974) aemejan-
te al de Garrett (1963) y Meredith (1960).

Sharma & Mukerji (1973, 1974) y Sharms (1974) describieron la

micoflore de hojes de Sesamum orientale y Gossypium hirsutum. Propo-

nen la clasificacibn de la microflora en custro grupos, basados en
el crecimiento sobre las hojes verdes y su participacién en ls des-
composicién (Sharma & Mukerji, 1976), (figura I c).

Lindsey & Pugh (1976) snalizaron le microflora de Hippophtes
rhamnoides, una planta que crece en dunas cercanaas sl mar. La sucesién
resultd ser similer a ls encontreda scbre otras gimnospermas.

Dickinson (1976) propuso un esquema de clesificeciédn de los hon-
gos epifilos (figura I d), en donde extiende la clemificecifn simple

en residentes y casuales de Leben (1965), e incorpore sl concepto
de"especies trensitorias y habltantes casuales", como los usan Lamb

& Brown (1970) y Dickinson (1967), respectivamente. Utiliza para ellos
el término "ex6tonoe" usado por Park (1957), psra aefialsr & los orga-
nismos que estén mal sdaptedos & un determinado hebitat y son inca-
paces de mantener un crecimiento activo. También incluye a los orgas-
nismoe que actlan en los primeroe estadfios de le descomposicién (Hud-
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son, 1968), enfetizando la neceeided de estudioa conjuntoes de estos
doe aspectos de la colonizeclén sobre la planta. Los patbgenos se en-
cuentran también representados en este eaquema debido & que en muchoe
casos son componentes importantes de las pobleciones superficiales,

y en otros es dificil decidir si una cepe aiaslada es patlgena o no
sobre un determinado hospedante.

Las alges comprenden el grupo de orgenismos epifilos menoe ee-
tudiedos. Allen (1973) analiz6 el patrén de distribucién de Phycopel-
tis expanse sobre hojes de une orquidea tropical. Observé una corre-
lsci6n positiva entre la aeparicién del slge y la profundided de las
depresiones entre las células epidérmices. E1 mismo patrén fue obser-
vado por Bernsteln et al. (1973) y Bernstein 8 Carroll (1977) en ls
distribuciébn de Protococcus sp. Estos autores utilizaron como técni-
ce de observacién directe la fluorescencia de los organismos epifilos.
Describen, por medio de eesta técnice, el patrén de colonizacién y la
coberture de las slgas, sctinomicetes y hongos filamentosos sobre ho-
Jas de Pseudotsugs menziesii. Compararon los resultados con observa-

ciones efectuades con el MEB. Sefialando que éste Gltimo método propor-
ciona mayor informacién sobre la topogrefia de le hoja , mientras la
fluorescencis da mejores resultados en la identificacién de los orga-
nismos. Desde los primeros trebajoe de Barnes (1968) y Leben (1969),
el MEB ha sido utllizado por numerosaos investigadores en el estudio
de 1s ecologfia de los orgenismos del filoplano (Davenport, 1970; Kil-
bertus, 1970; Beech & Davenport, 1971; Campbell, 1972; Gessner, 1972;
Belin & Henry, 1973; Gourbier, 1974, 1975; Baker et al., 1979). Sin
embargo, Diem (1973) indica que estas abservacliones no han aportado
mayor informacifn que la suministreda por el microscopio éptico. Roy-
le & Thomas (1971) recalcaron la importancia del use del MEB en loa
estudios cuentitetivos de la distribucién microbiena sobre le hoja.
Royle (1976) realizé una importante revieién asobre el tema y sefiald
los tépicos que pueden ser estudiadoe por este medio.

El conjunto de técnices con que han sido estudiedoe los organis-
mos del filopleno, caen dentro de dos grupos: squellas en donde loa
organismos se observen directemente ecbre la superficie da la hoja,



16

y en las que se los hace crecer sobre medios de cultivo apropiadoa
(Lindsey, 1976).

En términoe generales se observa un incremento en el ndmero
de técnicas utilizedas eimulténeamente en cada estudio, desde los
primeros trabajos hasta el presente. El progreso en el estudio de
loa microorgenismos del filopleno depende del uso adecuado de una
combinacién de técnices de observacibn directa y de cultivo (Dickin-
son, 1971). En el conjunto de técnicas empleadas haste el presente,
el perdmetro més empleado pars estimar las poblaciones ha sido la fre-
cuencia. Otros perémetros, como la densidad, cobertura o biomsse, son
difi{ciles de estimar, debldo a lam caracteristicas del grupo de orga-
nismos involucrados. La densidad de las poblaciones de Sporcbolomyce-
taceae, por ejemplo, medida por la técnice de caide de esporae, ha
sido desestimads por Pennycook & Newhook (1978), debido s que el ni-
mero de balistospores descargadas no es proporcional a la poblaciébn.

La réplica de 1s superficie de ls hoja ha permitido la estima-
cién de la densidad de micellio y/o esporas (Dickinson, 1967; Stadel~
man, 1976; Bernstein 8 Carroll, 1977; Mc Bride & Hopes, 1977; Wild-
man & Parkinson, 1979; Breeze & Dix, 1981). Carroll st al.,(1980)
calcularon la biomasa de micelio, levaduras y algas epifilee, en la

superficie de ramitas de Pseudotsuga menziesii.

Uno de loa aspectos de estos estudios que han merecido eflo en
los Gltimos afios el interés de los investigadores, es el uso de "teats"
para snalizer los datos obtenidos por las diferentes técnicas. En
1979, Wildman & Parkinson utilizaron sl anélisis de varianza (ANQVA)
para estudiar la influencie que tiene la alturs de las hojes en el
érbol y, les estaciones del sfio, en tres campos diferentes de Populua
tremuloides. Loe datos analizados se obtuvieron por medio de la téo-
nics de lavedo de hojes y esterilizacifn superficial. Usaron, ademés,
"teats" no paresmétricos pera anslizar loa resultadoa del nimero de
esporas y longitud de micelio, obtenidoa por réplice de la superficie
de las hojes. Baker et al. estudiaron el nimeroc de especies flingicaa
por medio del {ndice de similitud de Sorsnsen (1948) vy por el méto-
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FIGURA I

ESQUEMAS DE CLASIFICACION USADOS EN EL ESTUDIO DE LOS HONGOS DEL FI-
LOPLANO

e- Clasificaciébn en funcién de su actividaed,seqin Leben (1965)

Colonizadoree cesuales (Kerling,1964): organismos que son depoeita-

dos en forma de esporaas sobre le plenta, pe-
ro que 8son incapaces de germinar y colonizar
ese ambiente.

Residentes (Lsben,1961): miembros de la microflora que ason capaces
de crecer sobre la auperficie esérea da lass
plentas.

b- Clasificacibdn en funcibn de la parte del ciclo de vida que cumplan

sobre este habltet,seqin Dickinson (1965)

Transitoriaos
organismos que se encuentran en estado de propégulos.In-
cluye tembién a les levaduras, las cuales pueden crecer
activemente sobre ls superficie de le hoje. Eete grupo
se pone de manifiesto con la siembra de alfcuotas de a-
gua de lavado de hojas, y no aperecen en los discos le-
vados superficialmente.Ej. Mortierella slpina, Mucor hie-

malis, Rhyparobiue crustaceuas, Aspergillus fumigatus,Bo-

trytis cinerea, Doratomyces microsporus, Fusarium sola-

ni, Penicillium epp.

Crecen y esporulen
se aislan por medio de los dos métodos: siembre de alf-

cuotes de agus de lsvado de hojas y, siembrs de trozos
lavados superficlelmente.Ej. Cladosporium herbarum, Al-

ternarias alternata, Dendryphiella salina.




FIGURA I (cont.)

Crecen solo vegetativemente

se aislan de los trozos lavados superficialmente., Fruc-
tifican en lss hojas moribundae o muertas, y en el sue-
lo. Ej. Ascochytula abionis.

c- Clagificacidbn en funcibn de su crecimiento sobre las hojas verdes

y su participacibn en la descomposicibn (Sharma y Mukeriji, 1976)

Grupo 1

Grupo II

: hongos que son poco activos y no participan en le des-

Grupo III :

Grupo 1V

composicibn.

hongos que no se multiplicen sobre lss hojae verdes, pe-
ro que son causantes de la descomposicibn cuando la hojas
envejece.

hongoe que se multiplicen sobre las hojas verdes y tie-
nen un importante papel en la descomposicién.

hongos que no crecen sobre las hojas vivas, pero que a-

paracen en cémara himeda.

d- Clasificacifn de los hongos epifilos segin Dickinson (1976)

No patégenos

a. Habitantes del filoplano

incluye lae especiea que estan mejor sdaptades peres vi-
vir sobre las hojas verdea. Son capaces de completar su
ciclo de vida, o una parte significativa del é1 sobre la
hoja viva. Se espera que no estén comprometidos en un
proceso extensivd de descompoeicién. Ej. Sporobolomy-
ges, A. pullulans, Cladosporium spp., fumaginea,eape-

cles de Cheetothyriaceae.
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FIGURA I (cont.)

Se pueden distinguir tres cetegorias:

1. hongos que crecen continuamente

2. hongoe con estructuras vegetastives tales, que les per-
miten alternar perfiodos de crecimiento y supervivencia.

3. hongos que cuando las condiciones son propicias comple-
tan rapidamente su ciclo de vide sobre la hoja. Tienen
una eficiente dispersién de esporas y vueven a crecer
cuando se resnudan les condiclones favorables.

b. Invasores del filoplano

incluye las especies que pueden crecer extensivamente
s86lo cuando las condiciones son particularmente favora-
bles. Ej. Alternaria sp., E. purpurascens, Stemphylium sp.

c. Sapr6fitos primarios
son incapaces de crecer en forma extensiva haste la se-

nescencia. Ej. Ascochytuls sp., Leptospheeria ap., Ple-
ospora sp., Phoma sp.

Pat6genos

a. restringidos el filoplano. Ej. Erysiphe sp.

b. que crecen en forma extensiva o sobreviven por largoe per{odoa
sobre el filoplano antes de la penetracién. Ej. Alternarias ap.,
Botrytis sp., Drechslers sp., Septoria sp.

C. que son 1ncepaces de infectar a loe hospedantes sobre los cuales

se han depositado les esporas. Pueden tener crecimiento limitedo

o permanecer en dormicibn.

Exotonos (Perk, 1957)

a. hongoe para los cuales el filoplano constituye un eslabbn esens
ciel en el ciclo de vida, el cual ae completa principalmente en
otro lugar. Ej. Cryptococcus, Myrothecium, Pilobolus.

b. hongos depoeitados sobre las hojas, pero que son incapaces da sa-
cer ventaje de ese habitat. Ej._Genoderma, patb6genos como en c.,

hangoe del suelo.
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do de Bray & Curties (1957). Andrews et al. (1980) usaron el ANOVA en
el anélisis de los factores que pueden modificar la microflors en ér-

boles de grandes dimensiones.

1.2. Nutricibn

Desde los primeros trabejos sobre los saprffitoa del filoplano
loe investigadores mostraron interés en averiguar cufl era la fuente
nutricional de los microorganismoe. Brown (1922) demostré que los me-~
terisles presentes sobre la superficie de las plantas, favorecen la
germinacién de las esporas de hongos. Correlaciond el incremento de
la conductivided eléctrica de les gotas de esgua sobre laa hojaas de
Cereus spectebilis con 8l incremento de la germinacifn de conidios

de Botrytis cinerea. En Vicla fava, sin embargo, no tienen ningln

efecto., En contraste con estos experimentos, los conidios de B. cine-
rea fueron sstimulados por concentraciones bajas de "exudados" de

V. fava, mientras que .las concentraciones altas los inhibfan (Kovacs
& Szeake, 1956).

Derx (1930) considerd que las Sporobolomycetecese usan como nu-
trientes los az(ceres "exudados" a la superficie de laa hojas. Mes
(1954) demostr6 que, el menos algunos de los materiales encontrados
sobre las hojas, son "exudados" por la planta, bajo le influencie de
la lluvis. Ruinen (1961) y Lest & Deighton (1965), reconocen que loe
lixiviados ("leaching") de ls superficie de las hojes, son le fuente
nutricional de los orgenismos del filoplano. El1 "leaching®™ o lixivia-
ci6n es un proceso pesivo difusional. Los ilones provienen de loa es-
pacios de la pared celuler de la hoje, y no de los espacios "internos"
de les células del mesOfilo. Estas célules estén befiadae por una solu-
c16n de sales en la misma forme que lea célules rorticales de lms ra-
{2. Dicha solucibn se encuentra en lo que se denomina el "espacio ex-
terno”. Llena los espaclos de la pared celular y forma una delgada
cape que reviste los espacios intercelulares. Pero mientras la solu-
cién en el "espacin externo" de la rafz est& en répida comunicacibn
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por difusién con le solucifn del suelo, en el "espacio externo" de

la hoja, limite con el aire. En tal situscibén, los iones de eata so-
lucibn estén obligados a pasar a la célula viva, y no a una pérdida
por difueibn como en la rafz. Sin embargo, esta situacibn se revier-
te cuando llueve, hay rocio o nieble. La solucibn del "espacio exter-
no"” se encuentra entonces en comunicacién con una fina pelicula de
agus depositada sobre la hoja. En les lluvias intensas esa pelicule
se encuentra en constante renovacibn. Esa comunicecibn puede no ser
tan grande debido a le accifn gque ejerce la cuticula y la excrecibn
de ceras superficisles. Sin embargo, la cuticula no es enteramente
impermeable, y esté provista de ectodermos. Como resultedo, los iones
pueden lixiviar hacia la superficie de las hojas (Frenke, 1967; Eps-
tein, 1972).

Loe lixiviados de las plantas incluyen una gran varledad de ma-
terieles. Se encuentren entre ellos todos los minersles easenciales
incluyendo los mecro y micro elementoe. Tembién se han encontrado
azlcares, sustancias pécticas, sminoéAcidos y Acidos orgénicos. En pro-
porciones menores, fueron ldentificadss sustancies como les giterelli-
nes, viteminas, alcaloldes y sustanciae fenflicas. Los lixiviados en
mayor proporcién son el K, Ce, Mg, Mn y los carbohidratos (Tukey,
1971). Las experienclas de Tukey y sus colaboradores indicen que le
cantidad de materiales que pasen de la hoja a la capa delgada de hu-
medad es generalmente més grende en: 1) las plentas deficientes que
en les normales; 11) las plantas dafladas mecdnicamente por heledas,
que en las no defdadas (Tukey y Morgan, 1963); 1ii) lae hojas manteni-
das en le oscurided que las que estén a la luz (Tukey et el., 1957);
11i1) las hojes maduras que en las j6venes, con un pico en la senee-
cencie (Tukey et al., 1958).

Le gutaci6n es otrs de las formea en que una cantided suatancial
de azlcares y aminoédcidos se sume a los materiales de la superficie
da las hojas.

En contraste con experienciae anteriores, Godfrey (1974), encon-
tr6 que los lixiviados de hojae de helecho no efectan el porcentaje
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de germinacifn de conidios de B. cinerea, aunque estimuls la produc-
cién de tubos germinativoe més grendes.

Muchos colonizadores de las hojas pueden obtener nutrientes adi-
cionales de los detritus strapados en le trama superficial de las ho-
Jjas (Last & Deighton, 1965; Last & Warren,1972; Dickinson, 1976). Cler-
tos orgenismos como Candida sp., Torulopsis sp., Sporobolomyces sp.

y las Capnodiacease, probablemente usen para su nutricién, las secre-
clones de ciertos insectos como los &fidos (Last & Deighton, 1965;Di-
ckinson, 1976).

Fokkema (1968, 1971), Diem (1970, 1973, 1974), Norce (1972),
comprobaron que en ausencia de nutrientes suplementarios, las pobla-
clones microbianse se ven estimuladas por los granos de polen deposi-
tados sobre le hoja. La base nutriclonal en este ceso la constituyen
las sustencies liberadas al medio por los granos de polen. A todo ee-
te cGmulo de nutrientes puede sfedirse los provenientes de excrecio-
nes omuerte de utros organiemos en la superficlie de la hoja (Last
& Warren, 1972.

1.3. Factores que controlan la comunidad

1.3.1. E1 hospedante y su ubicacifn geogréfice

Los colonizedores més frecuentes del filoplano son de distribu-
ci6n cosmopolita, y no ee ven afectados significativamente por le es-
pecie del hospedante (Lest 8 Delghton, 1965; di Menna, 1971; Ruscoe,
1971). Voznayakovskaya 8 Khudyakov (1960) estudiaron la microflora
de 18 plantss en Rusia, y no encontraron adaptaciones de las especies
epifilas. Por otra perte Diem (1967), Dickinson (1973) , Dickinson
8 wallace (1976) y Tewari (1973), describen los hongos sobre hojas
de trigo y cebada en Inglaterra, Francia e India, y encuentran que
en las tres regiones la flora de ambas plantas estuvo dominada por

Cladosporium sp. y Alternaria sp.
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En un intento por comprobar el endemismo en hongos del filopla-
no, Beker et al. (1979), investigaron la micoflora de tres plantas
endémicas de Hawaii. Encontraron que éste no varf{a cualitativamente
de la registrada en plantas de regiones templadas. Sin embargo, Rui-
nen,(1956) observé que las especies de Bel jerinckia, gque son muy co-

munea en el filoplano de los trfpicos himedos, no se encuentran en el
folleje de otraa regiones del mundo.

KMrowlik et al. (1955) y Stout (1960) sefialaron que la propor-
ci6n relative de bacterima difiere en relaci6rn con el hospedante.
Mientres Flavobacterium spp. son predominentes sobre especies de Fes-

tuca y Poa, sua frecuencias son semejantea a las de Chromobacterium

spp. y Pseudomonas spp. sabre Lolium. Del mismo modo las colonies de
Beijerinckia sp. fueron més numerosas que las de Azotobacter sp. so-

bre hojas de Caceo y, en forma inversa, sobre citrus (Ruinen, 1961).
Cuando la misma autors estudia las levaduras del filoplano de Arboles
y arbustos de Indonesia, observe le totsl ausenclie de Torulopsis aarla

y T. _ingeniosa, dos especies muy frecuentes an el filopleno de plan-
tas de Nueva Zelandia (Ruiner, 1963). Kerling (1964) encuentra que
mientras Alternaria sp. y Cladosporium sp. aon los géneros més abun-

dantes en centeno, en el filopleno de frutille son reemplazados por

Botrytis sp.

Dickinson (1965) destact la ausencia de Sporobolomyces roseua

vy la bsja frecuencia de A, pullulans en hojas de Helimione portulacol-

des. Ambos organismos son considerados como los més frecuentes en una
extensa variedad de plantas de diferentes latitudes (Last, 1955, 1970;
Ruscoe, 1971; Pady, 1974; Dickinson & Wwsllace, 1976).

Hudson (1962), Lal 8 Yadav (1964) y Hudson (1968, 1971) obser-
varon que en los trfpicos las especies de Alternaria son reeplszadas,
generalmente, por Nigrospore spheerica y Curvulasria lunata. Apinis

et al. (1972) obaervaron gue mientraa en una localidad Polyscytalum

sp. es muy frecuente sobre hojas de Phragmites sp., en otrass estaba
ausente. Hudson (1962) y més tarde Dickinsaon (1967) postularon que
las hojes de las plantas est&n colonizedas por dos grupoes de hongos.



2L

Uno formado por especlies ublicuas y cosmopolites, entre las gue sefia-

la a Cladosporium spp., Alternarie spp., Botrytis spp., A. pullulans

y E. purpurascens. El otro, formade por ciertan especles que denomi-

na "elemento Unico", cuym distribucién esté restringida a un nimero

limitado de hospedantes, por ejemplo: Metasphaeria en Carex, Fusicoc-

cum en Pinus, Ascochyta en Halimione y A:ucochyta pinodes en Pisum.

Bell (1974) seflal6é que los organismos que se encuentran asoclados a
determinadas especies vegetales, tlenen generalmente una fase parési-
ta en el material vivo, y un estedo saprofitico persistente en el ma-
terial muerto.

Le especificidad de clertos organismos del filopleno, perece
estar controlade por la nsturaleze fisica de la superficie y, por la
neturaleza quimica de los lixiviados de la hoja (Sinha, 1971). La su-
perficie de las hojes puede presenter diferencies importantes en cuan-
to a lns caracter{sticas de la venacibén, superficie de les célules
epidérmicas, cuticula, tricomas y ceras superficieles (Hallam & Juni-
per, 1971). Las hojas que presentan una topografia més irregular, tie-
nen mayor proporcibn de organismos en el filoplano (Dickinson, 1971;
Baker et al., 1979). Las nervaduras prominentes, le irregularidead de
la cut{cula, la profundidad de los espacios intercelulares y, la ma-
yor densidad de tricomas y ceres superficiales, "proteje" e los pro-
péguloe y estructuras vegetativas de los factores climéticos. Tembién
modificen la persistencie del agua superficial y su sccifin en el mo-
vimiento de los solutos (Last & Warren, 1972).

La posicibn de la hoje sobre la planta es otro de los factores
que puede influir sobre las caracteriaticas de la microflora en plan-
tas diferentes. Lss hojas pueden ser planas , o tener una posicién
vertical. La incidencia de los factores climéticos varie en uns u
otra. La radiacifn que recibe una hoja plena es dos o tres veces supe-
rior a la que recibe una hoje en posicién vertical. Ciertos orgenis-
mos pueden soportar eetas rediaciones, mientras que otros aon suscep-
tibles a ellas. En las hojase planae, la cara sbaxial e&s generalmente
la que tiene mayor nimero de irreguleridedes en su topografia, y ms-
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yor numero de estomas, lo que aumente la humedad de esa superficie.
Su poeicibn brinda, ademés, proteccién contra el erraetre de esporas,
micelio y nutrientes por les lluvies. Estas caracteristicas hacen gue
generalmente dicha cara presente mayor densided de organismos (Pugh

8 Buckley, 1971 a; Breeze y Dix, 1981).

Los lixiviados de la hoja representan la principal fuente de
nutrientes de los organismoe del filopleno. Tukey (1971) demostrd que
existen diferencias significatives en cuanto a volumen, época del afio,
y composicibn de estos lixiviados, en diferentea especiea vegetales,
y aln dentro de una misma especie, si existen variaciones en el clima
0 suelo en que crecen. Esta puede ser otra ceusa de la especificidad
deciertas especies del filoplano. Woller (1929), Khudyakov (1961) vy
Last & Deighton (1965), sugieren que las bacterias y hongos levaduri-
formee, sOn capacee de crecer sobre un smplio rango de hospedantes
debido a que no requieren micronutrientes especificos pera su creci-

miento.

1.3.2. Edad y estedo fisiolégico de la hoja

La mayorfia de los estudios del filoplano hen sido reelizados
en plantas enuales o deciduas, y sl perennes, con hojas de vida me-
dia corta. De tal manera que, la influencia de la edad de la hoje en
la comunided del filoplano, se confunde con los efectos producidos
por los factores climéticos en el transcurso de las estaciones del
sfio. No obetante, desde los primeros trebajos se he sugerido que las
especies finglicas "aparentemente cembian con la edad de lea hoje" (Po-
tter, 1910).

Last (1955) observé cambios cuantitativos en la poblacién de
Sporobolomyces roseus sobre hojas de centeno. La frecuencis de esta
especie fue minima hasta la mitad de la vide medie de la hoja, en que

aumenta hasta un méximo después que la hoja muere. Del mismo modo,
Ruinen (1956, 1971) indic6 que "las pobleciones fingices estén prac-
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ticemente ausentes en las hojas j6venes, el incremento comienza cuan-
do la hoje madura, pudiendo alcanzer considerables dimeneiones en las
hojas viejas." "Las poblaciones bacterianas se comportan de la misma
manera". Webster (1956, 1957) observd cambios cualitativos graduales
de la flora fingica en hojas de Dactylis glomerata. Describi6 un pa-

tr6n de colonizecibn en funcibn del estado fisiolbgico de le hoja,
desde la senescencia hasta la muerte de la planta (figura II a). En

Saccharum officinarum, Hudson (1962) reconocibé tres grupos sucesivos

que se reemplazan con periodos de dos meses (figurea II b). Hogg y Hud-
son (1966) obtienen resultados similares en hojas vives y muertes de

Fagus sylvatica (figura II c).

Dickinson (1967) sefialé que las hojas jOvenes parecen estar 1li-
bres de micelio; en las hojas activas de oualquier edad el nimero de
especies es bejo, aumentando considerablemente con la senescencla.
Sin embargo, Ruscoe (1971), demostrf que los hongos filamentoeos son
activos desde los primeroe estadfos del desarrollo de las hojas de

Nothofagus truncata. A. pullulans fue uno de los primeros colonizado-

res de este planta, y su frecuencia aumenté con la edad de la hoja,
disminuyendo cuando éstas cae al suelo.
Pugh & Buckley (1971 a), Buckley & Pugh (1971) y Pugh (1974)

proponen una sucesibn fingics en Acer pseudoplatanus. Por tratarse

de un érbol caducifolio, sue resultados estén influencisdos por los
efectos del cambio de estacibn (figura II d). En el primer grupo, for-
mado por los primeroa colonizadores, distinguen una suceeifin interne,
probablemente controlada por competencie interespec{fica. El segundo
grupo, esté formedo por especies que colonizen el sustrato en la se-
nescencia. En el tercero se agrupaen les eapecies que apesrecen cuando
lae hojas caen al suelo.

£l nimero de esporas y la densided de micelio también aumentan
con la edad de la hoja (Wildman & Parkinson, 1979). Mishra & Dickin-
son (1981) estudiaron los cambios de la micoflora en hojaa de vida
largas (5-8 afioe) de Ilex aquifolie. La vide prolongada de las hojas,
y el muestreo adecuado, les permitif separer la influencia de las es-
tacionee, de la edead de le hoja. Ningin texon tuvo preferencia por un
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tipo de hoja en particular. Sin embargo, observaron un aumento cuan-
titativo de les pobleciones con le medurez y senescencia . Estos re-
sultedos demuestran que las hojas de clima templado no desarrollan
una flora tan compleja y extensa como lo postuld Ruinen (1961) para
hojas de plantms tropiceles. Por otre parte, Dickinson (1965) no ab-
servb variaciones significativas de la frecuencia de ciertas especies
( C. herbarum, A, pullulans, Ascochytula sp. ) en hojes jbvenes y se-

nescentes de Halimione portulacoides. Sin embergo otras, como Cepha-

losporium sp., aumentan su frecuencia en les hojas senescentes, y Fu-

sarium culmorum y Pleospora vagans, en les muertaa. El sumento de las

poblaciones con la edad de la hoja, probsblemente esté reflejendo cam-
bios en el tipo y cantided de nutrientes lixiviedoa por el hospedante
en los diferentes estadfos (Last & Deighton, 1965). Ruinen (1961) se-
falé que los lixiviados decrecen con la edad de le hoja, y por esa
causa se produce un "climax" de la comunidad, en la hoja madura.
Cuando sobreviene la senescencia y se reducen los lixiviedos, loa re-
querimientos nutriclonales pueden ser provistos por otros organismos.
La colonizecién de las levadures, por ejemplo, puede depender de la
actividad bacterians anterior, durante la cuel se liberan elementos
nutritivos. Les experienclas de Tukey y sus colaborwdores, demuestren
que loe lixiviados sumentan con la edad de la hoja hasta un méximo,
gue se produce cerca de la senescencie (Tukey, 1971). En las hojas

en que disminuye la lixiviaclén, los microorganismos pueden continuar
desarrollandose por el aporte de nutrientes suministrado por hojas
més activas ® un nivel més alto sobre la planta. £1 movimiento de
loe nutrientes se realizaria por medio de las lluvias (Ruinen, 1971).
Ademés, no debe ignorarse la posibilided de que la secuencia de la
colonizacién sapr6fita sobre las hojas esté controleda, en parte, por
la produccibn de fitoalexinas en la planta. Laa hojas al envejecer
pierden graduaslmente la capscidad para producir estas sustaencias, lo
que explicarias el aumento cuali y cuantitativo de la microflora (Last
& Warren, 1972).



FIGURA II
PATRONES DE COLONIZACION FUNGICA

8- Patr6n de colonizaci6n fingice dg tejido moribundo, y muerto sobre
la planta, en Dactylis glomerata (Webster, 1956,1957)

Entrenudos IV-VI

C.herbarum L.microscopica M.recucita
t.purpurascens ‘ P.vagans ™ S.donacis
A.tenuis (=A.alternata) C.herbarum C.herbarum

P.pullulans

Véstagos
colepsados
Colapeados durante el 1er. invierno H. hyalospermum
T.aristata
M.ciliatae
Entrenudos I-1II ////’ etc.
C.herbarum L. microaq;pica M.palustris
E.gurpurasceng——___—_—- Acrothecium BD- L.nigrane

Leptosphaeria sp 1

H.hyalospermum

b- Patrén de colonizacibn fingica de tejido senescente y muerto sobre

la planta, en Saccharum officinarum (Hudson,1962)

Grupo I
Primeros colonizadores (ssprb6fitos primarios)

Leptospheeria secchari, Guignerdia citricerpa, Cladosporium her-

barum, Nigrospora sphaerica, Alternaria alternata, Curvularia

lunata, Helmintosporium sacchari, Pleocyte sacchari, Glomerella

tucumanensis, Colletotrichum falcatum,Leptospheeria michotil
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FIGURA II (cont.)

Grupo II (aparecen 2-3 meses mas tarde)

Periconiella echlnochloae, Lacellinopsis saccharl, Pithomyces

maydicus, Leptosphaeria eustomoidéa. Ascochyta sp., Papularia

vinosa, Melanconium sp.

Grupo III (aparecen 2-3 meses mas tarde que el grupo II)

Lacellina graminicola, Spegazzinia tessarthra, Anthostomella

tomicum, Anthostomella minima, Lophodermium arundinaceum, Te-

traploa aristata, Didymosphaeria sp., Aplospora camptospora,

Metasphaeria sp., Pleospora vagans

c- Patrén de colonizacién fingica en hojas vivas y muertas de Fagus syl-

vatica (Hogg y Hudson, 1966)

Grupo I (hongos en las hojas sobre el Arbol que persisten un tiempo
después que la hoja cae al suelo)
Discula quercina, estado conidial de Gnomonia errabunda, Clados-~

porium herbarum, A, pullulans, A. alternate, Botrytis cinerea

Grupo II (hongos que aparecen cusndo le hoja estéd en el suelo)

Discosia artocreas, Gnomonia errabunda, Mollisina acerina, My-

cosphaerella punctiformis, Guignardia fagl, Mycospheerella tassia-

na

Grupo III (Oltimo grupo de hongos gque aparece)

Polyscytalum fecundissimum, Spondylocladiopsis cupulicola, Micro-
thyrium micoscopicum, Mollisina sp., Lachnella villosa, Helotium

caudatum, Endophragmia stemphylioldes, E.catenulata, E.elliptica,

E.laxa, Pistillaria pusilla, Chalera cylindrosperma, Doratomyces

stemonitls

]
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FIGURA II (cont.)

c- Patron de colonizecifn fingica en hojas de Acer pseudoplatanus (Pugh,
1974)

Hojaes vivas Senescentes Hojarasca
emergentes madura
///Aureobasidium pullulens -
A\\\
/ 8 ————— Cledosporium herbarum -
Alterneria tenuis

Grupo I<:::::;\\\\ Botrytis cineres
C—

Epicoccum nigrum -

Complejo de D ———— Formas picnidiales —M =
fumaginas
Parésitos
Rhytisma acerinum - - - - e e e e e e - -
Mildew pulverulento
Royas
C.minutum
Ramularia sp.
C.coccodes
A Cylindrocledium sp.—e
Moeszia sBpe —— @
Tuberculerie spe— =
Grupo II L.pseudoplatani
— G.inclinatsa —88 =
—— M. BCcering — =
8 M. latebrose—
——M, punctiformis —
D.stemonites — o
Grupo III Fusidium spe— o

Microthyrium sp.__ .

H.de suglo ——a
Primav. Verano Otofio Invierno Primav. \Verano
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1.3.3. Estaclones del afio

Por las causas detalladas en el punto anterior, los resultados
de numerosas investigaciones se confunden con las variaclones debidas
a la eded y estado fisiol6gico de la hoja. No obstente, perece exis-
tir una marcada estacionalided en la flora del filoplano (Sinha, 1971;
di Menna, 1971; Collins, 1976 ; Lest & Warren, 1972; Latch & Mc Ken-
zle, 1977; Baker et al., 1979). En muchos casos estos cembios son mas
importantes que los atribuidos a la edad de la hoja (Gourbier, 1974,
1975; Mishre & Dickinson, 1981). Sin embargo, Meredith (1962) y Dick-
inson (1965) no observaron estacionalided en la flore flngicae de Musa

ep. y Halimione portulacoides, respectivamente. Estas viariaciones pa-

recen correlacionarse principalmente con dos factores meteorolbgicos:
humedad y temperatura. Last (1955) seflal6é que la humedad atmosférica
es uno de los factores gque afecta con mayor intensidad la concentra-
cibn de S. roseus sobre trigo y cebada. Sin embargo, la temperatura
perece ser el factor més importante en la distribucibfn estecional

de la flora fingica de Dactylis glomerata (Webster, 1956, 1957). Pugh

(1958) observd gue los organismos son més abundantes en verano que

en invierno, y que estos aumentos parecen correlaclonarse con la tem-
peratura. Lamb & Brown (1970), Ruecaoe (1971) y Latch y Mc Kenzie (1977)
también seflalan un aumento de la comunidad fingica del filoplano en
verano. Di Menna (1959) observé que mientras Rhodotorulas sp. aparece

con mayor frecuencis en verano, Cryptococcus sp. lo hace en invierno.

Un anflisie de la estructura de la comunidad fingica sobre ho-

Jjas de Acer platanocides, demuestre que existen numerosas fluctuascio-

nes en la deneidad de micelio y esporas germinedas durante gran par-
te del afo, pero en otofic se establece una comunidad més grande y més
estable (Breeze 8 Dix, 1981). Mishra & Dickinson (1981) aobaervaron

que los cambios en le micoflore son predominantemente cuantitativos.
Le densidad hifal sobre hojas de Ilex aquifolie ea mayor en otofio y
principios del invierno. Gourbier (1974, 1975) también obeervé un au-

mento de lamicoflora en invierno. Las condiclones de humedad y tempe-
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ratura hacen varlar significetivamente la frecuencia de los organis-
mos alslados, pera aquellos que tienen condiciones pera invadir te-
jido vivo estarfan més capacitados para sobrevivirt, y su frecuencia
no variarfe significativamente con los cambios climAticos (di Menns,
1971).

Otros factores que pueden ser la causs de les variaciones esta-
cionales de la microflora son : la abundencia de esporas en la atmfe-
fera (Gregory & Hirst, 1957), y la radiecibin UV (Krowlik et al., 1955).

1.3.4. Posicibn de la hoja sobre la planta

A pesar del nimero reducido de antecedentes sobre sl tema, po-
demos afirmar presuntivamente, que la posicifn de la hoja tiene influ-
encla significetiva sobre la comunidad del filoplano. Webaeter (1956,
1957) encontrd veriaciones cuall y cuantitatives entre los entrenudos

superiores e inferiores de Dactylis glomerata. Wildman & Parkinson

(1979) estudiaron la microflora de hoje ubicades a tres alturas dife-
rentes sobre el érbol, y observaron una declinacién de la densidad
fingica con la altura, pero s6lo en la cara adaxial de las hojas me-
duras. Cuando Andrews et al.(1960) comperaron las influencies que tie-
nen sobre la comunidad del filoplano la altura de la hojs en el &rbol,
y su orlentacién (N-5-E-0), y la proximidad de las hojes a la perife-
ria de la copa, encontreron que los hongos filementcaos, bacteries

y levaduras muestran una tendencia a disminuir con le eltura. El
nimero de bacterias es mayor en las hojas maduras del interior de le
copa, pero en las hojas més viejes e8 menor. Loe hongos y leveduras
no presentan un patrén de distribucién estable. La orientacién de la
hoje, en cambio, no parece tener efecto sobre la diatribucibn de la
microflore. Los detos fueron obtenidoe ablo por medio de ls técnica
de siembra de agua de lavado de las hojas, de tel modo que reflejan
preferentemente las varisciones de les especies casuales o transito-
rias. Los autores seflalan que eastas variaciones pueden ser atribuidas
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8 diferencias en el acceso que el infculo proveniente de la atmbsfe-
ra, tiene a la hoja. Se ha observado que la concentracién de los orga-
nismos de la atmbsfera es mAs alta cerca del suelo y que disminuye
con la aelture (Gregory, 1973). Las diferencias microcliméticas puede
ser otra de las causas de variecibn. Las hojae del interior de la co-
pa estén més protejidas que las de la periferie, y las inferiores,

més que las superiores.

1.3.5. Patégenoe

La presencis de Sporobolomyces roseua parece no influir ni ser

influenciada por el desarrollo de pat6genos en las hojas (Lest, 1955).
Sin embargo, investigasciones posteriores indican que loa patégenoa
foliares, especialmente lae royas, alteran la composicién de la comu-
nidad fingica del filoplanae, principalmente las poblaciones de leve-
duras (Last, 1970; Pady, 1973, 1974; Mc Kenzie & Hudson, 1976). Brady
(1960) demostrf que las colonias de Itersonilia perplexans son més

numerosas sobre Caelendula officinalis infectada con Entylome calendu-

lae que sobre las hojas sanas. Al comparar le micoflore epifila de

hojas sanas 8 infectadae con Erysiphe graminis-hordei, Sharma & Garg

(1979), observaron diferencias cualitativaes y cuantitetivas. Distin-
guen tres grupos de hongos que se comportan de forma diferente: 1)in-
diferentes al estado de le hoja, es decir que tilenen frecuencises se-
mejantes en hojas sanas y enfermas; 11) hongos restringidos e hojas
infectadas o a las no infectadas; y 1ii) hongos que tienen frecuencilas
més altas en alguno de los doa tipos de hojesa. Un trebejo posterior
de los mismos autores, confirma su hipbtesis de que los dos tipoe de
hojas, representan nichos ecolbégicoa diferentes (Garg & Sharma, 1980).
Las diferenciem que se obeervan en la microflora epifila de ho-
jas infectadas, pueden ser explicadas por variacliones en la composi-
cibn quimica y por le naturaleza del complejo de nutrientes sobre ls
hoja. E1 incremento de la frecuencia de elgunoa hongoe comunes del
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filoplano, en hojas enfermas, puede reflejar una mayor disponibilidad
de nutrientes, provenientes de las células muertas, y una meyor lixi-
viacifin en los tejidos enfermos (Last & Deighton, 1965).

1.4. E1 papel de los saprb&fitos sobre la planta

A pesar de que exieten pocoe trabajos experimentales dirigidos
a demostrar el papel de estos organismos en el filoplano, en la mayo-
ria de los estudios floristicos o ecolbfgicos ee ha especulado sobre
su funcibn en ese habitat.

Los investigadores sugieren que los saprffitos de las hojas pue-
den estar relaclionados fundamentalmente con tres aspectos importantes:
1) el control de las enfermedades, 11) la economia de los nutrientes,
v 1i1) la degradacion primarie de loe restoa vegetales. Ya Potter en
1910 se preguntaba si "las becterias de la superficle de las hojas
estarian involucradas en el sistema de inmunidad de la planta", y si
"modificar{an de algune manera la vida de otras bacterias u hongos
cuando se ponen en contacto". Crosse (1959) encontré que las bacterias
sapr6fitas mis comunes sobre hojae de cerezo, disminuyen le inciden-

cia de la infeccién del pardsito Pseudomonas morsprunorum, El equili-

brio entre sapr6fitos y, pardsitos en las hojas puede mantenerse segin
su capacidad para competir por los nutrientes disponibles, o por an-
tagonismo (di Menna, 1962). Last 8 Deighton (1965) sefialaron que los
sapr6fitos sobre las hojas podrian actusr disminuyendo la fuente de
energia (aminoéclidos y cerbohidratos), los que de otro modo estimula-
rien el crecimiento de los parésitos. Por otra parte, ciertos organis-
mos podrian actuar en forme inversa. Smit & Weringe (1953) y Ruinen
(1963) demostraron que A. pullulans y Cryptococcus sp. pueden descom-
poner pectines y lipidos. Esta accibn puede acrecentar la secrecién

de nutrientes por ls planta, y de ese modo aumenter su disponibilidad

para los parésitos.
Crosse (1965) dedujo de sus experiencias que el efecto de los
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saprifitos es reducir le dosis eficaz del infculo del patbgeno, com-
pitiendo con é1 en las primeras etapas del crecimiento intravasculer,
0 bien segregando metabolitos que disminuyen la virulencia del paté-
geno o estimulen la resistencia del hospedante.

Le competencis entre parésitos y saprobioe puede estar contro-
lade por le producci6n de antibibéticos por parte de los seprobioa (Last
8 Deighton, 1965). Ademas, se considera que éstos pueden afectar el
desarrollo de los patbégenos mediante le estimulaciébn de la produccién
de fitoalexinae por el hospedante (Lest & Warren, 1972). Aunque se
conoce poco acerca de la traslocacién de éatas sustanciess, se las ha
aobservado en gotas de la superficie folier, donde actuarfan impidien-
do la germinacifn y por lo tanto el ataque de los patégenos.

Se observd que las lesiones ceusadas en les hojas por Alterna-
ria zinnia se reducf{en al afiadir a los in6culos blaatospores de A.
pullulens (van den Heuvel, 1969). Sin embargo, Tsuneda & Skoropad
(1978) al estudiar el ataque de A, brassicae y A. raphani en hojes

de repollo, no pudieron comprobar ninguna accibn de la flora epifi-
la sobre éstos parésitos.

Ruinen (1965) demostré que algunos organismos del filoplano de
plantas tropicales fijan el nitrfgenoc atmosférico. Numerosos autores
han sugerido que si existe una cantidad suficlente de fijacién y ab-
sorcibén, ello puede beneficiar el crecimiento de las plantes (Last &
Deighton, 1965; Ruinen, 1965; Lamb & Brown, 1970). Se ha comprobado
que clertos hongos del filoplano pueden liberar giberellinas, y que
bacteries, levaduras y hongos filamentosoe o levaduriformes, pueden
producir sustancias parecidas e leas suxinas. Last 8 Warren (1972)
sugieren que sl estes sustancias promotores del desarrollo son libe-
radas en cantidedes suficientes, pueden influir en el crecimiento de
las plantas.

La intervencibén de los sapréfitoe del filoplano en la degreda-
cién primaria de los restos vegeteles es, quizée, la funcibn mejor

demostrada de estos organismos.
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2. Los micrgorgenismos endofilos

Los endofitos han sido consideradoe tradicionalmente como orga-
nismos petbgenos. Sin embargo, las investigaciones de los (ltimos afica
han confirmado la existencia de endofitos que no producen signos ex-
ternos de infeccién en la planta hospedante, y que denominamos endo-
fitos no patbgenos . En algunos casoca, se trata de organismos inicimel-
mente descriptos como saprAfitos de tejidos muertos de determinadas
especies de vegetalees superiores, en las que més tarde fueron regis-
trados como endofitos. En otros casos fueron descriptos scbre sustra-
toe diferentes de las plantas que infecten, como estiércol o madera
en descomposicibén. Ciertos endofitoe aislados de una planta sana, son
patbgenos en otras especies vegetsles y, a veces, en la misma planta
estudiada. No obstante, la planta puede desarrollar normalmente su
ciclo de vidme sin mostrar signos de enfermedad. Luginbidhl & MiUller
(1980) seftalan que estos patégenos en plantas sanas pueden eetar inhi-
bidos como tales por dos factores: 1) la competencia y efecto inhibi-
torio de otros organismas, y i1) el rechazo de la planta hospedante.
Si cembian ciertas condiciones, y producen, por ejemplo, un debilite-
miento del hospedante, aquellos organismos se vuelven patégenos.

Los hongos endofilos, organismos no patbgenoe de laes hojas, han
sido los més estudiados hasta el presente. Su existencia fue recono-
cida durante 60 afios, pero hasta los trabajos de Carroll et al. (1977)
y Bernstein & Carroll (1977) no despertaron el interés de loe inves-
tigadores. Estos y posteriores estudios, demostreron que los endofi-
tos no patbgenos estén distribuidos en los vegetales superiores, no
86lo en las hojas sino en el interior de tode la planta.

Los primeroe trabajos estuvieron orientados hacia sl estudio
de las infecciones latentes de organismos pat6genos (Shear & Wood,
1913; Sampson, 1933; Tokunaga & Yokohama, 1955; Tokunaga & Ohirs,
1973), pero sl mismo tiempo se reconocieron organismos que N0 son cau-
santes de enfermedad (Mc Lennan, 1920; Sempson, 1935, 1938, 1939).
Este Gltimo autor registra la presencia de dos hongos filamentosos en
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los tejidos de plantas sanae de Lolium spp. y otras graminees. La in-
fecci6n parece transmitirse tanto por la semilla como por propagacifn
vegetativa. No se encontraron fructificaciones en los tejidos de la
planta, y no pudieron identificarse en cultivo.

Bose (1947) encontrd gue todae las plantas de Casuarina equise-

tifolie que examin6, tenfan en su interior micelio de Phomopsis casua-

rinae. Confirmb la transmisién de le infeccién por la semilla, ya que
encontrdé micelio fingico en les cubiertes seminales, aunque el embridn
parec{e no estar infectedo.

La transmisién por medio de crecimiento miceliesno fue corrobo-
rada por medio de experiencias con injertos (Schliepp, 1961; Bolay et
al., 1968). Estudisndo una enfermedad de los granos verdes de Coffea
arabica producida por Colletotrichum coffearum, Rayner (1948) regis-

tra una infeccibén latente de este hongo, y otros que no producen en-
fermedad, en hojas, granos verdes, peciolos y ramitas sanas.

Boullard (1951) realizé observaciones de endofitos no patflgenos
en algunos helechos europeos. Los de hojas de tabaco fueron estudie-
dos en primer lugar por Welty (1968) y més tarde por Norse (1971,
1972).

€l uso de técnicas de esterillizacibn superficiel en los estudios
del filaoplano, di6 un nuevo impulso el estudio de estos organismos
(Kendrick 8 Burges, 1962; Last & Deighton, 1965; Ruscoe, 1971; Pugh
& Buckley, 1971 a y b). Algunoe de los méas conocidos hebitantes del
filoplano fueron registrados también como endofilos (Pugh & Buckley,
1971 b; di Menna, 1971).

Entre los organismos registradoa en este habitat, los Ascomyce-~
tes y Deuteromycetes muestran una excepcional ebundancia, quizés por-
que ee ha puesto en ellos la meyor atencibn. No obetante, tembién se
han encontrado levadures y bacterias (Davenport, 1970). La primere
cita de un Basidiomycete como componente de la flora endofila fue da-
da por Petrini & Carroll (1981), quienes encontraron un taxon no des-
cripto de las Corticiaceae en Thuje plicats. Citan una comunicacibn
personal de E. Horak, B. Widley y T. Rieee, sobre una especie no des-
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cripta de Maresmius aislada de Trifolium spp. y Arctostaphylos uva-~

ursei. Hesta el presente los hongos inferiores no han sido registredos
como endofilos no patbgenos.

Aunque los endofilos fingicos parecen estar ampliamente distri-
buidos, la mayorie no fructifice con frecuenclie sobre los sustratos
naturales,o producen cuerpos fructf{feros inconspicuos. Como reaulta-
do, la mayoria de loe aislemientos pertenecen a taxones que son poco
frecuentes y, a menudo, ain no descriptos.

La presencia de estoe organismos se reglstra generalmente por
medio de técnicas de cultivo de tejidos con esterilizacién superfi-
ciel previa. En menor grado se han utilizado técnicee de observacibn
directa (Lewis, 1924; Sampson, 1933,1935, 1938; Neill, 1940; Bose,
1947). Bernstein & Carroll (1977) confirman la presencia de endofilos
usando el MEB. Bell (1974), sefiela la posibilided de usar técnicas
de inmunofluorescencia para la identificacién del micelio en el inte-
rior de las hojas, como las usadas por Paton (1964) y Warnock & Pree-
ce (1971) para becterias en tubérculos de papa y hongoe filamentoaos
en granos de avena, respectivamente.

La dinamicae de las poblaciones de endofilos comienza a ser es-
tudiade tan sblo en los Gltimos diez sfioe. Norse (1972) observé que

la frecuencia de Colletotrichum cochlioides aumenta con la edad de

la hoja. Esta caracteristica de las pobleciones flngicas de endofilos,
es confirmade méds tarde por numerosos investigadores (Carroll et al.,
1977; Luginblhl & Miller, 1980; Bernstein 8 Carroll, 1977; Petrini &
Miller, 1979; Petrini & Carroll, 1981). Este aumento podria estar in-
dicando que la colonizacién se produce a partir de le caide de eapo-
ras. Aei, las hojes expuestas durante més tiempo al in6culo de la at-
mAisfera resultarian més infectadas (Carroll et sl., 1977). A pesar de
esta tendencia tmn generalizade, en Thuja plicata se observb una dis-
minuci6n de la frecuencia de aislemiento en los tejidos mée viejos
(Petrini 8 Carroll, 1981). El mismo patrén fue registredo por Sher-
wood 8 Carroll (1974) en hojae de Pseudotsuga menziesil infectade con

Schizothyrium pommi.
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€l grado de infecci6n por endofilos disminuye con la alture
sobre el nivel del mar y, auments con ls humeded del sitio de mues-
treo. Le precipitacidn como lluvia psrece ser el factor més importan-
te en este aumento de la frecuencia de infeccibn, sl incidir sobre
le diepersibn de los organismos (Carrcll & Carroll, 1978). Corrobo-
rando estas abservaciones, Petrini & Muller (1979) y Luginblhl & Mu-
lle; (1980) eefialan que la zons de muestreo es un determinante de 1s
flora fingice endofila. En su estudio de algunma Cupressaceae de Ore-
gon, Petrini & Carroll (1981), demuestran que en todos los hospedan-
tes estudiados,las muastres provenientes de "stande" homogéneoa, con
follaje cerredo, tienen mayor grado de infecci6n que loe de "stands"
mixtoe con follaje abierto. En el mismo trabajo sefalan que el grado
de infeccidn se incrementa con la cercania de la hoja al tronco. Es-
tas variaciones perecen estar también correlacionades positivamente
con el aumento de humedad del microclima del "stand" o del follaje
del Arbol, y con la disponibilidad del inbculo atmosférico.

La distribuclén de los endofilos en las hojas no es homogénea,
generalmente estd concentrads en las nervaduras, especialmente en ls
nervadura central (Luginblihl 8 MlUller (1980). Con pocas excepciones
las especies flngicas encontradas en el pec{olo, eon diferentes a las
de la lédmina de la hoja. Algunos resultados sugieren que los hongos
de la lé&mine son dependientes, sobre el hospedante, Gnicamente de la
fuente de cerbono, mientras que loe del peci{iolo son descomponedores
més activoe (Carroll et al., 1977; Bernstein & Carroll, 1977). Loe
hongos del pec{olo se encontraron también en las ramas. Experiencias
de cultivo de ramitas dan como resultado que los hongos se encuentresn
en la corteza pero no en el sistema vascular (Carroll et al., 1977).

Los datos de distribucién de loa endofiloe dentro de ls hoja
pueden proveer evidencias indirectas sobre el modo de infeccidn. Si
el mismo hongo se sisla de trozos no contiguos de 1s hoja estudiada,
le infeccién probablemente se produce 8 través de esporas. Si los
trozos infectados son contiguos y, le infeccién progresa con la edad
de la hoja,desde el pec{olo hacia el épice, la infeccibn probablemen-
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te es sistémica. Los hongos aeociedos al peciolo serfan coneecuente-
mente sistémicos, mientras que los de la lémina,infectarian 1= hojs
por medio de esporee (Carroll et al., 1977).

Segln Bernstein & Carroll (1977),la colonizacién interna podria
producirse por los siguientes ceminos: 1) sistémica por pecfolos y
ramites, 11) penetraci6n de micelio de hongos residentes en el filo-
plano, a través de la cutfcule o estomas, 11i) por accién de insectos
succionadores, y,i111) por esporas. Dichos autores sefialan que a tra-
vés de las experiencies remlizadas hasta el maomento, sélo puede demos-
trarse si los hongos endofilos son sistémicos o no, pero no puede pro-
barse si la colonizacién se produce por alguns de las otraes tres vies.

Le zona proximal de ls hoja presenta generalmente mayor frecuen-
cis de endofilos que la zona distal (Bernstein 8 Carroll, 1977; Petri-
ni & Miller, 1979; Luginblhl & Miller, 1580).

Bernstein & Carroll (1977) estudiaron los endofilos en hojas
que se encontraban a diferentes mlturas sobre el érbol, pero no encon-
traron diferencias significativas en el indice de infeccién.

Numeroeos endofilos han demostrado tener especificided por un hoe-
pedante o grupo af{n (Carroll & Carroll, 1978; Luginbiihl & Milller,
1980). Este grado de especificlided permite usar la flora interna de
las hojes como una medide de afinidad taxon6mica entre especies vas-
culares. Carroll 8 Carroll (1978) encontraron resultados positivos
al comparar le flors endofile de cuastro especies de Abies. Sefialan
que esta comparecibn tiene resultados taxonb6micos (tiles cuando los
endofilas son abundantes y estan ampliamente distribuf{dos en las es-
pecies vasculares que se comparan.

Luginbiihl & MUller (1980) clasifican a los endofilos flngicos

encontrados sobre Juniperus communis en tres grupos: i) hongos gque

se eislan casualmente. Se tratarie de endofilos raros, de los cualee
se sabe poco en cuanto a su relecifn con el hospedante. 1i) hongos
ubicuos, que estan presentes en varias especles vasculares. iii) hon-
gos especificos. A estos G(ltimos, se loe conoce en ls literatura co-
mo patfgenoce, o como habitantes del tejido muerto de determinadas ee-
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pecies. Llama la atenci6n el grupo i1, entre loa que se registré =

Sordaria fimicola, Chaetomium spp. y Nodulisporium spp., este Gltimo

comprende enamorfos de diferentes Xylariacese, en especisl Xylaria
8pp. Las caracteristices endofilas de estose organismos eorprende,

ya que se los conoce como especies comunes en eatiércol o madera en
descomposicibn. Sefialan que debe aceptarse que ese trata de organlismos
ampliamente distribufdos, cuyas fructificaciones aparecen (nicamente
sobre determinados sustratos.

Noree (1972) sefeld que los endofilos de tabaco, permanecen en
dormici6bn en loe tejldos, o establecen una relacién de parasitismo
latente de duracién desconocida. La relacién con el hospedante fue
descripte por Bell (1974) como simbi6tica, parésita o sapr6fite. De
acuerdo con las definiciones de CooK (1977) se tratarf{a de un tipo
de simbiosis denominada mutualista o neutra (Carroll & Carroll, 1978;
tuginblhl & Miller, 1980; Petrini & Cerroll, 1981).

La colonizecién interna del tejido vivo por endofitos no paté-
genos, estaria limitada & las cavidades subestoméaticas y a los espa-
cios intercelulares, donde podr{an obtener los nutrientes de las cé-
lulas que loe rodean (Bell, 1974). Bernstein & Carroll (1977) obser-
varon que el desarrollo de los endofilog de Pseudotsugas menziesii es

silempre lntercelular.

€l papel gue juegan estos organismos en los tejidos vegetales
ee dificil de demostrar. Carroll et al. (1977) indican que la presen-
cia de endofilos no patbgenos en las hojas vivaes puede proteger s los
hospedantes contra las infecciones de parésitoe activos, mediante e-
fectos de antagonismos; permitir la reabsorcibn de sustanciss orgéni-
ces y minerales de los lixiviados, y conducir a la distribucién de los
nutrientes antes de que la hoja caige. Caerroll & Carroll (1978) pos-
tulan que podrian disminuir la palatabilided de los tejidos para loe
insectos fit6fagoe. Es indudable que la mayoris actia como degradado-
res inicisles de los tejidos , sntes de que éatos lleguen sl suelo.
Sin embargo, estas hip6tesis esperan alin ser demostradss mediante

experiencias directas.
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3. Modelos de colonizacibn

Los modelos de colonizacifn de materia orgénica por microorga-
niemos, propuestoe hasta el preeente, exceptuando el de Bell (1974 ,
se refieren principelmente a los restos vegetales en descomposicidn
sobre el suelo, y dan menor importancia e lo que sucede en le plan-
ta viva. Sin embergo, tales modeloe son analizados aqui, debido a la
estrecha relecién que existe entre la colonizacibn del sustreto vivo,
y el senescente y muerto. Estos modeloe van incorporando gradualmen-
te el concepto de colonizacibén del sustrato vivo por epifites y endo-
fitos, y constituyen el fundamento para adaptaciones o futuroe mode-
los de colonizacibn de la filosfera.

Garret (1963) propuso un modelo de colonizacidn flngice de aus-
tratos vegetales en el suelo, que es la base de los modeloes posterio-
res (figura III a). La sucesibn propueste estéd relecionada con la se-~
cuencia de utilizacibn de los principeles constituyentes orgénicaos
de la materia, estableciéndose un orden de progresiva complejidad en
los componentes degredados. Cada etapa esté caracterizada por la pre-
sencie de especies con capacidedes metabflicas y competitivas parti-
culares, que les permiten descomponer determinadas fracciones del
sustrato. Considerd en este modelo dnicemente los tejidos senescentes
y muertos. En los primeros actuarien los parésitos débiles, y en los
segundos los seprffitos primarios, que son los que utilizarien los
carbohidratos simples y, eventualmente, celulose y lignina.

El modelo propuesto por Hudson (1968) incorpora el sustrato vi-
vo, pero concede poca importencia a los organismos de 1ls filosferas.
Considera a éstos con activided dnicemente a partir de la senescencia
cuando comenzarian a actuar como saprffitos primaerios (figura III b).
Los espectos funclonales de la descomposici6n son los miemoe propues-
tos por Garrett (1963).

Bell (1974) amplié los modeloe enteriores, relacionando le ac-
tividad de la micoflora durente la colonizacibén. Incorporé los orge-
nismos del filoplano, y analizd los eventos que ee suceden sobre ls
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planta hasta que los tejidos muertos caen al suelo (figura III c).
Sefalf gue se descomponen mas répidemente las hojas que presentan ma-
yor cantidad de organismos del filoplano. Observa que en la degrada-
cibn actuan més los sapr6fitos primarios que los degradadores de ce-
lulosa y pectina.

Pugh (1980) explica los cambios que se observan a través del
tiempo en la micoflora que coloniza cualquier tipo de eustrato, en
funcibn de las modificeciones gue, como fuente de nutriente,sufre el
sustrato, y de las estreteglas que concomitantemente desarrollan di-
ferentes grupos flingicos. Reconoce cuatro grupos de hongos, basados
en la clasificacién de Grime (1979) para plantas vasculares: rudera-

les, competidores, "stress-tolerantee y, sobrevivientes-escapistas.

Eetes categori{as surgen de considerar dos condicionee del habitat:
el "stress" y la perturbecifn. El primero se define esencialmente co-
mo une disminucibn de los nutrientes; la perturbacién como alteracio-
nes de la "normalided" del habitat, causada por herbivoros, patbégenos,
cambios climéaticos, activided del hombre, etc. En les plantas vascu-
lares el aumento de "strees" o de perturbacldn, determina une dismi-
nuci6n de la biomasa, perao en el caso de los microorganismaos en gene-
ral, y de los hongaos en particular, no se produce necesarismente una
reduccién. Un ejemplo de perturbacién del habitat que reduce la bio-
maea es ls aplicacibén de fungicidaa. Sin embargo, la imposicién de
un nuevo medio sobre uno ya existente, como por ejemplo la caida de
hojas en otofo, da como resultado una perturbacidn en la hojarasca,
pero la biomasa fingica no se reduce, sino que gueda més"diluida® en
la mass finsl de sustrato. Los cuatro grupos flngicos propuestoe se
definen como:
Ruderales:

aguellos hongos que pueden desarrollarse bajo condicliones de
bajo "stress" y alta perturbacifn del habitat. Se trats de organismos
de vida corta y alte cepacidad de reproduccibn. Poseen la propiedad
de explorar hesbitats gue son potencislmente productivoa, pero sblo

san favorables pare su desarrollo en forma discontinua. Este tipo de
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organismos caen dentro de la definici6n de zimégenoa dada por Wino-
gradsky (1924). También pueden incluirse en este grupo los hongos del
azucar descriptos por Burges (1939) y definidos por Garrett (1951)
como "agquellos gue tlenen alto grado de crecimiento, y capacided pa-
ra germinar rapidemente". Esta combinacién de caracter{sticas permi-
te que los hongos ruderales actlen como pioneros en la colonizacibn
de une gran variedad de sustratos. Alcanzan una gran distribucibén pe-
ro son incapaces de crecer en forma extensiva. Generalmente forman
una colonie dense pero limitade y, muy esporulada.

Competidores:

son las hongos que se desarrollan en un habitat con poco "atress"
y poca perturbacién. Incluyen a los orgsnismos que son buenos compe-
tidores, que maximizan la captura del recurso en una eituacibn produc-
tiva de poca perturbaci6n.

"Stress"-tolerantes:

se desarrollan en habitats de mucho "stress" y poca perturbacién.
Aparecen cuando los nutrientes se agotan y la competencia es elimina-
da por desaparicibn de los hongos menos capaces. Son organismos requ-
larmente estables y poco afectados por las fluctuaciones en el nivel
de materia orgénice. Se los encuentras descomponiendo los sustratos
relativamente més resistentes, como la celulosa, lignina, y éAcidos
himicos en el suelo, y sustratoe de origen animal como quitins y que-
ratinae. Crecen extensivamente pero fructiflican poco. Las especies de
este grupo se asemejan a las autoctonaa descriptas por Winogradeky
(1924).
Sobrevivientes y escapistas:

son caraecteristicos en habitat con mucho "strees" y mucha per-
turbacibn. Ejemplos de este tipo de habitats son: el filopleno, sue-
los anegados, raices en suelos anegadoe, auelos selinos, sustratoa
donde se han aplicedo fungicides, etc. Puede estar formado por un gru-

po de especies, o tratarse de une especlie en particular. Tienen carac-
ter{sticas fieiolbgicas y morfolbégices que les permiten desarrollsr

en condiciones adverses para la mayoria de los hongos.
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También loe habitats pueden clasificarse segin las categﬁriaa
anteriores, en funcib6n de los miamos pardmetros utilizados para los
hongos (figura III d). 5in embargo, la experiencia demuestra que los
habitats no son estéticos. Garrett (1951) puntusliz6 que, mientras
una suceeidn de plantas superiores hacis una comunidad climax tiende
a perfecclonar el habitat, "una sucesidn de organismos heterotr6ficos
ocesiona un progresivo deterioro en la capacidad del sustrato para
soportar un crecimiento posterior, a causa de que el sustrato es fi-
nito y se agota". Por lo tento , un determinado habitat puede veriar,
cuando es colonizado, de una categoria e otra de les antes sefaladas.
En un determinado momento puede estar entre A y B &8 1o largo de una
linea que los una y, més tarde, entre B y C. Del mismo modo son reem-
plazades gradualmente las especies colonizadoras del sustrato. Si con-
slderamos los diferentes tipos de habitats que presentan las caracte-
risticas de A, es més realista penear en una pirédmide de lineas de
A hacia B , como se representa en la figura III e. El habitat tipo
R se caracteriza principalmente por la flora zimbgena. En el gréfico
se representan tres de los muchos ejemplos que existen de esta flora,
loa ruderales, loe termbfilos y los parésitos obligsdoe u hongos bio-
tré6ficos. Cuaslquiere de éstos podrian ser los primeros colonizadores
de un determinedo habitat. En ceda caso existen escalones que condu-
cen a B8, donde encontramos a las especies con buena capacidad sapro-
f{tica. En la linea entre B y C, los nutrientes son utilizados progre-
sivamente, y lae especies son eliminadas hasta que sflo perduran las
"gtress"-tolerantes. En algunos puntos de esta linea muchaa especies
pueden alcanzaer un equilibrio entre su capecidad para producir enzi-
mas y su capacidad pera utilizar los nutrientes soclubilizados. En tal
caso puede producirse, por ejemplo, un exceso de glucosa en la descom-
posicibn de la celulose. Esto permite crecer a los gapr6fitos secun-
darios (Hudson, 1963). En tal situecibén, loe nuevos nutrientes produ-
cidos clerran una curva hacia A, y las especies ruderales toman po-
seaibn del habitat.

Los organismos autdctonoe se ubicaen principalmente en C, y con-

sisten principelmente de especies estérilea, Basidiomycetes y, proba-
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blemente otros grupos. Los hongos micorricicos pueden ubicarse aqui
y, elgunas veces, a lo largo de una linea diagonal entre C y A, hacia
los parfeitos obligados o bifAtrofose.

Las especies presentes en un habitat en estado D, constituyen
un complejo de sobrevivientes de C y evadidoa de A y B. Loe suelos
anegados perifdicemente son un buen ejemplo donde se obaerva el passa-
Je de un habitet en condiciones B o C, a D, y por lo tanto de la mi-

coflora, Halimione portulacoides crece en las partes més altas de pan-

tanos salinos. Durante los meses de verano, cuendo la planta no esté
cubierta por el mar, viven en las raices muchas especies esporuladas.
Sin embargo, después de la primera inundacién, disminuye su frecuen-

cis y aumenta la de las especlies estériles. Chrysosporium pannorum

es una de las pocas especies encontradas cuando se someten los sustra-
toe a bsjas temperatures, y a los efectos de funglcidaes. Es un orga-
niemo evidentemente psicr6filo, y se ha comprobedo en experiencies
de laboratorio que detoxifica los fungicides. Tanto las especies es-
tériles de los suelos anegados como C. pannorum , también viven sobre
sustratos en condiciones normeles. Por lo tanto, se los puede consi-
derar como organismos "sobrevivientes", cuando aparecen en suelos ane-
gados o0 sustratos con bejas temperaturas, respectivamente.
Dendryphlella salina es un ejemplo de hongo "eecaplista". Se lo

encuentre siempre asociado a condiciones sslinas. Esto no es solo con-
secuencia de un requerimiento absoluto de sal (a pesar que ella es
necesarie para la descomposicién de la celulosa), sino que ells le
es {mprescindible pare restringir el crecimiento de los competidores,
lo que le permite "escepar" de le competencie de otras especles.
Estos ejemplos muestran que existe un equilibrio entre grupos
de hongos. Este equilibrio da una ides del nivel del factor de per-
turbaci6n. Cuando ese factor es eliminado, puede restablecerse la mi-
coflora normal.
Cuando se analiza la ecologia fingica en funcién de estas cue-
tro cetegoriae y de sus estadoe intermedios, observamoa une sucesibn
de eventos al movernos de A a B y C. En A existe baja diversidad ini-
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cial de especles sobre cualquier sustrato. Cusndo loe ruderales ger-
minan y crecen, el {ndice de diversidad alcanze un pico desde el cual,
progresivamente declinard hacia C. Debemos preguntarnos, en gue par-
te de esta secuencies hay una micoflora climax, o un grupo dominante
de especles; y el existe realmente un estado tal en los ecosistemas
fungicos.

Si anallzemos bajo estos conceptos el hebitat de le superficie
de la hoja, podemos considerarlo un habitat hostil, como consecuencia
de las grandes fluctuaciones de temperatura, nivel de desecacibn e
incidencia de rayos UV. Por lo tanto tiene caracteristicas de habitat
tipo D, con mucho "stress" y alto indice de perturbacifn. Si de le
superficie de la hoja se lavan por métodos adecuados las esporas de
loe orgenismos ruderales, los habitantes de ese medio pueden ser ais-
lados fécilmente. Forman un conjunto de organismos entre los que se

encuentran, Alternaria spp., A. pullulans, B. cinerea, Cladosporium

spp., E. purpurascens, S. roseus y Rhodotorula spp. La mayorfa exhibe

caracteristicas morfolégicas o fisiolbgicas que les permiten coloni-
zar sstisfactoriamente este habitat. Pueden ser colocados en el gru-
po D o, en muchos casos, entre C y D, segin las caracterieticas del
habitet particular. Sin embargo, le funcifn de estos organismos no
es clara. Si no crecen activamente después que la hoja cae al suelo,
se los puede ver como escaplistas, usendo las condiciones hostiles de
la superficlie de le hoja pare escapar a la competencia. Pero si se
desarrollan en el suelo, serian entonces sobrevivientes de la super-
ficle de la hoja.

Los organismos rudereles sobre lae hbjas se sncuentran general-
mente en forma de esporas. Pero pueden llegar a dessarrollar sl el fac-
tor de perturbacifn (falta de agus, temperatura, rayos UV) se anula.
Estoe primeros colonizsdores de las hojes pueden formar microesclero-
cios cuando llegen al habitat los competidores (Pugh & Buckley,1971 a
y b). Los patbgenos pueden ser considerasdos también parte de la flo-
ra zim6gena, ya que por su ubicacién en al interior del sustrato, no
tienen competencia. Los perdsitos facultetivos, sin embargo, son di-
ficiles de ubicar. Ciertas especies pueden colocarse cerca dae A,

mientras que otras deben ser ubicaedee cerca de B, o aGn entre B y C.
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FIGURA III

MODELOS DE COLONIZACION FUNGICA DE TEJIDOS VIVQOS SENESCENTES Y MUERTOS

Tejido quescente Tejido muerto
estado tario = estado 1 estado 2 estado 3
Parésitos Saprffitos prima- Celuloliticoe y Lignoliticos
débiles rlos (hongos del sapr6fitos secun- y hongos aso-
gzucar) darios asocla- ciados.
Viven sabre az(- doa, que compar-
cares y compues- ten los produc-
tos carbonadoa tos de la des-
més simplea que composicibn de
la celulosa. la celuloss.

a-Seqin Garrett (1963)

VIVO SENESCENTE MUERTO

Ascomycetes y F.I.

Pueden ser especificos| Sapr6fitos primarios
o estrictos comunes

Ej:Leptosphaeria sac- Alternaria tenuia

charl sobre cafia de (A.alternata)
azlcer.

Epicoccum nigrum

Gnomonia errabunda so-

A, pullulans

bre hojas de haya. Botrytis cinerea Sapr6fitos secundarios
Reederiella mirabilis | En los trb6picos: (1) Ascomycetes y F.I.
sobre hojmae de Euca- Nigrospore (Ia)
lyptus. Curvularia (Ib)
(1I)
Sapr6fitos primarios Besidiomycetes
restrictos
Ascomycetea y F.I. (Ic)
L.microscopica so- (IIX)_ _ _ _ _
bre psstos.fF.bacilla-
re sobre Pinua, (habitantea del suelo

, Ej:Mucorsles,Penicillium)
b-Segin Hudaon (1968)
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FIGURA III (cont.)

Parésitos débiles
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c Segin Bell (1974)
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(B) NUTRIENTES DISPONIBLES
Suelo normal (Agar-rico)

Superficie de las raices
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(C) CONDICIONES DE HAMBRE EN EL
SUELO
Horizontes profundaos
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badoe (Agar-agua)

Superficie de la hoje

(R) NUTRIENTES DISPONIBLES, (D) FALTA DE NUTRIENTES,
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d-Segdn Pugh (1980)
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0BJETIVOS

La mayor{ia de los estudioe de la filosfers se han llevado a ca-
bo en el hemlsferio norte y, en Europa y Asia en particular. En el
hemisferio sur, el nimero de trabajos sobre este tema es reducido.

Los primeroe fueron los de Lamb & Brown (1970) y Ruscoe (1971) en Aus-
trelia. En América se han realizado estudios relacionados a este te-
ma, como los de ecologia de microorganismoe de la hojarasca (Gamund{

et al., en prensa), y suelo (Godeas, 1977) de Nothofagus dombeyi en

Argentina. Pero no existen trabsjos sobre la filosfera, con axcepcién
del comenzado recientemente en Pinus taeda en Argentina (Venedikian,
comunicacibn personal), y clertas referencias circunstanciales en el
estudio de degradacifn de hojaraesca de Pinus rediata en Chile (Buna-
ter, 1981).

Con base en estoe antecedentes noe parecif de interés iniciar

en nuestro pais el estudio de este habitet, y se eligid pera ello la
filosfers de Eucalyptus viminalis. Este género junto con Pinus spp.

constituyen las especies maderables més cultivadas en la Pcia. de
Buenos Aires. Ademés, en las mismas plantaciones donde se llevb a ca-
bo esta inveetigacifn, se eatan realizando estudios sucesionales de
lae especies de macro y micromycetes xiléfilas y xil6fagas en &rboles
vivos, madere estibada y tocones (Lopez, en prensa). Los datos apor-
tados por este trabajo, permitiran tener un smplio espectro de las
poblaciones fingicas que colonizan eata especie en su totalidad.

Los (nicos antecedentes sobre la filosfera del género Eucalyp-
tus, son los de degradaci6n de hojarasca de E. regnan (Macauly 8
Thrower, 1966), y el ya citedo de Lamb & Brown (1970) sobre la filoe-
fera de E. stellulata, embos en Australia.

El estudio fue desarrollado de acuerdo con el sigulente plan:
1) reconocimiento taxonfémico de las especies fungices de le filosfe-

re de E. viminalis en plantaciones de la Pcia. de Buenos Alres.

2) determinacién de la relacibn de les especlies aisladas con el hos-

pedante,
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3) determinacibn de laes variaciones cuantitativas y de fructificacibfn
de las especies aisladas, en funcifn del estado fisiolbgico-edad de
la hoja (j6bvenes, maduras, senescentes y secas aobre la plenta) y ee-
taclones del afa.

L) observeci6n de las variaciones cuall y cuantitativas de la comuni-
ded, en funci6tn de los factores antes sefialados.

5) comparacién de la flora encontrada, con la observada sobre Euca-

lyptus spp. australianos.
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MATERIALES Y METODOS

1. S1tlo de muestreo

1.1. Ubicacibn geogréfica

Se seleccioné un "stand" de E. viminalis perteneciente a las

plantaciones de Fiplaesto SA, ubicado sobre el Camino Ramallo-Siderur-
gica,en 1s localidad de Remallo (Lat. 330 29'S; Long. 600 00'0), al

NE de la Pcie. de Buenos Aires. Dicho "stand" se encuentra situado
aproximadamente a mil guinientos metros de la costa, y sobre las ba-
rrancas del rfio Perand. Se compone de aproximadamente 1280 plantas
que conteban 3-4 afios de edad en el momento del muestreo. La seleccibn
de esa edad se realizf pars facilitar la recoleccibn de las muestrae
de hojas, que en Arboles de edasd mAs avanzada se encuentran a mayor

alturs.

1.2. Clima

€l territorio de la Pcia. de Buenos Airees esté ubicado dentro
de la faja t{ipicamente templada de la superficie terrestre. Segin la
descripcibn de Burgos (1968), su territorio, como ls mayor parte del
territorio de la Replblica Argentina, tiene un clima eminentemente
oceénico, acentuado en esta provincla porque ees uns ssliente continen-
tsl sobre el océeno Atléntico y, limita al NE con el rio de la Plata,
y con les cuencas de los rics Parané y Uruguay, equivalentes por su
magnitud a un mer interilor.

La temperstura medie de versno tiene intensidedes semejsntes
a las de otras reglones templadas de la tlerrs; sin embargo, en invier-
no, los valores de temperatura en el mes més frio, que estan entre 60
y 10@ C, corresponden, en el hemisferio norte, al dominio de los cli-
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mas tropicales. Otra caracter{stica particular del clima de este pro-
vincie redice en que el periodo otofiel es més célido que el primave-
ral. Esto se ve més acentuado en la mitad oriental del territorio.

Se interprete como consecuencie de la gran cantided de energi{a que
cede el océeno durante el periodo de enfriamiento del hemisferio,
mientrae que, en el calentemiento primaveral, eses energia puede alma-
cenarse en el mismo, sin elevar considerablemente la temperetura de
su superficie.

La amplitud de variacién anusl de temperatura es de 12@ y 13@ C
en los lugares de clime con mayor influencia mar{tima, & 16@ C en el
oeste de ls provincia, donde el clime es mée continental. 8in embargo,
ain este valor es mucho menor que el de los tipicoe climea continen-
teles del hemiasferio norte.

Las precipitaciones méximas vari{en entre 700 y 1100 mm, y ae
producen en el semestre més célido del aflo, no obestante, se observa
en tods su extencién, salvo en le region sur, una disminucibn de las
lluvies en enero, y a veces en febrero, que intensifica el periodo
eeco estival.

El perf{odo libre de heladas var{a entre valores algo auperio-
rea a 320 difes en el afio, en la ribera media del rf{o de la Plata, has-
te valores menores & 160 d{as, en los partidos dominados por las sie-
rras australes de la provincla.

En el extremo NE, debido a la influencia directa de los rioa
de la Plata y Parané, se observan diferencias significativas con el
resto de la provincia. Como el sitio de muestreo se encuentra ubica-
do en la zona costere del Parané, debemos hacer conelderacionea par-
ticulsres sobre este regién. E1l r{o resulta une corriente de agua re-
lativamente caliente en invierno, gque afecta la coste como coneecuen-
cie de uns conveccién en la beje stmbsfera, producide por el contras-
te de temperatura entre rfo y tierra (Burgos, 1944). En verano, 8l
proceso inverso determina temperaturas més frescas en la franje so~
metida a esta circulacifn local. En este regifn es donde se presentan
las mayores precipitaciones (1100 mm), y ea la que tiene el menor nG-
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mero de disa con probabilidades de heladas da la provincia. En San

Nicolés, por ejemplo, se regiatre el 7 % de los afios ein heladas.

Hoffmann (ined) realizb6 un enfliasis detallado de las caracteris-

ticas climétices de la zona, y observb que en la costa del rfo Parané

se crean gradientes en casl todas las isolineas. A cilerta distancie

de la costa aparece una discontinuided en los gradientes, que marca

el limite fisico de la zone costera. En dicha zona se registran los

méximos relativos en ls presibn de vapor y las temperaturea minimas;

y las minimas amplitudes térmices, frecuencia de heladas y temperatu-

ras mhximes. S8lo en julio la temperatura méxima se comporta segln el

efecto latitudinal. Se observa que los efectos del rfo son mayorees

sobre las temperaturas minimas que sobre las méAximas, ya que los gra-

dientea de temperatura minima son loe més altos. A continuacibn se

indicen los valores de los principalea parémetros climéticos para ls
localidad de Ramallo, sobre datoa del perfodo 1951-1960, seglin Hoff-

mann (op. cit).

ParémetroJ T méxima T minima Amplitud Presibn de
Meses ac ac téﬁngca v;gor
Enero 30.5 17.5 13.5 20.5
Abril 22 11.5 11 15
Julio 16.3 6 10 11
Octubre 22.5 11.5 12 15

En las figuras IV y V estan representadoe los registroe de tem-

peratura medis mensual y humedad relativa medie mensual, pare los pe-

riodos de muestreo en que se utilizaron técnicae de cultivo y de ob-

servacibn directa, respectivemente. Dichos periodoe corresponden a

marzo de 1979-febrero de 1980

y, agosto de 1981-mayo de 1982, res-
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FIGURA IV

TEMPERATURA MEDIA MENSUAL Y HUMEDAD RELATIVA MEDIA MENSUAL
MARZO DE 1979-FEBRERO DE 1980
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FIGURA V

TEMPERATURA MEDIA MENSUAL Y HUMEDAD RELATIVA MEDIA MENSUAL
AGOSTO 1981-MAYO 1982
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pectivamente. Los datos fueron suministredos por lea estacifn INTA de
San Pedro, Pcla. de Buenos Aires. El signo + sobre las abcisas de los
graficos, sefiala el mes en que se realizf el muestreo de cada estacibn.
Sin embargo, debido a que en la mayor parte de las estaciones los mues-
treos se reslizaron en los primeros dias del mees, hemos considerado

que el desarrollo de los organismos va e estar més influenciado por

los valores de loe parametros del mes anterior, que por los del mes
correspondiente. El signo * sefiale, sobre los valores de las curvas,

el valor de los pardmetros que se tomé en cuenta para cada muestreo.
Comperando de este forma los valores de los parémetros del mes de mues-
treo de cade esetacibn,entre los dos gréficos, observamos que no exis-
ten diferencies muy marcadaes, con excepcibn de que en el verano e in-
vierno del segundo perfodo (figurs V), la humedad relativa media men-

sual fue menor.

2. Muestreo

Se cortf une rama de la parte inferior de la cope, par medio
de una tijera de podar extensible, en treints édrboles elegidos al
azar dentro del "stand". Se tomé una hoja de cede estadio, en ceda
una de las ramas, para poder registrar los cambios de la micoflors
con la edad y estado fisiolbgico de la hoja. Las muestras fueron co-
locadas en bolsas de papel estériles, separadas por estad{c. fFueron
desechadas las bolsas de polietileno usadas generalmente en este ti-
po de muestreo, debido al esumento de humedad que se produce en su in-
terior durante el tiempo de traslado hasta el laboratorio. Este aumen-
to de humedad puede incrementar la cantidad real de micelio existen-
te en el momento de recoleccibn de la muestra. Para el tratamiento
con cémara h(imeda se recolectaron en la misma forma hojas del suelo.
Los diferentes estad{os de la hoja se reconocieron por tamafo
y color, y por su posicifn relativa sobre la rama. Se reslizé un mues-

treo previo el 8-1-1979, pars obtener datos sobre la composicifn de
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le micoflora, y puesta a punto de las técnices de anélisis. Con el
objeto de registrer los cambloe estacionales de las poblaciones fin-
gices sobre los diferentes sustretos se realiz6, durante un aflo, un
muestreo por estacién. Los correspondientes & las técnices de aisla-
miento, se realizaron en las siguientes fechas: 4-V-1979, 3-IX-1979,
4L-XII-1979 y 18-1I41980; mientras que los vinculados con las técniceas
de observacién directea se realizaron el: 20-VIII-1981, 9-XI-1981, 9-
11-1982 y 8-V-1982. En el invierno del primer periodo de muestreo,
3-IX-1979, no se recolectaron hojas jOvenes debido a que en eea épo-
ca del ailo no hay desarrollo de yemas y, las hojes més jbvenes que
se encontraron, se consideraron ya maduras.

Todes las muestrass fueron conservadas en heladera s 60C hasta
el momento de ser procesadas. Este perf{odo, sflo excepcionalmente

sobrepasf las 48 hs después de su llegadea al laboretorio.

3. Procesamiento de las muestras

Las muestras fueron analizadas por medio de dos tipoa de méto-
dos: de aislamiento, y de observaci6n directa. La secuencia de los

pesos sequidos en cads caso se ilustran gr&ficamente en la figura VI.

3.1. Métodos de aislamiento

Consisten en la siembra de pequefios trozos de hoja en medios
nutritivos semi-sintéticos apropiados, de tal modo que es poaible
aislar e identificar los organismos en cade trozo, y obtener datos
de su frecuencia de aparicién. En este estudio se utilizaron dos téc-
nicas previas al aislamiento: lavado seriado de la superficie de la
hoja, y esterilizaci6n superficial.

Se extrajeron 20 hojas al azar de las boleas conteniendo las

30 muestras correspondientes a cade estadio. Pera el tratamiento con
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lavado seriado se cortaron, estérilmente y al azar, tres submuestras
de 4 x 4L mm de cada hoja. Para el de esterilizaci6n superficial otras
tres de 10 x 10 mm de las mismas hojas. Estas Ultimas fueron cortadas
después del tratamiento, en submuestras de 4 x 4 mm. Esto da un to-
tal de 30 submuestres pars cada estadio de la hoja y tratamiento. Es-
te nlmero se redujo a 20 (2 submuestras por hoja), a partir del mues-
treo del 3-IX-1979, después de comprobarse que esta reduccifn no mo-
dificaba la frecuencia finsel de los organismoe aislados. Las submues-
tras de 4 x 4L mm constituyen la unidad de muestreo sobre la que se

obtuvieron las frecuencias de ceda especle.

3.1.1. Lavado serlado de la superficie de la hoja

Sobre la superficie de las hojas se puede encontrar a los hon-
gos en tres etapas de su ciclo de vida: como micelio activo, como mi-
celio fértil y como espora u otro propégulo de resistencia. Eatos Gl-
timos pueden provenir de especies gque en alglin momento desarrollaron
o desarrollaran sobre la hoja, o son esporas depositadas sobre este
habitat, pero gue nunca desarrollan (colonizadores casuales, transi-
torios o ex6tonos). Como uno de los objetivos de este trabajo es co-
nocer las especies que se encuentran activas en el momento del mues-
treo (como micello vegetativo o reproductivo), se aplic6 la técnice
de levedo seriado de ls superficie de la hoja, de Kendrick 8 Burges
(1962), adapteds de Harley 8 Waid (1955). Por medio de esta técnica
se eliminan los propédgulos de la superficie de la hoja, y el micelio,
més adherido al sustrato, puede crecer sobre el medio de cultivo. A
pesar de que no discrimins entre epifilos y endofiloa, los primeros
estén mas favorecidos en su desarrollo, porque generalmente presentan
crecimiento més réApido en los medios de cultivo semi-sintéticos.

El levado se realiz6 sobre las submuestres de 4 x 4L mm en for-
me separada pare las de ceda estad{o de la hojs. Las 20-30 submues-

tras se colocaron dentro del aparato de lavado (Godeas, 1977), y se
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reslizaron 30 lavados con agua estéril agitada por eire estéril. La
esterilizacibn de éste se efectul por medic de un filtro Sartorius

SM 165-98, que conteni{s una membrana esterilizante Oxold de 0,2 p de
poro. Los lavados se realizaron con 100 ml de sgua durante dos minu-
tos. Los primeros 10 con agua més 0.05 % de Tween 80, y los 20 restan-
tes sblo con agua estéril. E1l egregado de Tween 80 aumenta la tensi6n
superficial, y por lo tanto la eficacia del lavado (Dickinson, 1965).
Finallzado este proceeo, las submuestras se dejaron secar durante 24 hs
en cajas de Petrl con papel de filtro estéril, para dieminuir el de-
sarrollq de bacterias. Pasado este perfodo cade submuestra se corté
estérilmente en cuatro trozos de 2 x 2 mm, gque se.sembraron en forma
equidistente, en une misma caja de Petri con medio de Cook (1954),
adiclonado con rosa de Bengala, para reduclr el crecimiento bacteria-
no. Esta subdivisifn se realizé para evitar el error que se comete
cuando coexisten en una submuestra especles con diferentes tiempos

0 velocidades de deserrollo. Las de deearrollo rédpido, pueden enmas-
carar a las lentas, y disminuir as{ su frecuencia real. Loe cultivos
fueron mantenidos a temperature ambiente y luz natural.

En el muestreo previo del 8-I-1979 se ensayf el nimero de lava-
dos necesarios para eliminar completamente las esporas de le superfi-
cie de las submuestras. Se realizaron en esa ocasién, y segin se des-
cribif anteriormente, 40 lavados a 30 submuestras de hojas senescen-
tes., De cade lavado se extrajo una muestra de 50 ml del agua de lava-
do. De cada une de ellas se sembr6 una alicuota de 0.5 ml en cuatro
cajas de Petrl con extracto de malta agarizado (ME),(segin Ainsworth,
1971), que se cultivaron a temperatura embiente y luz natural. Cade
cinco lavados, se filtr6 una alicuote de 15 ml a través de una membra-
na Oxoid esterilizante de 0.2 py de poro. Posteriormente las membranas
fueron colocadas en cajes con medio ME, y cultivadaes a 25@C. Aproxi-
madamente 8 los 25 lavados ya no se registrd crecimiento de colonies
por ninguno de los dos métodos. Se decidi6, por lo tanto, que con 30

lavados estaba asegurada une buena eliminacién de propégulos.



3.1.2. Esterilizacibn de la superficie de las hojas

ta esterili acibn superficial de las hojas elimina loes orgeania-
mos epifilos, de al manera que es posible asegurar que los hongos
aislados eon endo ilos. Comparando los resultedos obtenidoe por esta
técnice con los d+ lavado superficial de la hoja, ae pueden distinguir
aquellos organiem s gue son Gnicemente habitantes del filoplana, o en
qué momento se prduce la penetraci6n de los tejidos estudiasdos.

Los trozos e hojas de 10 x 10 mm se introdujeron en el mismo
aparato de lavaedo usado para la técnice descripta snteriormente. Ls
esterilizacién se efectu separadamente pars cada estadio de la hoje,
durante un minuto y con 100 ml de solucién de bicloruro de mercurio
0. p/V (Pugh & B.ickley, 1971 a), més 5 % de alcohol 96 %, para aumen-
tar la tensifn sunerficial, y de ese modo la eficacis de la esterili-
zacibn (Hering, 1965; Ruscoe, 1971). Para permitir el contacto de la
solucifn con toda la superficie de la muestra, se agitd con aire, ee-
terilizado segin ;e describif anteriormente. Inmediatamente después
de la esterilizec 6n, se retir6 le solucibn, y los trozos de hoje fue-
ron lavados con ajua estéril agitada por aire. Se realizb un primer
lavado de un minu.o de duracibn, con 200 ml de agua, seguido de otros
cuatro de dos minitos, con 100 ml. Los trozos esterllizados superfi-
cialmente se deja ‘on secar e temperatura ambiente durante 24 hs, del
mismo modo que en la técnica anterior. Pasaedo ese perfodo, se corté
de la parte central de ceda trozo, una submuestra de 4 x 4 mm. Estae
Gltimas no fueron esterilizadas directemente, para evitar la penetrs-
ci6n de la solucion esterilizante por los bordes cortados, gque podria
impedir el crecimiento normal del micelio. Cade submuestra ee corté
posteriocrmente en trozos de 2 x 2 mm, los que se sembraron en una mis-
ma caja de Petri :onteniendo medio de Cook (1954), con el agregado
de rosa de Bengalia. Fueron cultivados a temperatura ambiente y luz
natural. Algunos jrganismos desarrolledos se mueetran en la fotogra-
f{e de la lémina I.
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3J.1.3, Aislamiento

Entre los 10-15 dias después de la siembra, los cultivos obte-
nidos por ambas técnicas fueron revisedos con microscopio estereoscH-
pico, para reconocer los diferentes micelios. Estos fueron repicados
a tubos en pico de fleute con medio ME. Los organismos que se encon-
traban fértiles, y que podian reconocerse taxonémicamente, como A. al-

ternata, C. cladosporioides y E. purpurascens, se repicaron a razfn

de una cepa por caje de Petri, mientras que los micelios estériles,
fueron repicados en su totalidad. De este modo se obtuvieron 1856

cepas para ser identificadas.

3.1.4. Identificacibn de las cepas

Este fue uno de loe mayores inconvenientes que se presentaron
en el estudio, debido a que gran nimero de cepas, en especial aquellas
de organismos endofilos obtenidas por esterilizacién superficial, eran
estériles o de diffcil fructificacién en medios de cultivo semi-sinté-
ticos. Ademés, cuando se produjo la fructificacibn, resulté difficil
identificarlos, debido a que la mayoria estdn descriptos sobre sustra-
tos naturalea.

Con el fin de inducir la fructificacién de las cepas estériles, y
conpcer sus caracter{sticas sobre el sustrato natural, se ensayaron

las siguientes técnicas en el orden en que se describen.

Cultivo en diversos medios semi-sintéticos

El primer paso fue sembrar las cepas alsladas en medio ME. Los
cultivos ee dejaron desarrollar a temperatura ambiente y luz natursl.
A loe 10, 15 y 20 dias de la siembra se revisaron e identificaron las
cepas fértiles. Las que permanecieron estériles se reunieron en gru-

pos por caracteristicas micro y macrosclpicas semejantes en el cultivo:



64

exudado, tipo de crecimiento, tipo y forme del borde de la colonie,
caracter{sticas del micelio aéreo y sumergido, color del anverso y
reverso y, presencia y color de las sustancia que difunde al medio de
cultivo. Se tomaron 10 representantes de cada uno de estos grupos, y
se cultivaron sobre los siguientes medios: agar-harina de meiz (CM);
agar-avena (OM) (Clinton); agar-papa glucosado (APG), (segin las fér-
mulas de Alnsworth, 1971), celulosa-agar (CM), (Eggina y Pugh, 1962),
e infusibn de hojas de E. viminalis-agar (IHA).

Inoculacibn sobre hojas

Este ensayo ee realiz6 con aguellos grupos que no fructificaron
en los medios sefialedos anteriormente, y para obtener datos de la fruc-
tificacién sobre el medio natural, en aquellos que, a pesar de haber
fructificado sobre los medios de cultivo semi-sintéticos, no podian
ser identificados.

Las cepas estudiades con este método se inocularon sobre hojas

maduras y eenescentes de E. viminalis, previamente esterilizadas en

superficie con una solucibn de bicloruro de mercurio al 0.7 % més 5 %
de alcohol 96 %, durante 90'! Luego se lavaron repetidamente con agua
estéril y, finalmente, con agua destilada estéril. Las hojas fueron
introducidas en tubos de Roux de 18 mm de diédmetro, en cuyo interior

se habfen colocado 8 ml de solucién nutritive estéril. Esta soluclébn
permite mantener les hojas vivas por un tiempo méAs prolongedo. La siem-
bre se realiz8 con micropipeta Pasteur a partir de una dilucibn de
esporas, en el caso de las cepas esporuladas, y @ partir de micelio

en las estérilea. Se eneay6, ademés, con y sin ruptura de ls cutfcu-

la de la hoja.

Irradiacién de los cultivos con luz UV

Debido 8 que por los métodos anteriores no fue posible identi-
ficar un gran ndmero de cepas, se intenté inducir la fructificacibn
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con luz UV cercana, segin las recomendaciones de Leach (1971). Se “Eﬁ‘
lizeron tubos fluorescentes de luz negra, Phillips F.L. 4O w/O.BR°S ,
6, (F 40 BLB-1), con espectro continuo entre 320 y 420 nm, con emisifin
méxima en 350 nm. Los tubos se colocaron en posicién horizontel, con
una separacifn de 20 cm, y 8 una altura de 40 cm de la superficie de
les cajas. Se emplearon ciclos de 12 hs luz- 12 hs oscuridad. Este
régimen de iluminacién se acomoda bien, tento para agquellos organis-
mos que requieren luz y oscurided (esporulacién diurna), como para
aquellos que son capaces de esporuler bajo exposicién continua (Leech,
1971). Las cepas se expusieron a los efectos de le radiaecién, después
de permanecer 3-4 diss en oscuridad después de la siembra, y permane-
cieron hasta completar la fructificacibn. En algunos casos este peri-
odo superb los 60 dies. Les cepas a ser irradiadea fueron sembradas

sobre medio OM.

Identificacibn de cepas a partir del suatrato naturasl

A pesar de la aplicacibn de los métodos detallados anteriormen-
te, quedd un remanente de cepas que, o no fructificeron, o la forma
en que fructificsban en cultivo no alcenzaba para su identificacién.
A efectos de scluclonar este inconveniente, se aproveché la técnica
de observacibn directa de laa fructificaciones después de 48 hs en
cémara himeda. La comparacibn de estas fructificaciones con las logre-
das en cultivo, permitié la identificacifin de ciertas especies. Al
mismo tiempo se obtuvieron cultivos de tales fructificacioneas, que
se compararon, por su morfologia vegetativa, con los aislamientos es-

tériles, y de ese modo se logré su identificacibn.
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3.2. Métodos de observacifn directa

3.2.1. Microscopio electrfénico de barrideo (MEB)

Para obtener datos sobre la distribucifn y densidad de las es-
pecies epifilas, en los diferentes estadios de la hoja y en las cue-
tro estaclones del afio, se observaron muestras de hojae con el MEB.
El material fue recolectado como se indicé en el punto 2. Se extraje-
ron 8l azar, seis hojas de cada bolsa con la muestra correspondiente
a cade estad{o. De cada hoje se corté al azar, una submuestra de &4 x
L mm, que fueron deshidratadas en la siguiente serie de alcoholes:
30-50-70 y 100 %, y se montaron sobre pequefias chapas de metal. En
el primer muestreo se mont6é la mitad de las submuestras por la cara
adexial, y la otra mitad por la abaximel. En los sigulentes, fueron
montadas indistintamente debido a que no se observ6 diferencias sig-
nificativas en las dos caras.

De cada submuestra se tomaron dos fotografias al azar, a 1200

aumentos. Utilizando la fbérmula:

tamaflio en cm x 10.000

= tamefio en p

aumento
se puede conocer el éree fotogrefiade, y el largo total de las hifas
que son fotogrsfiades sobre dicha érea. E1 largo de las hifas en cm
ge midi6 mediente un curvimetro. Promediendo los velores de las 12
fotografias, se obtuve una medide de la densidad del micello para ca-
de estadio de la hoja y pars cada estacli6n del aflo. Los resultados
pe expresaron en mm de hifa por mm2 de superficie. Se comparf, ademés,
la densidad y ceracteristicas del micelio sobre las nervaduras prin-
cipales y fuers de ellas. Los resultados fueron tratados por anélisie

de le varianza.
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3.2.2. Observacidn de fructificaciones sobre el sustrato

Estas observaciones permiten conocer el estad{o de la hoja y
la época del afto en que se producen las fructificacionee de cada es-
pecie.

Se revisaron las hojas con microscopio estereosclpico, luego
de permanecer 48 hs en cémara himeda. Los datos fueron consignados
como presencia (+) o susencia (-) de determinades especies en cada

ested{o de la hoje y estacibén del eafio.



FIGURA VI
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RESULTADOS

1. Métodos de aislamiento

En las teblas I y II se indican las frecuencies de las especies
en cade estadio de la hoja y estacién del efio, registradas segin las
técnicas de lavado y esterilizacién superficisl, respectivamente. En
la table III, se sefiala el totel de especles aisladas por las dos téc-
nicas, agrupadas segin los taxones superiores a que pertenecen. Como
en la generalided de los estudios de la filosfera, se encontraron Uni-
camente hongos perteneclentes a los Deuteromycetes y Ascomycetes. El
79.5 % son Deuteromycetes, de los cuales el 61 % son Coelomycetes y
el 39 % Hyphomycetes. E1 20.5 % restante son Ascomycetea.

La mayor parte de los organismos sislados con alta frecuencla
fueron identificados por lo menos a nivel genérico. Los no identifi-
cedos, con excepcién de Ascomycete 1 y Micelio estéril GRN, tienen
frecuencias bajas y son esporadicos. El conjuntoc de cepes que perma-
necleron estériles se sefiala en las tablas I y II coma "Micelio dema-
tidceo estéril". La frecuencia de este grupo no excede el 10 % en ca-
da uno de los censos, excepto en el censo de hojas jbvenes de prima-
vera, donde alcanza el 25 %. E1l hongo que figura como Micelio estéril
GRN, & pesar de no producir fructificaclones, pudo separarse del gru-
po anterior, debido e sus caracter{sticas particulares de cultivo,

que permitieron reconocerlo como un organismo diferente.

1.1. Identificacibn de las cepas

Los resultados de la induccifin de fructificecifn de lae cepas

aisladas fueron laos siguientes:
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TABLA III

TOTAL DE ESPECIES AISLADAS POR LAS DOS TECNICAS DE AISLAMIENTO

DEUTERODMYCETES 79.5 %

HYPHOMYCETES 39 % COELOMYCETES 61 %
Alternaria alternats Pseudodiplodia sp.
Nigrospora oryzae Microsphaeropsis callista
Cladosporium cladosporioides Pestalotlopsis oxyanthi
Cladosporium herbarum Ascochyta sp.

Fusarium sp. Macrophoma smilacina
Penicillium sp. Phoma sp. PH1
Epicoccum purpurascens Phoma sp.PHLK
Curvularia lunata Phoma sp.PH2
Periconia sp. Phoma sp.PH3
Arthrinium sp. 7?Cytoplea sp.
Drechslera dematioldeae Colletotrichum gloeosporioldes
Aureobasidium pullulans var. Pseudoseptoria sp.
melanigerum Sphaeropsidal 1
Sphaeropsidal 2
Sphaeropsidal &
Sphaeropsidal 6
MICELIO ESTERIL Spheeropsidal 7
Sphaeropsidal 8
Micelio estéril GRN Spheeropsidal 9

ASCOMYCETES 20.5 %

Coccomyces martinae Sordaria sp.
Zoellneria eucalypti Pleospora sp.
Mycosphaerella sp. vel aff. Nectriaceae

Leptosphaeria sp. Ascomycete 1
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1.1.1, Cultivo en diversos medios semi-sintéticos

Gran parte de les cepas de Hyphomycetes, y ciertas de M. smila-
cina, Phoma sp. PH1, C. gloeosporioides vy ?Cytoplea sp?, fructifica-

ron sobre medio ME. Los restantes medios semi-sintéticos no aportaron
nuevas especies, ni indujeron la fructificecién de otras cepas esté-

rilee de las especies ye registradas.

1.1.2. Inoculacibn sobre hojas

Las cepas sembradas sobre hojas de E, viminalls dieron bajos
resultados de fructificacién. Este método permitid la identificacién

espec{fica de C. gloeosporioides, y la fructificecién de algunas ce-

pas de P. oxyanthi gue permanec{an estériles en loa medios de cultivo
semi-sintéticos.

1.1.3. Irraediacifn de los cultivos con luz UV

Se aobtuvieron resultados positivos con cepas de los siguilentes
géneros y especies: A. alternata, E. purpurescens, ?Cytoplea sp., C.
martinae, Z. eucalypti**, Phoma sp. PH1. PH2, PH3, M, callista, Mycaos-

* Los cultivos de esta especle se enviaron el Dr. B.C. Sutton del Common-
wealt Mycol. Inst., Kew, Inglaterra, quien indicé que podria traterse

de Cytoplea sp. pero que su identificacién corrects sblo es posible si

se conocen las caracteristicas del conidioma en el sustrato natural.
Posteriormente encontramos estas fructificaciones en hojas sobre la
planta, pero sus caracteristicas no coincidieron exactamente con las

de dicho género. Pensamos que puede tratarse de un género cercano aln

no descripto.
** Fue determinade por la Dra. M.E. Ranalli de Cinto, de la Facultad
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phaerella sp. vel aff., Ascomycete 1, Leptosphaeria sp., Pleospora sp.,
Ascochyta sp. y Pseudoseptoria sp.

Las fructificaciones de C. martinae obtenidas por este método

resultaron abortivas en la mayor{a de los casos, s6lo en unas pocas
cepas se obtuvieron fructificaciones anamdrficas fértiles, gque pensa-
mos tenfan afinidad con Phomopsis sp. En una sole fructificacién se
observé, dentro del estroma snamérfico, algunos ascos y sscosporas.
Con sflo estas caracteristicas morfolégicas no fue posible la identi-
ficacidn. En el caso de Ascomycete 1, las caracteristicas de cultivo

tampoco fueron suficlientes para su identificacién taxonbémica.

1,1,4, ldentificacitn de cepas & partir del susirato natural

Por este medio se verifich le presencie de C, martinae, cuyo
cultivo posterior permiti6 identificar las cepas del mismo organis-
mo obtenidas por los métodos de alslemiento, A pesar de encontrarse

fructificeciones de Ascomycete 1 sobre las hojes, no fue posible

ubicarlo en ningln génera conocido.

1.2. Anélisis de las poblaciones fingicas en funcifn de su relacién

con el hospedante

Las especies aisladas por la técnica de esterilizacibén superfi-
cial, pueden ser consideradas endofiles. Pero la técnica de lavado
superficial no es discriminativa. A pesar que se encuentran més favo-

recidas las especies epifilas, permite el desarrollo de un cierto nd-

mero de endofilas (tabla I). Por esa razbn, si una especie fue aisle~

de Ciencias Exactas y Naturales,UBAR; vy confirmada su identificacidn
en cultivo por la Drae. I.J. Gamund{, del Instituto C. Spegazzini, Fa-

cultad de Clencias Neturales y Museo de Le Plata.
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da en hojes vivas, con una frecuencia significativemente mayor por
la técnica de esterilizaclén superficial, la consideramos endofila,
y 81 lo fué por la de lavado superficial, epifila. Sin embargo, no
debemos descarter que ciertas especies puedan cumplir una parte de
su clclo de vida como epifilas y otro como endofilas; o que compartan
los dos ambientes al mismo tiempo.

Por lavado superficisl fueron eisladas 35 especies, de las cua-
les sflo 26 pueden considerarse como habitentes estrictos del filopla-
no de las hojas vivas (sefialadas con * en la tabla I). Entre las es-

peclies aisladas con mayor frecuencia encontramos a: A, alternata, C.

cladosporioldes, E. purpurascens, Phoma sp. PH1 y M, callista. Con

frecuencias menores a: Fusarium sp. Pseudodiplodia sp. P. oxyanthi.

Las restantes pueden considerarse especies esporédicas que desarrollen
Gnicamente cuendo se registran condiciones muy especiales en el ambien-
te y en el hospedante, o como especies transitorias o exbtonas, cuyas
esporas no fueron eliminadas por la técnice de lavado.

El grupo de especies aisladas con mayor frecuencis coincide
con el sefialado para este habltat por Hudson (1968) y autores poste-
riores. M. callista es la (nica especie que hasta el presente no ha
sido registreda en el filoplano. Llame la atenci6n le ausencia de A.

pullulans, S. roseus y B. clnerea, tres organismos muy frecuentes en

el filoplano de otros vegetales superiores. Sin embargo, Kerling
(1964) ya not6 la ausencia de B. cinerea en el filoplano de centeno,
y Dickinson (1965) la ausencia de 5 roseus y la baja frecuencia de
A. pullulans en hojas de Halimione portulacoldes.
Comparando estos resultados con los obtenidos para Eucalyptus
spp. en Australia, observemos que en E. stellulata (Lamb & Brown, 1979),

se reglstraron como especies més frecuentes a A. pullulans, DOidioden-

dron sp. y Penicillium spinulosum, ninguna de las cuales fue aislade

en el filoplano de E. viminalis estudiado en este trabajo. Sélo A.

pullulans fue encontrado como endofilo, pero con frecuencia muy baja
y distribuci6n esporédica. S5in embargo, en E. regnans (Maceuley &
Thrower, 1966), se aislaron A, alternata, C. herbarum y E. purpuras-




o hojae jovenay y, méximas en las sacas,

Cladosporium cledosporioides (figura VII b)

Como en el caso anterior es un organismo epifilo que penetra
en el interior de la hoja (nicamente cuando ésta estd secs. Presente
une marcada estacionalided, con méximos en otofic, disminucién en in-
vierno y primavera, y minimos de frecuencies en verano. Estms caracte-

ristices no coinciden con los resultados de otres investigaciones,
on que aparece como un organismo estival (Dickinmon, 1965: Lamb 8

Brown, 1970). No presenta un patrbn homogéneo en cuanto a sus varia-

cionee de frecuencis en los diferentes estedios de la hoja.

Epicoccum purpurascens (figura VII c)

Es un orgenismo epifilo que fue registrado —on frecuencie menor
que los dos anteriores. Del mismo modo que éstos, se encontré en to-
dos loe estadios de la hoja y, penetra en el interior sflo er las ho-
jes seces. Presenta une marcada estecionalided, disminuyendo su fre-

cuencia @ un minimo en verano. Al igual que C. cladosporioides parece

tratarse de una especle otofio-invernal.

Microsphaeropsis callista (figura VII d)

Se treta de unea especie epifila que nunca colonize el interior
de la hoja. Su frecuencia es mucho més beje que 1a de las especies
enalizadas anteriormente. Parece estar afecteda rotablemente por las
condiciones climétices del verano, ya que no fue registrada en eess
estacitn del afio. Tiene frecuencias més elevades =n hojas maduraa de
invierno y jbvenes de primavera. Como se trate de uno de loe primeros
colonizadores de las hojes j6venes, junto con A, alternata, C. clados-

porioides y E. purpurascens, su bajea frecuencles e: los estad{os pos-

teriores de la hoja, podris deberse a la competer:ia con esas especies
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que aumentan notablemente su frecuencias en esos estadios.

Macrophoma smilacina (figura VII e)

Este especie fué aeislsia con alta frecuencia por las dos técni-
cas y en todos los estadf{os e la hoja, con excepcifn de las hojas

j6venes de otofo y primavers Su frecuencia , 8in embargo, es relati-

vamente mayor por la técnice de esterilizacién superficial. Por lo
expresado en el punto 1.2. peznsamos que se trata de una especle endo-

fila. No presenta signos mar :ados de estacionalidad.

Coccomyces martinae (figura ‘II f)

Se trate de un organisqo netemente endofilo, el cual sflo excep-
cionalmente, y con muy baja recuencie, es aislado por la técnice de
lavado superficiel. No se re,;istr6 su presencia en hojas jbvenes, vy
su frecuencia aumenta en las madurss y senescentes, disminuyendo en
las hojes secas. Las frecuen .las més sltaes fueron registradas en in-
vierno, y las minimas en oto'o y verano. Parece tratarse de uns espe-

cle invernal.

7Cytoplea sp. (figura VII g)

Esta especie, que se p-esente como endofile en la mayor parte
de los censos, fué aislade también por la técnice de lavado superfi-
cial en los censos de primavera y verano. En las hojas jbvenes de pri-
mavera fue aislade Unicament- del filoplana, en las maduras su fre-
cuencia por este técnice disminuye, mientras que en las senescentes
y secas, desaparece., En las 10jas j6venes de verano se obtuvieron fre-
cuencias similares por ambas técnicas. Sin embargo, en las maduree vy
senescentes la frecuencis por la técnica de lavaedo disminuye, aumen-
tendo le obtenida por esterilizacibn superficisl. Podriamos explicar
estos resultados, considerando que este organismo reelize le coloni-
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zacibn de las hojme jbvenes en primavera y verano, comporténdose co-
mo epifilo en los primeros estadfios, y como epifilo y endofilo el
miemo tiempo en los estadfos siguientes. En el otofic e invierno, sflo
sobrevive si sa encuentra en el interior de la hojs. Esto podria ex-
plicer la frecuencie bajas y solo como endofilo, que presenta en las
hojas jbvenes de otofio, y la alta frecuencis en las hojas maduras de
le misma estacibén. Estas (ltimes corresponderfen a las hojas j6venes
colonizadas en primavera y verano. Esta interpretacién concuerda con
la distribucifn estival de los censos con mayores frecuencias. Como
en el caeo de C. martinae, se observan frecuenclas altas en hojas ma-

dures y senescentes, que disminuyen en las hojas secas.

Zoellneria eucelyptl (figura VII h)

Es una especle endofila que vive en todos los estadi{os de la
hoja, pero con una estaclionalidesd otofio-invernal muy marcada. Su fre-
cuencia presents un mdximo en las hojas secas y senescentes, y dismi-
nuye en les hojas secaes, como la generalidad de los organismos endo-

filos.

Micelio estéril GRN (figura VII 1)

Se trata de un organismo endofilo que no colonize las hojas j6-

venes, con excepcifn de les de primavera. Como en el caso de 7Cytoplea
sp., 6sa podria ser la estaci6n del afio en que colonize el sustreto,

ya que en ese censo aparece Unicamente por la técnice de lavado de la

superficie.

1.4, AnAlisis de la comunided de la filosfera en funcifn de los ests-

dios de 1a hoja y de las estaciones del afio

Como en el caso de les comunidades animales o de plantas superio-

res, en la filosfera de E, viminallis se reglstraron poces especies
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con elta frecuencia, y numerosas con frecuenciase bajas. Las de alta
frecuencia generalmente se encuentran distribuidas en gran parte de
los estad{os (censos), mientras que les de frecuencia baja son espo-
rAdicas. Esta caracter{sticea se observa tanto en las especies del
filoplano como en las endofilas.

En la tabla I se sefialan los valores de frecuencia acumulads
y numero de especises sn cade censo, pare los organismos del filopla-
no, En la figurs VIII se graficeron los datos de frecuencia acumula-
de. Este Gltimo pardmetro es mayor en los censos de invierno y otofio
que en los de primavera y verano. Sin embargo, no existe un patrén
regular en funcién de los estadf{os de le hoja. Mientras en verano y
otofio tienden a aumentar con la edad, en invierno y primavera dismi-
nuye. E1 nimero de especies tampoco sigue un patrén reconocible, so-
lo observamos una leve disminucibn en el muestreoc de verano.

En la tabla II y figura IX se registran y grafican laos mismos
parémetros esnallzados anteriormente, pero para las especies endofilas.
La frecuencia acumulada en funcifn de las estaciones del afio no si-
gue un patrén tan evidente como en lae especies del filoplano. Sin
smbargo, se aprecias que es reqularmente mée alta en invierno que en
el resto de las estaciones. Con excepcifn del muestreo de verano, las
especies endofilas tienden & aumentar su frecuencia acumulada con la
edad de la hoje. Las mayores varlaciones se registran entre las hojas
jbvenes y madurea. A diferencie de lo que ocurre en el filoplano, se
observe un gradual sumento del nimero de especies con la edad de la
hoja, pero no hay diferencias significativas entre las estaciones del
afio.

Pare realizar un andlisis global de la comunidad fingice de le
filosfera, se elaboré la tabla IV, que comprende la totelidad de las
especies aisladas, tanto epifilas como endofilas. Pare cada especie,
en csda censo, se eligif el valor de frecuencia més alto, ya sea és-
te el obtenido por las técnice de lavado, o por la de esterilizacién
superficial. De este modo se pretende obtener la frecuencla que cada
especie tendria, si hubiéramos podido aisler las eapecies epifiles
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FIGURA VIII

SUMA DE FRECUENCIAS DE ESPECIES EPIFILAS EN FUNCION DE LOS ESTADIOS DE
LA HOJA

E DE FRECUENCIA
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.FIGURA IX

SUMA DE FRECUENCIAS DE ESPECIES ENDOFILAS EN FUNCION DE LOS ESTADIOS
DE LA HOJA
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vy endofilas, al miemo tiempo, y en la misma submuestra. Diche tabla
consta de 42 especies y 15 censos o estad{os. Se sefiala el nimero to-
tal de especles y la frecuencia acumulade en ceda censo. Estos (il1ti-
moe valores se grefican en la figura X. En dicho gréfico es més evi-
dente que en las figuraes VIII y IX, que la comunidad de ls filosfera
tiene valoree de frecuencls acumulada mds altos en invierno que en
verano. El otofio y la primavera son intermedios entre los dos ante-
riores, con loa valores del otofio mds cercanos a los del invierna, vy
los de la primavera a los del verano. S1 comperamos estos resultadaos
con loe valores de temperatura media mensual para el per{odo de mues-
treo (figurs IV), obeervamos que los valores méximoa de frecuenclae
acumulade de especies se registraron en otofic-invierno, cuendo la hu-
medad tiene los valores méximos y la temperatura los minimoa. Los mi-
nimos se registraron cuando la temperatura es méxima y la humedad m{-
nima. Debemos recorder que los muestrece de mayo, septiembre y diciem-
bra, se realizaron en los primeros dias de cada mes, por lo que el
desarrollo de las especies en esos muestreos estaré més influenclado
por las condiciones climatices del mes inmediatemente anterior, que
por las correspondienteas al mes de muestreo. Por el-contrario, el
mueetreo de febrero se realizé a mediados de mes. .

Los valores de temperatura durante los muestreos de otofio y pri-
mavara, son intermedios entre loes de invierno y verano. Sin embargo,
los valores da humedad relativea en el muestreo de otofio, son mése cer-
canos a los valoree de invierna, mientras que los de primavera son
més cercanoe a los del verano. La frecuencia acumulada mayor en el
muestreo de otofio con reepecto sl de primavera, parece astar reflejan-
do una mayor dependencia de los organismos de la filoafera, de la hu-
medad que de la temperatura.

En todas las estaciones del afio, la micoflora registra lms me-
noree frecuencisa en las hojas jOvenes, hay un aumento significativo
an las maduras, un pico en las senescentes, y una dieminucifn en laa
hojas secas. Este patrfin es semejente al seguido, hssta lae hojae se-
nescentes, por la mayor parte de la florea epifilas y endofila en for-
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SUMA DE FRECUENCIAS DEL NUMERO TOTAL DE ESPECIES EN FUNCION DE LOS
ESTADIOS DE LA HOJA*

Z OE FRECUENCIA

(%]

PRIMAVERA

1007
4

VERANO

INVIERNO

Y v v

jovenes maduras senescentes

* | o8 datos fueron extraldos de la tabla IV

secas
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ma independiente (figuras VIII y IX). Sin embargo, la disminuclén

que se observa en las hojas secas no concuerda. 51 analizamos la ta-
bla II, observamos que las especiles epifilas colonizan el interior de
la hoja cuando ésta se seca. Este aumento de la frecuencia de organis-
moe tipicamente epifilos en el interior de la hoja, produce una brus-
ca disminucibn de le frecuencia de las especies endofilas propiamen-
te dichaes. Esto da como resultado un aumento de frecuencia en el in-
terlor de le hoja seca. No obstante, como se trata de las mismas es-
pecies que actlan como epifilaes, la frecuencia en la filosfera dismi-

nuye al disminuir la frecuencla de las especles endofilas.

1.4.1. Andlisis de los datos por métodos estadisticos

A efectos de obtener conclusiones més objetives de los datos
analizados precedentemente, se aplicaron a ellos dos métodos estadi{s-
ticos. Un método de clasificacibn aglomerativo: W.P.G.M. (weighted
palr-group method), método de los pares pesados, y un método de orde-
namiento multivariedo: Anélisis Factoriel de Correspondencia (AN.FA.CO.).

An&lisis de los datos por el W.P.G.M.

A partir de la matrfz bésica de datos (tabla IV, ver punto 1.4.),
ge calcularon los valores numéricos gque representan el grado de simi-
litud entre pares de censos o estad{os de la hoja. Se utilizé el "coe-
ficiente de similitud cuantitativo de Czekanowski (1913)":

w : suma del valor més bajo (de frecuencis) de las especies comunes

a los dos censos.
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a : sumatorlia de todos los valorea del atributo cuantitativo (frecuen-
cie) en el primer censo.
b : sumatorie de todos los valorea del atributo cuantitative (frecuen-

cia) en el segundo censo.

Los resultados se volcaron sobre la matriz de coeficlentea de
la figurs XI s, y s8 agruparon por el método de clasificacibn aglome-
rativo W.P.G.M. (Sokal & Sneath, 1963). E1l método fué implementedo
en forma manual sobre las matricee de coeficientes de similitud de
la figura XI b-h. El dendrograms resultante se observa en le figura
XII.

El anélisis del dendrogrema nos indice que, a peaar de que los
censos no difieren demaeiado entre si, se distinguen dos grupos que
se correlacionan con las estaciones del efio, y que no hay asoclacibn
entre los censos pertenecientes 8 los mismos estad{os de la hoja.

Uno de los grupoa estéd formado por los censos 1-2-3-4-5-6-7 y
11, que corresponden 8 las estaclones otofio-invierno. E1 otro grupo,
formado por los censoa 10-13-14-15-9, que corresponden &l verano y
primavera. En el primer grupo es més evidente la asociecibn entre cen-
sos correspondientes a una misma estacifn del afio, que en el segundo
grupo.

El censo 11, correspondiente a las hojes secas de primavera,
aparece asoclado, aunque con el menor coeficlente de similitud, con
el primer grupo, correspondiente a los censos de otofio-invierno. Es-

to puede estar relaclonado con la frecuencla de C. cladosporioides,

que es mayor en los censoe de primavera-verano, y @8 que posee espe-
cles exclusivas de loe censos del primer grupo: Fusarium sp., C. lu-

nata, Phoma sp. PHLK y A, pullulans var. melanigerum.

Los censoa 12 y 8, correspondientes a las hojes jOvenee de ve-
rano y primavera, se encuentran segregedos de loe dos grupos antes
seflalados. Las hojae jfvenes, difieren de los restantes estadioe,
debido al menor ndmero de especies que las colonizan, y a la menor
frecuencia de les especles que son comunee a todos loe ceneos. La 8x-

cepcién la constituye el censo 1 (hojae jbvenes de otofio), que se une
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FIGURA XII

DENDROGRAMA PRODUCIDO POR EL W.P.G.M., DONDE SE ANALIZAN LOS COEFICIEN-
TES DE SIMILITUD ENTRE LOS 15 CENSOS DE LA TABLA IV

SIMILITUD
(%)
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204

301

40+

50+

59.83
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100-
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Referencias: figura XIII, pég. 110G,
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con un porcentaje de similitud del 85.34 con el censo 4 (hojas ga-
cas de otofin).Esto se explica sl pensemos que en la plantacién de E.
viminalis anallzada, el desarrollo de hojas nuevas comienza en prima-
vera, continda en verano, disminuye en otofio y desaparece en invier-
no o a fines de otofo. E1 muestreo fué realizado a fines de otofio, en
el momento en que ya no se desarrollaban hojes nuevas. Por lo tento,
les hojas que consideramos jbvenes en el censo de otofo, estédn més
cerca en edad a las maduras que a las jbvenes de primavera y verano.
Por otra parte, al ser el otofio una époce favorsble para las especles
més frecuentes y, probablemente en la que producen mayor cantided de
propégulos, las hojas jévenes son colonizadas més répidamente después

de su desarrollo.

Andlisis de los datos por AN.FA,.CO.

El método de andlisis factorial de correspondencis (Cordier,
1965; Benzecri, 1976) ha seido utilizado, con relativa frecuencia en
los Gltimos afios, en el estudio de datos fitoecolBgicos (Lacoste &
Roux, 1971; Romane, 1972; Batlikova et al., 1976; Collentes & Leuwis,
1980; Britton & Podlejski, 1981). Este tipo de datos también puede
ser tratado por anélisis de componentes principales, sin embargo el
AN.FA.CO. tiene la ventaja de tomar en cuenta el carlcter probabilf{s-
tico de los datos y, la simetr{a existente entre l{ineas y columnas
de la table (Lebart & Fenelon, 1971; Romane, 1972).

Los datos analizados son, como en el caso anterior, los de la
tabla o matriz IV. Los porcentajes de varianza extrafdos por los pri-

meros cinco ejes, y la sume totel, es la sigulente:

ejes I II III Iv v Total

varianza 27.320 16.887 11.690 10.204 8.384 74,486
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En la figura XIII se grafica la distribucifn de los censos o
veriables segin los resultados del AN.FA.CO., para los ejes I y II.
Se obeerva un ordenamiento definido por el eje II. Se distinguen
tres grupos, uno en los velores positivos del eje, con mayor propor-
cibn de los censos de otofo; otro desplezado hacia los valores nega-
tivose, con mayor proporcibén de censos de Qerano; y un tercero, inter-
medio entre los otros dos, en los valores absolutos méds bajos del eje
II. Este Gltimo con mayor proporcifn de los censos de invierno, aun-
que més heterogéneo, ya que incluye censos de otofio y primavera.

Los censos de primavera no se segregaron independientemente,

y se encuentren relaclonados con los tres grupos anteriores, con
excepcifn del censo 8, correspondiente al estad{o de hojas jbvenes
de primavera, que se desplaza hacia los valores negativos més altos
del eje I.

A pesaer de la heterogeneidad de los censos de primavera, no
hay duda que este gradiente estéd correlecionado con las estaciones
del afio.

La interpretacibn de este método debe hacerse teniendo en
cuenta una propiedad importante: "une especie estd més prfxima a un
estado de variable (censo o estad{c de la hoja en las diferentes es-
taciones del afio), cuanto mas fuertemente intervenga en el perfil de
esa especie" (Romane, 1972).

Los censos de primavera no se segregan independientemente del
resto, debido a que cede estad{o tiene caracter{sticas comunes con
alguno de los tres grupos formados. El censo 11 se segrega con las
censos de otofio, debido a las especies que tienen en comin : PSE®,
POH, CUR, AUR, y comparten alte frecuencie de ASC. El censo 9 se une
a los censos de invierno, probablemente porque comperten una frecuen-
cle similar de GRN. E1 censo 10, aparece junto a los censos de vera-

no, probablemente porque comparten beja frecuencia de CLA y tienen

* Para el significado de las siglas, véase las referenciss de la

figure XIII.
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a CHR como especie comin y exclusive de los censos 10 y 13. E1 censo
8, correspondiente a hojas jbvenea de primavera, se encuentra tan
desplazado hacla los velores negativos del eje I, y no participa de
ningdn grupo, por el alto nimero de especies exclusivas: PLE, ART, SFH,
SGH, PCH, y LEP, as{ como por la alta frecuencia de MIC.

El grupo formado por los censos de otofio es el més homogéneo,
y se caracteriza por la alta frecuencia de CLA, ,; por sus especies
exclusivas: ZOE, FUS, PSE y SEP. Las especles PSt, POH, CUR, AUR vy
ASC, las comparte dnicemente con el censo 11, correspondiente a las
hojas secas de primavera.

El grupo que formen los censos de verano, se caracteriza por
las bajas frecuencias de CLA, y EPC, y por las especies exclusivas:
CLL,CHR,SOR, y SAH.

Los censos de invierno que forman el tercer grupo, tienen por-
centajes de frecuencia de especlies intermedios ertre los censas de
verano e invierno, en especial en cuanto a las especies més frecuen-
tes y distribufdas: CLA y ALT, y por le presenci¢ de PFF, MYC, PRR
y CHE como especies exclusivas.

El censo nimero 2 de otofio se encuentra incluido junto e los
censos de invierno, debido e que probablemente he sido "arrastrado®
hacia los valores negativos del eje, por su semeranza con los releva-

mientos de vereno.

2. Mftodos de aobservacibn directa

2.1. Andlisis de la densidad fingicea con M.E.B.

En la tabla V se presentan loe valores de censidad de micelio
epifilo, en los diferentes estadios de la hoja y en las cuatro easta-
ciones del afo, medidos mediante fotografise con M.E.B. La densidad
esté expresada en mm de micelio por mm2 de hoja. Zn la lémina II se

presentan algunas de las fotografias obtenidas.
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FIGURA XIII (cont.)

REF.: SIGLA DE LAS ESPECIES CONSIDERADAS EN EL GRAFICO DE LA FIGURA XIII

ALT : A. elternats SBH : Sphaeropsidal 2
ART : Arthrinium sp. SDH : Sphaeropsidal &4
ASC : Aacomycete 1 SEP : Pseudoseptoria sp.
AUR : A, pullulens var.melanigerum SFH : Sphaeropsidal 6
CHE : C. herbarum SGH : Sphaeropsidel 7
CHR : Chrysosporium ep. SHH : Spheeropsidal 8
CLA : C., cladosporioides SOR : Sorderia sp.

CLL : C. gloeosporioideg TIO : P.oxyanthi

COC : C. martinae YTA : Ascochyta sp.

CUR : C. luneta Z0E : Z. eucalypti

CYT : 7Cytoplea sp.
DRE : Drechslera sp.

EPC : E. purpurascens

FUS : Fusarium sp.

GRN : Micelio estéril GRN
LEP : Leptosphaeria sp
MAC : M. smilacina

MIC : M. cellista

MYC : Mycosphaerella sp.
NEC : Nectriaceae

NIG : N. oryzae

PAH : Phoma PH 1

PBH : Phoma PH 2

PEN : Penicillium sp.

PFF : Sphaeropsidel 9

PLE : Pleaspors sp.

POH : Phoma PHLHK

PRR : Perlconia sp.

PSE : Pseudodiplodla sp.
SAH

Sphaeropsidal 1
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Los datos de hojas maduras, senescentes y secas, fueron trata-
dos por anélisis de varianze*. No se incluyeron los datos de hojas
jbvenes gue, al presentar en su mayori{a velores nuloe de densided,
interfieren en el método estad{stico. Se aplicé la transformacibn
y= x + 0.5 . Los factores interactdan, por lo tanto sblo se han podi-
do estimer los efectos principseles, edad de la hoja y estacibn del
efio. Ambos resultaron muy significativos. E1 cuadrado medio del error
es muy pequefio, 0.1117 con 110 grados de libertad. Los F calculados
fueron los sigulentes:

Edad= F(2,110) : 69.13
Estacibne F(3,110) : 91.77

En la figura IVX estédn representedas las medias de los valores
de ls tebls V. Observamos que la densided tiende a aumentar desde un
minimo en las hojas jbvenes, hasta un méximo en las senescentes. Eg-
te aumento con la edad de la hoje concuerda con los datos de frecuen-
cia obtenidos para las especies epifilaes de mayores frecuencias (fi-
gura VII). En las hojas secas, sin embargo, aumenta en invierno y o-
toflo, pero se mantiene constante en verano y disminuye en primavera.
Como en los datos de frecuencia, la densidad es méxima en todos los
estad{os de las hojas en invierno.

En el primer muestreo no se observé diferencias de densidad
entre la cara edaxisl y abaxial de las hojas, por esa razén loe re-
sultados se presentan sin discriminar. Esta semejanza en la densidad
de micelio en lae dos caras, discrepa con los resultados obtenidos
en otras especies vegetales (Pugh & Buckley, 1971a; Breeze & Dix,
1981). Podemos explicar estos resultados si examinamos las fotogra-
fias de la l1lé&mima II, donde no se observan diferencias anatémicas
entre las dos cares., La diferencla de estructuras superficiales en-
tre las dos caras es uno de los factores que incide sobre la dénaidad
de organismos en el filloplano (Last & Warren,1972; Dickineon, 1976;

* Egte andlisis fue reelizado en el C.E.V.E.G. (Centro de Ecofisio-
logie Vegetal), CONICET, por el Ing. Agr. Hector D. Ginzo.
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TABLA V

DENSIDAD DE MICELIO FUNGICO EN EL FILOPLANO DE E. VIMINALIS. LOS VALOD-

RES SE EXPRESAN EN mm DE HIFA POR mm2 DE HOJA, Y SE OBTUVIERON POR ME~-

DIO DE FOTOGRAFIAS CON M.E.B.

Estacibn
Invierno Primavers Verano Otofio
Hoje

4.80 0.00 0.00 0.00

0.00 0.00 0.00 0.00

6.00 1.56 0.00 0.00

1.32 0.00 0.00 1.20

3.00 0.00 0.00 0.00

0.00 0.00 0.00 0.00

J6ven 0.00 0.00 0.00 2.28
0.00 0.00 0.00 0.00°

0.00 0.00 0.00 0.00

0.00 0.00 0.00

0.00 0.00

0.00
X:1.75 X:0.16 X:0.00 X:0.29

5.04 0.00 3.36 8.52

5.04 2.20 4.80 1.80

8.28 0.48 1.20 2.52

3.72 0.00 3.00 1.68

5.04 5.64 0.00 0.96

2.88 2.6L 0.00 3.00

L. LG 0.00 2.28 2.28

Madure 3.72 2.40 3.96 0.72
2.88 0.00 1.20 2.40

3.82 0.36 5.40 0.00

3.48 0.00 0.00 0.00

0.84 0.00 0.00
X:4.39 X:1.23 X:2.1 X:1.99

4.92 9.36 1.92 5.88

1.80 7.56 2.28 6.84

3.96 8.05 0.00 2.76

Senescente 13.33 5.64 0.00 L.56
13.33 4,92 2.64 2.52

10.69 3.96 3.36 7.80

9.12 D.60 3.12 1.32
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6.12 6.96 2.4L0 5.16

2.04 7.80 2.88

5.04 1.80 1.92

Senescentes 3.84 6.48 4.92
3.24 14,65 1.80
X:7.03 X:5.10 X:3.87 X:4.03

15.60 0.00 6.00 21,73

12.49 0.00 5.40 3.00

9.85 0.84 7.20 6.84

11,53 0.00 7.56 5.64

16.81 0.00 0.00 540

14,29 1.20 0.96 5.64

Secas 8.88 0.72 1.92 5.16
14,77 1,32 1 44 4,80

0.12 0.00 2.76

2.88 0.00 5.64

2.88 3.60 12,25

9.97

X:13.02 X:0.91 X:3.67 X:7.17
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FIGURA IVX

REPRESENTACION GRAFICA DE LOS VALORES MEDIOS DE DENSIDAD FUNGICA EN EL
FILOPLAND DE E.VIMINALIS,MEDIDOS POR MEDIO DE FOTOGRAFIAS CON M.E.B.

OENSIDAD

2
15ﬂ mm x mm

14 1
131

12

114 INVIERNO

107

84

VERANO

PRIMAVERA

T A v

jovenes maduras senescentes secas
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Baker et al., 1979). Por otra parte, la posicibn de la hoja sobre la
plantea es laterasl en lugar de dorsiventrel, y por lo tanto no difie-
ren en cuanto e la Incidencias de los factores climéticos.

Le distribucibn del mi:elio sobre las hojes también muestra di-
ferencias con lo observado sabre otros vegetales. Pesante (1963),
Friend (1965), Dickinson (1967), vy Pugh & Buckley (1971a), sefalan
que la mayor concentracién de epifilos se encuentres sobre las nerva-

dures principales de la hoja. En E. viminalis el micelio estd ausen-

te sobre las nervaduras, y se encuentre localizado en las lreas entre
nervaduras (l&mina IId), muchas veces concentrado en la depresibn

gue existe en el borde de los estomas (l&mina IIc), como ya lo sefa-
laran Beker et al. (1979).

2.2. Dbservacifn de fructificaciones sobre el sustrato

En la tabla VI se hen sefialado los resultados de la observacibn
de fructificaciones sobre hojas en el Arbol y hojarasca, en las cua-
tro estaciones del afino. La mayor parte de los organismos corresponden
a especies endofilas registradas por las técnicas de sislamiento.

Harknessia eucalyptil es la (nica especie no registrada por dichas

técnicas. Sin embargo aparecif con mucha frecuencia sobre hojas madu-
ras, senescentes, secas y hojarasca, en todas las estaciones del afio.
A partir de sus fructificeciones se realizaron cultivos que fueron
comparados con los de cepas estériles obtenidas por los métodos de
alslamiento. No obstante, ninguna de esas cepas correspondif e las
caracter{stices de H., eucalyptl en cultivo. Este especie, por otres
parte, fructifice fécilmente en medios de cultivo semi-sintéticos.

Debemos recordar gque, como se sefislf anteriormente, las técnicas de
aislamiento y observecifn directa, se realizaron con un afio de dife-
rencle. Las condiciones de humedad relativa y temperatura mensuales
en loe dos perfodos no fué demasiado diferente; sin embargao, éstas

y otras variacliones climlticas y del hospedante, que no ee han re-
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gistrado en este estudiu, pueden ser la causa de la sparicifn de H.
eucalypti en el segundo perfodo de muestreo. En estos momentos se
estd realizando une nueva etapa en el estudio de los endofilos de

E. viminalis, que nos permite corroborar comportamientos similares

en otras especies fingicas. La micoflora bésica no sufre variacio-
nes significativas en los muestreos de afios sucesivos, pero ciertas
especies esporfdicaes aumentan significativemente su frecuenciae en
algunos muestreos, y eln aparecen con frecuencies relativamente altas,
especles que nunca fueron registradas con anterioridad. Las causas
de estas variaciones sflo podrén ponerse en evidencia si se realizan
estudios que se prolonguen durante verios efios sucesivos, y se regls-
tren parémetros microcliméticos y condiciones del hospedante.

Las fructificaciones de C. martinae fueron observadas (nica-

mente en invierno y otofio, del mismo modo que les de Z. eucalypti.

Sin embargo 7Cytoplea sp. fué encontrada fértil en primavera, verano
y otofio. Estas observaciones coinciden con las de distribucién de

frecuencias registrades por las técnices de aislamiento.
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CONCLUSIONES Y DISCUSION

La comunidad de la filosfera de E. viminallis sufre cambios es-

tacionales més marcados que los producidos por la edad y estado fi-
siolbégico de la hoja. Ambas variaciones involucran principalmente
camblos cuantitativos y, en menor grado, cuelitativos. Esta Gltima
caracter{stica de las poblaciones fingices de lea filosfera ya han si-
do observadas por Gourbier (1975, 1976), en Ables alba ; Latch & Mc
Kenzie (1977), en Lolium spp. y Mishra & Dickinson (1981) en hojas

de Ilex aguifolia. E1l invierno y otofo son las estaciones més favo-

rables para el desarrollo fingico en este habitat. E1 verano, la més
desfavorable, observéndose una reduccifn tanto cuantitativa como en
el nimero de especles presentes. E1l invlerno y otofio son también las
dos esteclones donde fructifice la mayor parte de los organismos,

vy lo hacen preferentemente en hojas seces sobre el Arbol y en la ho-
jarasce. Es evidente una relacifin estrecha con los factores climlti-
cos, en especlal con la humedad emblente. Resultados semejantes fue-
ron observados por Last (1955); Breeze & Dix(1981) y Mishra 8 Dickin-
son (1981). Sin embargo, otros investlgadores aeﬁalah al verano como
la estacifn donde se observe mayor abundancia de organismos (Pugh,
1968; Ruscoe, 1971; Latch 8 Mc Kenzie, 1977). Lee veriaciones en fun-
cién de la edad y estado fisiolbgico de la hoja, sefalan un aumento
cuentitativo y en menor gredo cuaslitativo de la comunidad a medida
que la hoja envejece.

La comunidad fingica de la filosfera de E. viminalis estéd com-

puesta por dos grupos bien definidos de organismos: los que habitan
el fllopleno y los endofilos. Estos dos grupos funcionan casi inde-
pendientemente hasta la senescencia y muerte de .a hojea sobre la
planta., La muerte de los tejidos transforma a le hoja en un sustrato
diferente, més homogéneo, como consecuencia de 1) cual se verifica
un camhio sustancial en las poblaciones f(ngicas. En el nuevo equi-

librio no suelen intervenir nueves organismos, sino que se produce
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un reordenamiento de los ya existentes. Los epifilos o habitantes
del filoplano, penetran en el interior de le hoja, desplazando a los
endofilos, aunque, sin que éstos lleguen a desaparecer. En estas con-
diciones, los endofilos generalmente comienzan a fructificar. A pe-
sar de que en los dos grupos se observan variaciones con el paso de
las eataclones del eflo, las poblaciones endofilas no sufren cambios
tan marcados como los observados en las poblaciones epifilas. Es
evidente que en el interior de ls hoja esthn mée protejidas de las
variaciones climdtices, que los habitantes del filoplano (di Menna,
1971). En forma inversa, los organismos endofiles parecen ser los
més influencledos por la edad y estado fieiolfgico de la hoja. Se
observa en ellos un aumento de la frecuencias acumulada y nimero de
especles & medida que la hoja envejece. En las especles del filopla-
no ee registraron clertas diferencimes entre los métodos de observa-
cifn directa y aislamiento, mientras en el primero se evidencia un
aumento de la densidad con la edad de la hoja, er el segundo no se
registrd ningln patrén estable ni reqular de la “recuencia ni del
nimero de especies. Las diferencias observadas er los dos métodos,
pueden atribufirse a que no fueron realizados simulténeamente. No
obstante, las condiclones de temperatura y humedad relativa medias
en loe dos perfiodos de muestreo (figuras IV y V ., no difieren sig-
nificativamente. Por lo tanto podemos atribuirles al estado del hos-
pedante, o a condiciones microclimdticas que no "emos registrado.
También debemos tener en cuenta que se treta de oarémetros que ae
comportan en forma diferente. La frecuencia en las hojas jbvenes vy
maduras en clertas &pocas del afio es alta, mientras que la densidad
en las mismas estaclones se mantiene baja. E1l aumento puede eer con-
secuencia del aporte de especies espor@dicas y de baja frecuencia,
que forman colonliaes denses pero limitadas (espec.es ruderales, Pugh,
198p). Estas producen un aumento de la frecuencla pero no de la den-
sidad, que estd més influenciado por las especies de crecimiento in-
tensivo, que en estos ested{os todevia no han co.onizado completamen-

te el sustratao.



115

El grupo de organiemos registrados en el filoplano es aemejan-
te 8l encontredo sobre otros vegetsles superiores de climas templa-

dos (Hudson, 1968). Los elementos comunes son: A. alternata, C. cla-

dosporioides, E. purpurascens y Fusarium sp. Estén augentes, o se re-

gistraron con muy bsje frecuencie, A, pullulans y B. cinerea, proba-

blemente reemplszados por M, callista y P. oxyanthi. Se observd la

presencle de N, oryzee y C. lunata, dos elementos del filoplano de

loe trb6picos (Hudson, 1968). Esto puede estar reflejando clertas ce-
racteristicas tropiceles en el climea del eitio de muestreo, como se-
fislamos en el punto 1.2.

Si comparamos esta flora con ls registrada sobre otras especies
de Eucalyptus en Australia, observamos que difiere motablemente ds

la encontrede sobre £, stellulata (Lamb & Brown, 1976), pero es seme-

jante a la de E. regnans (Macauly 8 Thrower, 1966), a pesar de gque
estom (ltimos sutores no estudisron espec{ficamente las hojas vivas.
Ello parece indicar més una especificided con el hospedante, que di-
ferencias regionales. Esta cuestidn debe ser corroborada con estudios
de la misma especie en diferentes reglones y, de diferentes especiles
en un mismo amblente.

R diferencia de los organismoe del filoplano, los endofilos se
caracterizan por especies que no han sido registradeas como tales hae-
ta el presente, ni sigulera sobre otres especies del mismo género.
Ello puede estar reflejando tsnto una alte especificidad como dife-
renciae reglionales.

Con base en las clasificaciones propuestas por Leben (1965),
Dickinaon (1976) y Pugh (1980), realizesmos la siguiente clasificacién
de los organismos no patfigenoe de la filosfera, con inclueifn de la
flore endofila, en funcifn del papel que estos organismos desempefian
en ls hoja, el tipo de desarrollo, y la parte del ciclo de vida que

cumplen sobre este habitat.
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HONGOS EPIFILOS

Ex6tonos:

son deposlitados en forme de esporae u otros propigulos sobre
la superficle de las hojess vivas, pero nunca llegan a germinar y co-
lonizar ese habltet. En algunos cesos puede tratarse de hongos para
loe cuales el filoplano constituye un eslabdn importante de su ciclo
de vida, pero éste se complete esencislmente en otro luger (copr6fi-

loa). Estén inclufdos en eete grupo loe sapréfitos primarios, que no

desarrollan sobre la hoje hasta que ésta muere.
Cabe presumir que debldo el tipo de técnicas utilizadaas, estoa

organismos no hen sido reglstrados en este eatudio.

Ruderales:

se encuentran la mayor perte del tiempo como propéqulos inac-
tivos sobre la hoja vivae, pero pueden desarroller cuando se dan cler-
tes condiciones particulares. Los nutrientes disponibles sobre la su-
perficle de la hoja son suficlientes para su desarrollo, pero la elta
perturbaci6n del habitat, provocada principalmente por los agentes
climdticos, impide su desarrollo. Sin embargo, cuando esa perturba
cién decrece, estos organismos pueden crecer. Tienen la capacidad de
germinar répldamente, pero son incepaces de crecer en forma extensil-
va, Forman colonies densas pero limitadae, y generalmente muy esporu-

ladas. En E, viminelis pueden estar representades por las especles

esporddices de beje frecuencia. En especial aquellaes que aparecen so-
bre hojas j6venes y madures de invierno y primavers. En esos estadi-
os tienen mayores posibilidedes de desarrollar debldo e la menor com-
petencia con las especies residentes, que se presentan con menor fre-
cuencis. Ej. Pleospora sp., Arthrinium sp., Phoma PH 3, Leptosphaeria
sp., Sordaria sp., Periconia sp., Ascochyta sp.



117

Resldentes:
son las especies mejcr adeptades para crecer sobre la hoja vi-
va. Son hongos que crecen e forma continua y extensiva, pero més len-

tamente que los ruderales. Je las especies aisladas de E, viminelis,

incluimos en este grupo a: 4., alternata, C. cladoeporioides, E., pur-

purascens y M, callista.

Pueden considerarse espec{ficos, sl s6lo son registrados en la
superficie de las hojes vivas, y no paerticipan activamente en la de-

gradaci6fn del sustrato cuardo la hojs muere; o inespeci{ficos si tam-

bién actdan como saprbfitos primarios. Las especies precitadas corres-

ponden a este segundo grupo.

Sapr6fitos primarios:

son incepaces de crecer hasta la senescencie y muerte de la ho-
ja. Actian activamente en ios primeros estados de le degradacidn. No

fueron registrados en este estudio.

HONGOS ENDOF ILOS

Ruderales:

como en el caso de los epifilos, estos organismos se encuentran,
la mayor parte del tiempo, como propAgulos inactivos en la superficie
de ls hojs, pudiendo penetrar y desarrollarse en el interior, sflo
cuendo se registran condiciones particuleres en el hospedante y el

ambiente. En E. viminalis estar{an representados por: Sphaeropsidal

2, Nectriaceae, Pseudoseptoria sp. A. pullulans, Phoma PH 2, Phoma

PHLK.

Residentes:
son les especies mejor adaptadas para desarrollar en el interior

de la hojs, Ej. C. martinae, 7Cytoplea ep. , M. smilacina, Micelio
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estéril GRN, y Z, eucalyptl.

Debido a que no se ha observado reemplazo de especles en los
diferentes estad{os de las hojas, no es poaible plantear una sucesidn
de colonizacib6n. No obstante, en la figura XV se intentse esquematizar

la colonizacibn fingica en hojas de E, viminalis en la Pcia. de Bue-

nos Aires, en funci6n de los grupoe ecolbégicos p.anteados anteriormen-

te y la frecuencia relative de los organismos aislados.
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FOTOGRAF IAS



HONGOB AIBLADOB A PARTIR DE SUBMUESTRAS DE HOJAB DE EUGALYETUS YIMINA=
L18, PREVIA EBTERILIZACION BUPERFIEIAL

1- Lpgecamyces martinge
2- 7Qytoplea sp.
3- Mpgrophoma emlleping
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LAMINA I




FOTOGRAFIAS DE LA SUPERFICIE DE HOJAS DE EUCALYPTUS VIMINALIS CON MEB.

a- hoja madura, cara adaxiel, 1200 X, agosto 1981. Presenta 5.04 mm
de hifa por mm2 de hoja.

b- hoje senescente, cara adaxiel, 1200 X, agosto 1981. Presenta 4.92 mm
de hifa por mm2 de hoja.

c- hoja seca, cara abaxial, 1200 X, agosto 1981, Presenta 16.81 mm de
hifa por mm2 de hoje. Las hifas se disponen preferentemente en la
depresifn del estoma.

d- hoja senescente, cara adaxial sobre vene principal, agosto 1981.
No ae observan hifas. 1200 X.



122

LAMINA II




e- hoja jdven, cara abaxial, 1200 X, mayo 1982, Conidio germinado,

¢ Cladosporium herbarum ?

f- hoja jbven, cara adexial, 3000 X, mayo 1982. Conidio germinado. El
micelio comienza a disponerse en la depresifn del estoma, y las ra-

mificaciones se dirijen hacia el ocstiolo.
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LAMINA II (cont.)
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