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INTRODUCCION

Las estructuras aéreas da laa plantas, y las hojas en particu­
lar, proporcionan un habitat en donde se desarrolla una variada flo­
ra microbiana. Dicha flora está compuesta por organismos que. de a­
cuerdo e su ubicación en el sustrato, pueden aer epifitoa o endofi­
toa y, de acuerdo a su tipo de nutrición o relación con el hospedan­
te, parásitos, parásitos débiles o aapráfitos. Los parásitos, tanto
epifitos comoendofitos, han sido estudiados bajo múltiples aspectos
desde el comienzo de los estudiosfitopatológicoa. Sin embargo, s pe­
sar que desde los trabajos de Hiltner (1903) ae aceptaba que el equi­
librio hospedante-patógenoen la raiz, estaba influenciado por los
saprófitoe de la rizoafera, los saprófitos y parásitos débiles de las
hojas y otras estructuras aéreas de laa plantas, comienzana ser es­
tudiados sólo a partir de mediados de siglo (Last a warren, 1972).
Los trabajos de Last (1955) y Ruinan (1956) fueron fundamentales en
ei desarrollo de eatas investigaciones. Ambosautores, casi simultá­
neamente, proponen el término "filosfera". en analogía al término
rizoafera, para indicar la superficie de la hoja comoun habitat don­
de ae desarrolla una Flora particular. Esta flora esta constituida
principalmente por ssprófitoa, pero involucra también a los parási­
tos y parásitos débiles epifilos, y a los endofiloa que deben pasar
un período critico sobre la superficie de la hoja, hasta que sa den
las condiciones para la colonización.

Herling (1958) propone el uao de "filoplano" en reemplazo de
filosfera, comoun término más correcto para señalar que el área en
estudio ea únicamente la que sa encuentra en contacto directo con la
superficie da la hoja. Señala que el entorno de la hoja no tiene pro­
piedades fisicas y químicas tales que permitan el desarrollo activo
de una microflora, comoocurre con el suelo en el entorno de la raiz.
En forma similar, Ruinen (1961) define filoafars como "la capa en con­
tacto con la hoja y con la atmósfera, y sujeta a la influencia de am­
bsafl



Diem (1973) propone una redefinición de dichos términos, basán­
dose en observaciones de estimulación de la actividad microbiana por
granos de polen, an la superficie de la hoja (Fokkema, 1968, 1971;
Diem, 197D, 1973; Norse, 1972). Señala qus los microorganismos de la
filoafera serian aquellos que se desarrollan a nivel de 1a hoja, no
sólo sobre la cutícula, sino también sobre otros soportes, comopue­
dan ser los granos de polen. Utilizarian para su crecimiento todos
los nutrientes disponibles, cualquiera sea su origen. El término fi­
loplano quedaria entonces restringido sólo a aquellos organismos que
se desarrollan sobre la cuticula, en ausencia de nutrientes exógenoa
a la hoja. Propone también loa términos "palinoplano" para designar
la región correspondiente a 1a superficie del grano de polen, y 'pa­
linosfera" a la región de influencia del polen comonutriente. En al
momentoen que los granos de polen están presentes sobre la hoja, su
palinoplano y palinosfera se auperponen y yuxtaponan con el filopla­
no, para formar la filoafera "aensu lato". Eatas definiciones involu­
cran más el concepto de nicho ecológico que el de habitat. Por otra
parte, son da dificil aplicación práctica, ya que en la mayoría de
los casos no ea fácil delimitar el tipo de nutrición de estos orgab
niamoa sobre la planta viva.

Carroll et al.(1977) incluyen en la filoafera a los endofiloa
y, por lo tanto, el interior de la hoja. Esta ampliación del término
es válida si homologamosfiloafera con la definición da "biosfera"
dada por Danaeresu (1957), quien señala que ea "aquella parte da la
corteza terrestre y de la capa de aire circundante que está habitada
por organismos vivos", aclarando qua "en los trópicos, por ejemplo,
la biosfera se extiende más profundamente en el suelo que en otras
regiones". Font Quer (1965) amplia el espacio qua comprenda la filos­
fsra, indicando que "es la maaa, más o menos redondeada o no, del fo­
llaje de una planta o de un conjunto da plantaafl señalando que "an
la filoafera puede formarse un micro clima especial, más o menos di­
ferente del circundante".

Los términos filosfera y filoplano han sido usados indistinta­



mente en las investigaciones ds este habitat, en algunos casos con
acepciones diferentes, en otros concordantes.

En el presents trabajo utilizaremos filoglano según la defini­
ción ds Herling (1958), para señalar el habitat que ocupan los orga­
nismos epifitos en la hoJa viva, y filosfera según Carroll et al.
(1977), incluyendo a los endofilos.

En el filoplanc se han observado principalmente bacterias, le­
vaduras, hongos filamentosos con estadios levaduriformea, y hongos
estrictamente filamentosos. En los trópicos. bajo condiciones de hu­
medady temperatura elevadas, se han registrado también algas, li­
quenes, flagelados, smebas, Myxomycetss, helechos y hasta faneróga­
mas (Ruinen,1961). Las primeras investigaciones hacian suponer que
hasta la senescencia, los únicos organismos activos en este habitat
eran bacterias y levaduras, y que los hongos filamentosos ae encon­
traban comopropágulos inactivos. Estudios posteriores comprobaron
la existencia de hongos Filamentosos activos desde los primeros esta­
dios del desarrollo de las hojas, y aún en las yemas.

Comoconsecuencia de los estudios del Filcplano surge el estu­
dio de los endofilos no patógenos o parásitos débiles. Estos traba­
Joa pusieron en evidencia una alta frecuencia de endofiloa, que no
producían sintomas evidentes de infección, y que es ponen de mani­
fiesto sólo a través de las técnicas de cultivo. Sin embargo, es so­
lo en los ultimos cinco años que este importante grupo de organismos
ha comenzadoa ser estudiado con más intensidad.



ANTECEDENTES

1. Los microorganismos saprófitos en el filoglano

El estudio de los ssprófitos en lse estructuras aéreas de las
plantas tuvo en sus comienzos dos enfoques: el de la microflors epi­
fits de las estructuras vivas, y el de aquella que actúa en la ssnes­
cencia y muerte de los tejidos. El primero fue iniciado por los fito­
patólogos comoconsecuencia de la relación saprófito-parásito, que
incide sobre la salud de la plants. El segundo, comouna prolongación
de las investigaciones sobre los organismos que actúan en si suelo
descomponiendo los restos vegetales hasta la formación de humus.

Dickinson (1976) define a los organismos del filoplano como
aquellos que son capaces de completar su ciclo de vida. o una parte
significativa de 61, sobre la hoja viva. Sin embargo, numerosas invee­
tigaciones han establecido que muchos de ellos actúan comodescompo­
nedores primarios, e inician la penetración de los tejidos en la se­
nescencia de la hoja. Ello es consecuencia de los cambios quimicos,
enzimáticos y ultraestructurales que sobrevienen en esta etapa, y
que disminuyen la resistencia del hospedsnte. Es imprescindible, en­
tonces, el estudio global de estos dos aspectos. para obtener una vi­
sión completa del papel de los saprófitos en las estructuras aéreas
de las plantas.

1.1. Composicióngggla microflora y técnicas de estudio

La presencia de organismos saprófitoe sobre hojas y otras es­
tructuras aéreas de las plantas ss conoce desde hace mas de un siglo.
En 1668 de Bary describe Dematiumgullulene (-Aureobssidium gullulene .
comoun hongo frecuente en este habitat. Treinta y cinco años mie ter­
de, Burri(1903) demuestra 1a existencia de una flora bacteriana acti­



ve sobre las hojas, sembrandoel agua resultante del lavado de hojas
y de 1a maceración de tejidos. Duggelli (19GB)obtiene resultados ss­
mejantea, y demuestra que ciertas bacterias que acompañana los fru­
tos y semillas secas, se desarrollan sobre las hojas después de la
germinación. Las especies registradas con mayor frecuencia fueron
PseudomOnaatrifolii y P. fluorescens.

Potter (1910) señaló 1a existencia de una flora liquénics epi­
fila en los trópicos lluviosos. Paralelamente obtiene cultivos de
hongos filamentosos, al presionar hojas vivas de Solanumsp. y Helian­
¿Egg ap. sobre medio de gelatina en cajas de Petri. Entre los aisla­
mientos más frecuentes cita a Penicillium sp. y Botrytis sp. Maller
(1929) demostró que el filoplano alberga una flora bacteriana más di­
versa que la señalada hasta el momento.El desarrollo da algas fue
observado por Palm (193%) que encontró Stomstocroon sp. en las cáma­
ras subestomstales de una gran variedad de plantas tropicales. Keen­
sr (1950) estudió los hongos ds las yemas foliares en varias especies
srbóreas, por medio de técnicas da cultivo. Las yemas recién formadas
tenian mayor frecuencia y número de especies que las que se encontra­
ban en dormición.

En su trabajo sobre descomposición de hojarasca da Amelanchier
ep. y [eggs sp., Smit 8 Mieringa (1953) investigaron los primeros es­
tadios del desarrollo de las hojas, y corroboraron la existencia de
A. gullulans. Ls colonización del follaje por levaduras bssidiospóri­
css de la familia Sporobolomycetacese, fue señalada por Dsrx (1930).
Last (1955) estudió ls ecologia de estos organismos sobre hojas de
trigo y cebada, poniendo énfasis en la importancia de esta habitat
para al desarrollo de organismos saprófitos. utilizó el métodode
aislamiento por caida de esporas (Hluyver 3 van Niel, 192“; Derx,

1930; Buller, 1933) y registró comoorganismo más frecuente s 22252;
bolomyces roseua. Dbservó, además, la presencia de Cladosgorium sp.
sobre las hojas muertas.

Hroulik et al. (1955) estudiaron lae bacterias del follaje de
una gran variedad de plantas, y observaron que la gran mayoria eran



especies pigmentadas. En el filoplano de árboles y arbustos de varias
localidades de Java, Sumatra y Banks, la flora bacteriana está repre­
sentada principalmente por Beijerinckia spp., una bacteria fijadora
de nitrógeno (Ruinen, 1956).

La mayoria de los investigadores restringen sua estudios a un
grupo limitado de organismos, pero Herling (1958), usando el método
de lavado de hojas de Beta vulgaris, puso de manifiesto la existencia
simultánea de bacterias, hongos con estadios levaduriformes y hongos
estrictamente filamentosoa. Destaca que CladosEorium herbarum se en­
cuentra tanto sobre hojas verdes comosobre senescentea y muertas.

Los trabajos realizados en la microflora aérea por Hirst (1953),
Gregory y Hirst (1957) y, más tarde por Gregory (1971, 1973), estimu­
laron los estudios del filoplano a1 demostrar que las esporas de los
organismos saprófitoa se encuentran en mayor cantidad que 1a de los
parásitos. Estos resultados demostrarian que los saprófitoa se desa­
rrollan sobre las hojas vivas y senescentea, en mayor proporción qua
los patógenos (Last 8 Deighton, 1965).

Paralelamente a los estudios del filoplano aa realizaron las
primeras investigaciones sobre sucesión de organismos an tejidos se­
nescentes y muertos sobre el nivel del suelo. webster (1956, 1957)
describió el patrón de colonización fúngica en vástagos florecidoa
de Dactylis glomerata. Usó técnicas de observación directa de las
fructificaciones sobre vástagos, vainas y láminas. El primer grupo
de hongos que aparece con la senescencia está formado por C. herba­

rgm, E icoccum ur urascens, Alternaria alternate y A. Eullulana.
Señaló que los primeros colonizadores son Hyphomycetes y Ascomycetes,
en au gran mayoria anamorfoa y teleomorfos da Loculoaacomycetas. A1
comparar con loa resultados obtenidos en sustratos en el suelo (es­
tiércol, hojarasca y humus), destacó ls ausencia ds Mucorsles en ls
degradación de Dactylis glomerata por sobre el nivel del suelo. Pro­
pone que este tipo de investigaciones deban completarse con estudios
de cultivo.



Pugh (1958), sn el estudio de tejido senascente y muerto de Es:
rex paniculata, cultivó pequeñostrozos ds tejido con previa esteri­
lización superficial. Esta técnica le permitió poner en evidencia or­
ganismos que están actuando en la degradación interna del tejido,pero
no fructificados en sl momentodel muestreo. Los primeros colonizado­
res de este sustrato fueron identificados comoC. herbarum, Ceghalos­

Eorium acremonium y Fusarium culmorum.
Hudson a Webster (1956) encontraron un patrón de colonización

primaria semejante al de mebster (1956, 1957), en vástagos senascen­
tas ymusrtosde Agropyron repens, que incluyen la vaina y lámina da
ls hoja. Registraron la presencia de fi¿_pullulggg aún antes de que
laa hojas desarrollaran, y señalaron que el micelio de Elggggpgrigm
cladosporiongg, A. altgrggtg y g¿_Eu¿Egrggggggpuede psrdurar en con­
diciones vegetativas muchotiempo después de la fructificación.

En su estudio de las levaduras del filoplano de plantas da paa­
tura ds Nueva Zelandia, di Menns (1959), sembró alicuotaa de macera­
do de hojas, y registró comolos más importantes colonizadores, a
Rhodotoruls sp. y Sporobolomycataceaa. Dbservó que estos organismos
sa disponen en grupos dentro de las depresiones de la pared celular.
La mismaautora (1960) estudiando el filoplano de Brvumantarcticua
sn la Antártida, encontró que Crvptococcus sp. es más frecuente qua
Rhodotorula sp. en ese sustrato.

Voznsyskoskaya a Hhudyakov(1960) estudiaron la flora bacteria­
na del filoplano de 18 especies vegetales de Rusia, utilizando la téc­
nica de aislamiento de Hsrling (1956). Dbservaron que el número de
bacterias aisladas dependía del mediode cultivo utilizado.

Ruinen (1961) realizó un valioso aporte al estudio del filopla­
no, analizando la flora en hojas vivas de diferentes edades. en gran
variedad da plantas tropicales. Junto a otras técnicas usó la répli­
ca ds la superficie de las hojas con colodión o plástico soluble en
agua. Estas réplicas, observadas sn al microscopio óptico, permiten
estudiar la distribución da los organismos sobra las hojas. Señala
que sl drenaje ds agua a lo largo ds las nervaduraa causa una acumu­



lación de organismos quEpuede ser observada a ojo desnudo. Reconoce
comocolonizadores primarios a las bacterias, sctinomicetes y hongos
filamentosos.Posteriormente aparecen algas, levaduras y liquenes. Es­
ta es una de las pocas investigaciones en que se menciona a los acti­
nomicetes comointegrantes de la flora del filoplano. Stout (1960)
puntualizó que estos organismos que son muy frecuentes en el suelo,
se encuentran muyraramente 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 caña de azúcar,
respectivamente. La observación directa del material despues de 2-h
dias en cámara húmedaindisa que los colonizadores iniciales o sapró­
fitos primarios, estarian ¡a presentes sobre las hojas verdes, pero
fructificarian sobre las hojas senescentes.

Las técnicas usadas en los estudios precedentes, son inadecua­
das para discriminar entre organismos epifitos y endofitos en los te­
jidos vivos; asi comoentre los vegetativamente activos, y aquellos
que se encuentran en estado de esporas u otros propágulos inactivos
en el filoplano. Hendrick i Burges (1962) estudiaron la sucesión fún­
gics en hojas vivas y hojarasca de Pinus silvestris, utilizando un
conjunto de técnicas que les permitieron diferenciar estos estados
de la micoflora. Los organismos en estado de micelio activo, fueron
detectados utilizando la técnica desarrollada por Harley 8 Maid (1955)
para el estudio de la microflora de raices. Consiste en el lavado re­
petido de pequeños trozos de hoja, de tal manera que se eliminan las
esporas de la superficie. El cultivo posterior de los trozos permite
aislar organismos, preferentemente hongos filamentosos, que se encuen­
tren vegetativsmente activos.

Para diferenciar entre endofilos y epifilos, utilizaron la téc­
nica de esterilización superficial de fragmentos de hoja (Davies, 1935),
que ya fuera utilizada por Pugh (1958) en hojas senescentes y muertas.
El empleo de estas técnicas de cultivo, complementadas con ls observa­
ción directa de las fructificaciones sobre el material, les permitió
obtener un amplio espectro de la relación de los hongos con el sustra­



to. Los resultados permitieron comprobar que, s pesar de no prodUcir
ningún sintoma de infección, LophodermiumEinastri se encuentra como
endofilo en hojas verdes, y produce sus fructificaciones en la hoja­
rasca; mientras que Coniosgorium sp., y A. Eullulans son organismos
estrictos del filoplano.

Ruinen (1963) demostró que en el filoplano de árboles y arbus­
tos de Indonesia, predominan las cepas coloreadas de levaduras, tal
comofuera observado por Hroulik et al. (1955) en bacterias. Herling
(196h) realizó un estudio comparativo del filoplano de frutilla y can­
teno, aplicando el conjunto de técnicas ds cultivo de Hsndrick 8 Bur­
gos (1962). Señaló la presencia de organismos que denomina "casuales
o incidentales", que ae encuentran presentes únicamente an forms ds
propágulos inactivos. Aisló 27 de estas especies por medio de la siem­
bra da agus de lavado de hojas, entre los cuales Aspergillus 3p.,
Botrytia 9p., Cephalosgorium sp., Fussrium sp., Stemghylium sp. y Eng:
mg sp. son los géneros más frecuentes.

Last 8 Deighton (1965) realizaron una revisión de los trabajos
relacionados con sl filoplsno. Analizaron las técnicas utilizadas has­
ta el momento, los organismos y su distribución, asi comoel papel
qua juegan los colonizadores saprófitos en la superficie da la hoja.
Leben (1965) clasificó los organismos del filoplano en función ds su
estado de actividad sobre la hoja. Reconocedos grupos, loa coloniza­
dores "cssuales" (Herling, 196M)y los "residentes" (figura I a).

La influencia que puede ejercer s1 habitat del hospedanta en
ls microflora, fue estudiada por Dickinson (1965) en hojas de figlir
mions Eortulacoidea, una planta que crecs sn pantanos salinos cerca­
nos al mar. Las especies más frecuentes son las mismas que ss sialan
en plantas de otros habitsts, con excepción de Ascochytula obionea y
Dgndryghiella salina, esta última relacionada con suelos salinos
(Pugh, 1962). El autor propone la clasificación da loa hongos dal fi­
loplsno en tres categorias, en función da la parts dal ciclo da vida
que dichos organismos cumplen sn esa habitat (figura I b). Debido
al tipo de técnicas utilizadas, sus resultados no permitan diferen­
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ciar entre especies epifilss y endofilss.
Hogga Hudson (1966) estudiern los hongos de hojas adheridas

al árbol y, hojarssca, de Fagus avlvstics . Establecieron un patrón
ds colonización basado en la sucesión de ls aparición de las fructi­
ficaciones (figura II c). Demostrsron que los organismos encontrados
sobre 1a planta persisten durante un tiempo después que las hojas ca­
en al suelo. Entre lss especies aisladas con mayores frecuencias ci­
tan a: C. herbsrum, A. alternate, B. cinerea. Discula guercina y fl,
gullulana. Consideraron a esta última comosaprófita estricta, pero
Franklsnd (1966) observó lesiones superficiales producidas por esta
especia sobre peciolos verdes de Pteridium aguilinum.

Utilizando un amplio rango de técnicas, Dickinson (1967), sna­
lizó la colonización fúngics de hojas de Elgum sp., desde antes que
desarrollen hasta los últimos estadios de colonización sobre la plan­
ta. Para observar la distribución de los organismos, el númerode es­
poras y la densidad hifal sobre las hojas, usó la técnica de impresión
de la superficie, semejante a la utilizada por Ruinen (1961). Señala
que esta técnica es más efectiva que la de aclaramiento de hojas (Isaac,
1960; Jones, 1962; Hering a Nicholson, 196h), y que la de remoción
de la cuticuls con pectinssas (Preece, 1962), ya que estos últimos me­
todos son muydrásticos y modifican ls distribución espacial.

Hudson (1968), en un trabajo ya clásico sobre la ecologia de
los hongos que actúan en las plantas por encima del nivel del suelo,
realizó una amplia revisión del tema. Sugiere que los colonizadores
primarios saprófitoa que actúan en los primeros pasos de la degrada­
ción, pueden estar presentes inicialmente en el sustrato sn forma ve­
getativo, comoen el caso de la sucesión en estiércol. Por ello da
gran importancia al uso de técnicas de aislamiento en este tipo de
investigaciones. Estas son las únicas que pueden revelar la flora ac­
tiva real en al momentodel muestreo. Sin embargo, resta importancia
a los saprófitos del filoplsno, considerando que éstos se encuentran
sólo en estado ds propágulos que germinan en la sanescencia, siendo
alli donde actúan comocolonizadores primarios (figura III b).
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Utilizando únicamente técnicas de observación directa, Yadav
(1968), estudió la micoflora que interviene en la descomposición de
Urtics dioica. Sus resultados coincidan con los de Webster (1956,
1957) en Dactylis glomersta.

Pugh 8 Uilliems (1968) estudiaron los hongos asociados con la
planta en au totalidad, en hojas, vástagos y raices de Salsola kali.
Comparsron además, la flora de hojas y vástagos aéreos y enterrados.
En las estructuras aéreas encontraron ls mismaasociación de hongos
gue reconoce Hudson (1968) en su segundo grupo (figura III b). En su
mayoria se trata de especies diferentes a las halladas en las mismas
estructuras enterradas, y en 1a raiz. Camoya fuera señalado para al
caso de las bacterias (Hromlik et a1., 1955), y levaduras (Ruinen,
1963), las estructuras aéreas se caracterizan por tener también una
alta proporción de especies fúngicaa dematiáceas. Nicot (1960), en­
contró que la mayoria de los hongos presentes en las dunas del Saha­
ra, son miembros dematiáceos de los Hyphomycetes y Sphaeropsidales,
o micelios estériles demstiáceos. Considera que la pigmentación del
micelio y esporas es uno de los mecanismos de protección a la deseca­
ción, entre los que distingue: la formación de esporas multicslulares,
formación de paredes gruesas, Formación de picnidios y peritecios y,
tendencia a formar clamidosporas. La mayoria de los hongos encontra­
dos en las estructuras aéreas de Salsola kali tienen estas caracteris­
ticas, mientras que casi no existen en las especies de la parte ente­
rrada y raices. La formación de esporodoquios en E. Eurpurascens, un
integrante comúndel filoplano, y los microesclerocios da Cladospo­
giga spp., constituyen también mecanismosde protección s la deseca­
ción (Pugh, 1968). La presencia de pigmentos puede ser beneficiosa
también en otros aspectos: los carotenoidea permiten uns mayor tole­
rancia a las radiaciones UVy/o favorecen la captación de energia
(Last 8 Deighton, 1965; Codnor 8 Plstt, 1959). Los pigmentos castaños,
en su mayoria relacionados con la melanina, parecen tener un afecto
ds protección o filtro de luz, que ss uno de los factores limitantes
de 1a microflora del filoplano. La desaparición de los hongos de las



estructuras aéreas de las plantas cuando quedan enterrados, ya habia
sido registrada por Hogg(1966), en hojas enterrados de haya. C. her­
barum es el ejemplo más conocido de disminución rápida de su frecuen­
cia cuando la hoja cae al suelo.

El uso del microscopio electrónico de barrido (MEB),constitu­
ye un valioso aporte a las técnicas de observación directa. Barnes G
Neve (1966) utilizan esta técnica para observar 1a distribución de
Erysighe polygoni sobre las hojas. Leben (1969) utiliza la mismatéc­
nica para estudiar la distribución espacial de las poblaciones de bac­
terias sobre las estipulaa de las yemasde plantas de soja.

Lamb3 Brown (197D) estudiaron comparativamente 1a micoflora

no parásito de hojas de Paspalumdilatatum, Eucalyptus stellulata y
Salix babylonica. Entre las técnicas utilizadas adopta ls de clarifi­
cación y tinción de hojas, de Shipton a Brown (1962), para observar
1a distribución de los hongos sobre las hojas.

Unode los pocos estudios de 1a filosfera en el hemisferio sur,
ea el de Ruscoe (1971), que estudió 1a micoflora de hojas vivas, se­

nescentes y muertas de Nothofagus truncata en Australia. El uso de
una variada gama de técnicas le permitió corroborar el modelo de Hud­
son (1968),(Figura III b). El grupo 1 está representado en este caso
por Pestalotia funerea, Tubercularia sp. y Stachylidium sp. También
se encuentra representado el grupo 2, con excepción de Botrvtis cine­
;gg. Sin embargo, el inicio de la actividad de los integrantes de es­
te segundo grupo, no coincide con la senescencia como lo propone Hud­
son (op. cit.), sino que están activos desde los primeros estadios
del desarrollo de la hoja. Encuentra, además, significativas diferen­
cias entre la flora de la cara adaxisl y abaxial.

Taligoala (1969) y Pugh 8 Mulder (1971) estudiaron 1a inciden­
cia de las condiciones acuáticas y semiacuáticae del hospedante sobre
la microflora. Anslizaron el filoplano de Phragmites communisy 1217
pha latifolia, respectivamente. Ls sucesión es semejante a 1a de plan­
tas no acuáticas, pero con predominio, en los primeros estadios, de
las bacterias sobre los hongos. Los estados finales de la degradación



difieren, ya que hay mayor abundancia ds hongos predadores, que reem­
plazan a los tipicos del suelo.

Preece 8 Dickinson (1971) editaron los trabajos presentados en
al primer simposio sobre ecologia de los microorganismos sobre la su­
perficie de las hojas, realizado en Inglaterra en 1970. En dicho sim­
posio, Leben (1971) presentó una recopilación de las investigaciones
sobre la microflora epifita sobre yemas. Introduce el término "gemis­
fera", para señalar la superficie de las yemascomoun habitat parti­
cular. Los datos sobre el tema son hasta ese momentofragmentarios.
Los organismos con mayores Frecuencias son las bacterias y levaduras,
los hongos filamentosos aparecen en bajo número.Entre los más frecuen­
tes encontramos , comoen la superficie de las hojas, a Cladoagorium
spp., A. pullulana y E. purpurascens (Hishop a Cox, 1969). Los mode­
los presentados por Lange 3 Leben (197D, 1971) y Leben y colaborado­
res (1968, 197D), indican que la yema sana y activa de algunas plan­
tas anuales, pueden ser el sitio primario para el crecimiento de bac­
terias patógenaa y no patógenas. Sugieren que estos organismos crecen
profusamente cuando crece la hoja.

Pugh a Buckley (1971 a), Buckley a Pugh (1971) y Pugh (197a).

estudiaron la micoflora sobre hojas de Acer pseudoplatanus, desde los
primeros estadios en el árbol hasta su descomposición completa en el
suelo. El uso simultáneo de técnicas, entre las que as cuentan la ds
observación directa con MEBy la siembra de nervaduras previamente
extraídas con pectinasas, les permitió observar un crecimiento fúngi­
co activo desde que la hoja comienza a desarrollar. Observaron que la
distribución de Sporobolomycessp. y A.Eullulana, es a lo largo de
las nervaduras principales, corroborando los hallazgos de otros in­
vestigadores (Ruinen, 1961; Pasante, 1963; Dickinson, 1967). Los co­
lonizadores primarios comprenden a los enumerados por Hogg 8 Hudson
(1966).

En su estudio de la microflora ds pasturas en Nueva Zelandia,
di Menna (1971) encontró que la mayoria de los hongos aislados per­
tenecen a grupos con capacidad para invadir tejido vivo, y señala
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que "deben ser estudiados comoorganismos viviendotanto 32_comoEggïs la
hoja, y no comomiembros del filoplano en sentido estricto". Agrega
que " las levaduras, en cambio, no pertenecen s grupos con patogeni­
cidad conocida, por lo tanto,se trateris de verdaderos organismos del
filoplano".

La influencia de la microflors de la semilla sobre lee partes
aéreas de ls planta ,ha sido poco estudiada. Pugh 8 Buckley (1971 b)
demostraron que A. pullulsns puede ser aislado de la superficie pre­
viamente esterilizada de semillas de Acer Esudoplatsnus. Tambiénfue
aislado de yemasrecién abiertas, lo cual indicarle un posible cami­
no de colonización de las hojas desarrolladas (Pugh, 197h).

Godfrey (197“) estudió 1a micoflora del helecho Pteridium agu ­
¿igum,que resultó similar a la encontrada en sngioapermae de regiones
templadas. Frankland (1966, 1969) estudió la descomposición del mis­
mo helecho, y propone un patrón de sucesión (Frankland, 197k) semejan­
te al de Garrett (1963) y Meredith (1960).

Sharms & Mukerji (1973, 197b) y Sharms (197h) describieron le

micoflora de hojas de Seaamumorientale y Gossypium hireutum. Propo­
nen la clasificación de la microflors en cuatro grupos, basados sn
el crecimiento sobre las hojas verdes y su participación en ls des­
composición (Sharma 8 Mukerji, 1976), (figura I c).

Lindsey 8 Pugh (1976) analizaron ls microflors de Higgoghüg
rhamnoides, una planta que crece en dunss cercanas al mar. La sucesión
resultó aer similar s la encontrada sobre otras gimnospermss.

Dickinson (1976) propuso un esquema de clasificación de los hon­
gos epifilos (figure I d), en dands extiende la clasificación simple
en residentes y casuales de Leben (1965), e incorpora sl concepto

de"especies transitorias y habitantes casuales", comolos usen Lamb
8 Brown(197D) y Dickinson (1967), respectivamente. Utiliza para sllos
el término "exótonoa" usado por Park (1957), para señalar s los orga­
nismos que están mal adaptados a un determinado habitat y son ince­
paces de mantener un crecimiento activo. También incluye a los orga­
niemoe que actúan en los primeros estadios de ls descomposición (Hud­
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son, 1968), enfatizando 1a necesidad ds estudios conjuntos de estos
dos aspectos de la colonización sobre la planta. Los patógenos se an­
cuentran también representados sn este esquema debido a que sn muchos
casos son componentesimportantes de las poblaciones superficiales,
y en otros es dificil decidir si una cepa aislada es patógens o no
sobre un determinado hospedsnts.

Las algas comprenden el grupo de organismos epifilos menos es­

tudiados. Allen (1973) analizó el patrón de distribución de Phycogel­
tis expansa sobre hojas de una orquídes tropical. Dbaervó una corra­
lación positiva entre 1a aparición del alga y 1a profundidad de las
depresiones entre las células epidérmicas. El mismopatrón fue obser­
vado por Bernstein et s1. (1973) y Bernstein a Carroll (1977) en la
distribución de Protococcus sp. Estos autores utilizaron comotécni­
ca de observación directa 1a fluorescencia de los organismos epifilos.
Describen, por medio de esta técnica, al patrón de colonización y la
cobertura de las algas, actinomicetea y hongos filamentosos sobre ho­
Jas de Pseudotsuga menziesii. Compararonlos resultados con observa­
ciones efectuadas con el MEB.Señalando que éste último método propor­
ciona mayor información sobre la topografía de la hoja , mientras la
fluorescencia da mejores resultados en la identificación de los orga­
nismos. Desde loa primeros trabajos de Barnes (1966) y Leben (1969),
el MEBha sido utilizado por numerosos investigadores en el estudio
de la ecologia de los organismos del filoplano (Davenport, 197D; Kil­
bertua, 197D; Beech k Davenport, 1971; Campbell, 1972: Gessner, 1972:
Belin a Henry, 1973; Gourbier, 197h, 1975; Baker et sl., 1979). Sin
embargo, Diem (1973) indica que estas observaciones no han aportado
mayor información que la suministrada por el microscopio óptico. Roy­
le 8 Thomas (1971) recalcaron 1a importancia del uso,del MEBsn los
estudios cuantitativos de la distribución microbiana sobre la hoja.
Royle (1976) realizó uns importante revisión sobre el tema y señaló
los tópicos que pueden ser estudiados por esta medio.

El conjunto de técnicas con que han sido estudiados los organis­
mos del filoplano, caen dentro ds dos grupos: aquellas sn donde los
organismos se observan directamente sobre 1a superficie ds la hoja,
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y sn las que se los hace crecer sobre medios da cultivo apropiados
(Lindsay, 1976).

En términos generales se observa un incremento en el número
de técnicas utilizadas simultáneamente en cada estudio, desde los
primeros trabajos hasta el presente. El progreso en el estudio de
los microorganismos del filoplano depende del uso adecuado de una
combinación de técnicas ds observación directa y de cultivo (Dickin­
son, 1971). En el conjunto de técnicas empleadas hasta el presente,
alparámetro más empleadopara estimar las poblaciones ha sido la fre­
cuencia. Ütros parámetros, comola densidad, cobertura o biomasa, son
dificiles de estimar, debido a las caracteristicas del grupo de orga­
nismos involucrados. La densidad de las poblaciones da Sporobolomyce­
taceae, por ejemplo, medida por la técnica de caida de esporas, ha
sido desestimado por Pennycook 8 Neuhook (1978), debido a que el nú­
msro ds balistosporas descargadas no es proporcional a 1a población.

La réplica de la superficie de la hoja ha permitido la estima­
ción de la densidad de micelio y/o esporas (Dickinson, 1967; Stadel­
man, 1976; Bernstein a Carroll, 1977; Mc Bride 8 Hopes, 1977; Nild­
man l Parkinson, 1979; Breeze 8 Dix, 1981). Carroll st sl.,(1980)
calcularon la biomasa de micelio, levaduras y algas epifilas, en la
superficie de ramitas de Pseudotsuga menziesii.

Uno de los aspectos de estos estudios que han merecido sólo sn
los últimos años el interés de los investigadoras, es al uso de "tests"
para analizar los datos obtenidos por las diferentes técnicas. En
1979, Mildman a Parkinson utilizaron a1 análisis de varianza (ANUVA)
para estudiar la influencia que tians la altura ds las hojas en el
árbol y, las estaciones del ano, en tres camposdiferentes de Populua
tremuloides. Los datos analizados se obtuvieron por medio ds la téc­
nica da lavado de hojas y esterilización superficial. Usaron, además,
"tests" no paramétricos para analizar los resultados dal númerode
esporas y longitud de micelio, obtenidos por réplica ds la superficie
de las hojas. Baker st al. estudiaron al númerods especias fúngicas
por medio del indice de similitud da Soranean (19k6) y por al mato­
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FIGURA I

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

LÜPLANÜ

a- Clasificación en función de su actividad¡según Leben S19652

Colonizadoree casuales (Herling,196k): organismos que son deposita­
dos en forma de esporas sobre ls planta, ps­
ro que son incapaces de germinar y colonizar
eas ambiente.

Residentes (Laben,1961): miembros ds la microflora qus son capacss
de crecer sobre la aupsrficis asrss ds las
plantas.

b- Clasificación en función de la parte del ciclo de vida gus cumplan
sobre este habitat¡según Dickinson (1965)

Transitorioa
organismos que ss encuentran en estado ds propagulos.In­
cluys también a las levaduras, las cuales puedan cracsr
activamente sobre la superficie ds la hoja. Esta grupo
as pone de manifiesto con la siembra ds alícuotas da a­
gua de lavado de hojas, y no aparscsn sn loa discos la­
vados auperficialmente.EJ. Mortierella algina, Mucorhis­
mglig, Rhypsrobius cruataceus, Aspergillus-fumigatus.ggy
trytis cinerea, Doratomycesmicrosgorua, Fusarium sola­
ni, Penicillium app.

Crecen y esporulan
ss aislan por medio ds los dos mitodos: sismbrs ds sli­
cuotas ds agua ds lavado ds hojas y, siembra ds trozos
lavados auperficialmsnta.EJ. Cladoagoriumhsrbsrum, ¿lr
tsrnsria altarnats, Dandrvphiallasalina.



FIGURAI (cont.)

Crecen solo vegetativamente
se aislan de los trozos lavados superficialmente. Fruc­
tificsn en las hojas moribundas o muertas, y en el aus­
lo. Ej. Ascochytula abionis.

c- Elasificación en función de su crecimiento sobre las hojas verdes
y su particiggpión en la descomposición (Sharms y Mukerjil19762

Grupo I : hongos que son poco activos y no participan en la des­
composición.

Grupo II : hongos que no ss multiplican sobre las hojas verdes, pe­
ro qua son causantes de la descomposición cuando la hoja
envejscs.

Grupo III : hongos que ae multiplican sobre las hojas verdes y tie­
nen un importante papel en la descomposición.

Grupo IV : hongos que no crecen sobre las hojas vivas, pero que a­
psrscen en cámara húmeda.

d- Clasificación de los hongos epifilos según Dickinson 519762

No patógenos

a. Habitantes dsl filoplano
incluya las especies que aatan mejor adaptadas para vi­
vir sobre las hojas verdes. Son capaces de completar su
ciclo de vida, o una parts significativa del al sobre la
hoja viva. Se espera qua no estén comprometidos sn un
proceso extensivo de descomposición. Ej. Sporobolomy­
Eee, A. Eullulans, CladosEorium spp., fumaginas,eapa­
cisa ds Chsstothyriacsas.
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FIGURAI (cont.)

puedendistinguir tres categorias:
—\U7 °IU hongos que crecen continuamente
2 hongos con estructuras vegetativas tales, que lea per­

miten alternar periodos de crecimiento y supervivencia.
hongos que cuando las condiciones son propicias comple­U e

tan rápidamente eu ciclo de vida sobre la hoja. Tienen
una eficiente dispersión de esporas y vueven a crecer
cuando ae reanudan las condiciones Favorablae.

b. Invasores del filoplano
incluye las especies que pueden crecer extensivamente
sólo cuando lea condiciones son particularmente favora­
bles. EJ. Alternarie sp., E. gurgurascens, Stemphyliumsp.

c. Saprófitos primarios
son incapaces de crecer en forma extensiva hasta la se­
nescencia. EJ. Ascochvtuls ep., Leptoephaeria sp., Ple­
osgora sp., Phomasp.

Patógenoa

a. restringidos a1 filoplano. EJ. Erysiphe sp.
b. que crecen en forma extensiva o sobreviven por largos periodos

sobre el filoplano antes de la penetración. EJ. Alternaria sp.,
Botrytie sp., Drechalera 8p., Septoria sp.

c. que son incapaces de infectar a los hospedsntes sobre los cuales
se han depositado laa esporas. Pueden tener crecimiento limitado
o permanecer en dormición.

Exotonos (Park,1957)

e. hongos para los cuales el filoplano constituye un eslabón esen­
cial en el ciclo de vida, al cual se completa principalmente an
otro lugar. EJ. Cryptococcus, Mvrothecium, Pilobolus.

b. hongos depositados sobre las hojas, pero qua son incapaces de ss­
car ventaja de ese habitat. EJ. Banoderma, patógenos comoen c.,
hongos del suelo.
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do de Bray 8 Curtis (1957). Andrews et al. (1980) usaron el ANÜVAen
el análisis de los factores que puedenmodificar la microflora en ár­
boles de grandes dimensiones.

1.2. Nutrición

Desde los primeros trabajos sobre los aaprófitos del filoplano
los investigadores mostraron interés en averiguar cuál era la fuente
nutricional ds los microorganismos. Brown (1922) demostró que los ma­
teriales presentes sobre la superficie de las plantas, favorecen la
germinación de las esporas de hongos. Correlacionó el incremento de
la conductividad eléctrica de las gotas de agua sobre las hojas de
Cereus sEectabilis ocn el incremento de la germinación de conidios
ds Botrytis cinerea. En Vicia fava, sin embargo, no tienen ningún
efecto. En contraste con estos experimentos, los conidios de B. cine­
¿gg fueron sstimulados por concentraciones bajas de "exudados" de
V. fava, mientras que.las concentraciones altas los inhibian (Kovacs
t Szeoke, 1956).

Derx (1930) consideró que las Sporobolomycetaceae usan como nu­
trientes los azúcares "exudados" a la superficie de las hojas. Mes
(195h) demostró que, al menos algunos de los materiales encontrados
sobre las hojas, son "exudados" por la planta, bajo la influencia de
la lluvia. Ruinen (1961) y Last a Deighton (1965), reconocen que los
lixiviados ("leaching") de la superficie de las hojas, son la Fuente
nutricional de los organismosdel filoplano. El "leaching' o lixivia­
ción es un proceso pasivo difusional. Los iones provienen de los es­
pacios de la pared celular de la hoja, y no de los espacios "internos"
de las células del mesófilo. Estas células están bañadas por una solu­
ción de sales sn la mismaforma que las células norticales de la ra­
iz. Dicha solución se encuentra en lo que se denomina el "espacio ex­
terno". Llena los espacios de la pared celular y forms una delgada
capa que reviste los espacios intercelulares. Pero mientras la solu­
ción en el "espacio externo" de la raiz está en rápida comunicación
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por difusión con la solución del suelo, en el "espacio externo" de
la hoja, limita con el aire. En tal situación, los iones de esta so­
lución están obligados a pasar a la célula viva, y no a una pérdida
por difusión comoen la raiz. Sin embargo, esta situación se revier­
te cuando llueve, hay rocio o niebla. La solución del "espacio exter­
no" se encuentra entOnces en comunicación con una fina pelicula de
agua depositada sobre la hoja. En las lluvias intensas esa pelicula
se encuentra en constante renovación. Esa comunicación puede no ser
tan grande debido a la acción que ejerce la cuticula y la excreción
ds ceras superficiales. Sin embargo, la cuticula no ss enteramente
impermeable, y está provista de ectodermos. Comoresultado. los iones
pueden lixivisr hacia ls superficie de las hojas (Franke, 1967; Eps­
tein, 1972).

Los lixiviados de las plantas incluyen uns gran variedad de ma­
teriales. Se encuentran entre ellos todos los minerales esenciales
incluyendo los macro y micro elementos. También se han encontrado
azúcares, sustancias pécticas, aminoácidos y ácidos orgánicos. En pro­
porciones menores, fueron identificadas sustancias comolas giberelli­
nas, vitaminas, alcsloides y sustancias fenálicas. Los lixiviados en
mayor proporción son el H, Ca, Mg, Mny los carbohidratos (Tukey,
1971). Las experiencias de Tukey y sus colaboradores indican que ls
cantidad de materiales que pasan de ls hoja a la capa delgada de hu­
medades generalmente más grande en: i) las plantas deficientes que
en las normales; ii) las plantas dañadas mecánicamente por heladas,
que en las no dañadas (Tukey y Morgan, 1963); iii) las hojas manteni­
das en la oscuridad que las que están s‘la luz (Tukey et al., 1957);
iiii) las hojas maduras que en las jóvenes, con un pico en ls sensa­
cencis (Tukey et al., 1958).

La gutacián es otra de las formas sn que una cantidad sustancial
de azúcares y aminoácidos se sumes los materiales de la superficie
de las hojas.

En contraste con experiencias anteriores, Godfrey (197“), encon­
tró que los lixiviados de hojas ds hslscho no afectan sl porcentaje
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de germinación de conidios de B. cineres, aunque estimula la produc­
ción de tubos germinativos más grandes.

Muchoscolonizadores de las hojas puedan obtener nutrientes adi­
cionales de los detritus atrapados en la trama superficial de las ho­
Jas (Last 8 Deighton, 1965; Last a Warren,1972; Dickinson, 1976). Cier­

tos organismos comoCandida 9p., Torulogsis 8p., Sporobolomyces sp.
y las Cspnodiaceae, probablemente usen para su nutrición, las secre­
ciOnes de ciertos insectos comolos áfidos (Last &Deighton, 1965:01­
ckinson, 1976).

Fokkema (1968, 1971), Diem (197D, 1973, 197h), Norce (1972).
comprobaronque en ausencia de nutrientes suplementarios, las pobla­
ciones microbianaa se ven estimuladas por los granos de polen deposi­
tados sobre la hoja. La base nutricional en esta csso la constituyen
las sustancias liberadas al medio por los granos de polen. A todo ea­
te cúmulode nutrientes puede añadirse los provenientes de excrecio­
nes omuertsde otros organismos en la superficie de la hoja (Last
8 Warren, 1972.

1.3. Factores gue controlan la comunidad

1.3.1. El hospedante y su ubicación geográfica

Los colonizadores más frecuentes del Filoplsno son de distribu­
ción cosmopolita, y no ae ven afectados significativamente por.1a es­
pecie del hospedante (Last a Deighton, 1965; di Menna, 1971; Ruacoa,
1971). Voznsyakovakaya a Hhudyakov (1960) estudiaron la microflora
de 18 plantas en Rusia, y no encontraron adaptaciones de las especies
epifilas. Por otra parte Diem (1967), Dickinson (1973) , Dickinson
8 Wallace (1976) y Teuari (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 astuvo dominadapor
Cladosgorium sp. y Alternaria ap.
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En un intento por comprobar el endemiamoen hongos del filopla­
no, Beker et al. (1979), investigsron la micoflora de tres plantas
endémicas de Hawaii. Encontraron que ésta no varia cualitativamente
de la registrada en plantas de regiones templadas. Sin embargo, Rui­
nen,(1956) observó que las especies de Beijerinckia, que son muyco­
munes en el filoplano de los trópicos húmedos, no se encuentran en el
follaje de otras regiones del mundo.

Hroulik et al. (1955) y Stout (1960) señalaron que 1a propor­
ción relativa de bacterias difiere en relación con el hospedante.
Mientras Flavobacterium app. son predominantes sobre especies de 5327
3252_y EEE, sus frecuencias son semejantes a las de Chromobacterium
spp. y Pseudomonas spp. sobre Lolium. Del mismo modo las colonias de

Beijerinckia ep. fueron mas numerosas que las de Azotobacter sp. so­
bre hojas de Cacao y, en forma inversa, sobre citrus (Ruinen, 1961).
Cuando1a mismaautora estudia las levaduras del filoplano de árboles
y arbustos da Indonesia, observa la total ausencia de Torulogsis asria
y T. ingeniosa, dos especies muyfrecuentes en el filoplano de plan­
tas de Nueva Zelandia (Ruiner, 1963). Herling (196“) encuentra que

mientras Alternaria ap. y Cladosgorium sp. son los géneros más abun­
dantes en centeno, en el filoplano de frutilla son reemplazados por
Botrytis sp.

Dickinson (1965) destacó la ausencia de Sporobolomyces roseus
y la baja frecuencia ds A. Eullulans en hojas de Halimione Eortulscoi­
Egg. Ambosorganismos son considerados como los más frecuentes sn una
extensa variedad de plantas de diferentes latitudes (Last, 1955. 197D;
Ruscoe, 1971; Pady, 197h; Dickinson a Wallace, 1976).

Hudson (1962), le 8 Yadav (196h) y Hudson (1968, 1971) obser­
varon que en loa trópicos las especies de Alternaria son reeplazadas.
generalmente, por Nigranora sghaerica y Curvularia lunata. Apinis
st al. (1972) observaron que mientras en una localidad Polyscytalum
ap. es muyfrecuente sobre hojas de Phrsgmites sp., en otras estaba
ausente. Hudson (1962) y mas tarda Dickinson (1967) postularon que
las hojas ds las plantas estan colonizadas por dos grupos de hongos.
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Uno formado por especies ubicuss y cosmopolitss, entre las que seña­
la a Cladosporiumspp., Alternsria spp., Botrytis spp., A. gullulans
y E. Qurgurascens. El otro, formado por ciertas especies que denomi­
na "elemento único", cuya distribución está restringida a un número
limitado de hospedantes, por ejemplo: Metasghaeris en Carex, Fusicoc­
Egm_enfinge, Ascochyta en figlimiong y Aucochytgupinoq sien Eiggm.
Bell (197M) señaló que los organismos que se encuentran asociados a
determinadas especies vegetales, tienen generalmente una fase parási­
ta en el material vivo, y un estado saprofitico persistente en el ma­
terial muerto.

La especificidad de ciertos organismos del filoplsno, parece
estar cuntrolada por la naturaleza fisica de 1a superficie y, por la
naturaleza quimica de los lixiviados de la hoja (Sinha, 1971). La su­
perficie de las hojas puede presentar diferencias importantes en cuan­
to s lns caracteristicas de la venación, superficie de las células
epidérmicas, cuticula, tricomaa y ceras superficiales (Hsllam a Juni­
per, 1971). Las hojas que presentan una topografía más irregular, tie­
nen mayor proporción de organismos en el filoplsno (Dickinson, 1971;
Baker et al., 1979). Las nervaduras prominentes, la irregularidad de
la cuticula, la profundidad de los espacios intercelulares y, la ma­
yor densidad de tricomas y ceras superficiales, "proteja" s los pro­
págulos y estructuras vegetativas de los factores climáticos. También
modifican la persistencia del agua superficial y su acción en el mo­
vimiento de los solutos (Last 8 Warren, 1972).

Ls posición de ls hoja sobre la plants es otro de los factores
que puede influir sobre las caracteristicas de la microflora en plan­
tas diferentes. Las hojas pueden ser planas , o tener una posición
vertical. La incidencia de los factores climáticos varia sn una u
otra. La radiación que recibe una hoja plans es dos o tres veces supe­
rior a la que recibe una hoja en posición vertical. Ciertos organis­
mos pueden soportar estas radiaciones, mientras que otros son suscep­
tibles a ellas. En las hojas planas, 1a cara abaxial es generalmente
ls que tiene mayor número de irregularidades en su topografía, y ma­
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yor número de estomas, lo que aumenta 1a humedad de esa superficie.
Su posición brinda, además, protección contra el arrastre de esporas,
micelio y nutrientes por las lluvias. Estas caracteristicas hacen que
generalmente dicha cara presente mayor densidad de organismos (Pugh
8 Buckley, 1971 a; Breeze y Dix, 1981).

Los lixiviados de 1a hoja representan la principal fuente de
nutrientes de los organismos del filoplano. Tukey (1971) demostró que
existen diferencias significativas en cuanto a volumen, época del año,
y composiciónde estos lixiviadoa, en diferentes especies vegetales,
y aún dentro de una misma especie, si existen variaciones en el clima
o suelo en que crecen. Esta puede ser otra causa de 1a especificidad
deciertas especies del filoplano. Moller (1929), Hhudyakov(1961) y
Last 3 Deighton (1965), sugieren que las bacterias y hongos levaduri­
formes, sen capaces de crecer sobre un amplio rango de hospedantes
debido a qua no requieren micronutrientes especificos para su creci­
miento.

1.3.2. Edad y estado fisiológico dg la hojg

La mayoria de los estudios del filoplano han sido realizados
en plantas anuales o deciduas, y si perennes, con hojas de vida me­
dia corta. De tal manera que, 1a influencia de la edad de la hoja en
1a comunidaddel filoplano, se confunde con los efectos producidos
por los factores climáticos en el transcurso de las estaciones del
año. No obstante, desde los primeros trabajos se ha sugerido que las
especies fúngicas "aparentemente cambian con la edad ds 1a hoja" (Po­
tter, 191D).

Last (1955) observó cambios cuantitativos en la población de
SEorobolomycesroseus sobre hojas de centeno. La frecuencia de esta
especie fue minima hasta la mitad de la vida media de la hoja, en que
aumenta hasta un máximo después que 1a hoja muere. Del mismo modo,
Ruinen (1956, 1971) indicó que "las poblaciones fúngicas están prác­



26

ticamente ausentes en las hojas jóvenes, el incremento comienza cuan­
do la hoja madura, pudiendo alcanzar considerables dimensiones en las
hojas viejas." "Las poblaciones bacterianas se comportan de la misma
manera". Uebster (1956, 1957) observó cambios cualitativos graduales
de la flora fúngica en hojas de Dactylis glomerata. Describió un pa­
trón de colonización en función del estado fisiológico de la hoja,
desde la seneacencia hasta la muerte de la planta (figura II a). En
Ssccharum officinarum, Hudson (1962) reconoció tres grupos sucesivos
que se reemplazan con periodos de dos meses (figura II b). Hogg y Hud­
son (1966) obtienen resultados similares en hojas vivas y muertas de
Fagus sylvatica (figura II c).

Dickinson (1967) señaló que las hojas jóvenes parecen estar li­
bres de micelio; en las hojas activas deaualquier'edad el númerode
especies es bajo, aumentandoconsiderablemente con la seneacencia.
Sin embargo, Ruacoe (1971), demostró que los hongos filamentosos son
activos desde los primeros estadios del desarrollo de las hojas de
Nothofsgus truncata. A. Eullulans fue uno da los primeros colonizado­
res de esta planta, y su frecuencia aumentó con la edad de ls hoja,
disminuyendo cuando ésta cae al suelo.

Pugh 8 Buckley (1971 a), Buckley E Pugh (1971) y Pugh (197h)

proponen una sucesión fúngics en Acer pseudoplatanus. Por tratarse
de un árbol caducifolio, sus resultados están influenciados por los
efectos del cambio de estación (figura II d). En el primer grupo, for­
madopor los primeros colonizadores, distinguen una sucesión interna,
probablemente controlada por competencia interespecifica. El segundo
grupo, está formado por especies que colonizan el sustrato en la se­
neacencia. En el tercero se agrupan las especies que aparecen cuando
laa hojas caen al suelo.

El número de esporas y 1a densidad de micelio también aumentan
con la edad de la hoja (wildman E Parkinson, 1979). Mishra a Dickin­
son (1981) estudiaron los cambios de la micoflora en hojas de vida
larga (5-8 años) de Ilex aguifolia. La vida prolongada de las hojas,
y el muestreo adecuado, les permitió separar 1a influencia de las es­
taciones, de la edad de la hoja. Ningún taxon tuvo preferencia por un
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tipo da hoja en particular. Sin embargo, observaron un aumento cuan­
titativo de laa poblaciones con la madurez y senescencia . Estos re­
sultados demuestran que las hojas de clima templado no desarrollan
una flora tan compleja y extensa como lo postuló Ruinen (1961) para
hojas de plantas tropicales. Por otra parte, Dickinson (1965) no ob­
servó variaciones significativas de la frecuencia da ciertas especies
( C. herbsrum, A. Eullulsns, Aacochvtula sp. ) en hojas jóvenes y se­
nescentes de Halimione portulacoides. Sin embargo otras, como922227
losporium sp., aumentan su frecuencia en las hojas senescentea, y fur
sarium culmorum y Pleosgors vagans, en las muertas. El aumento da las
poblaciones con 1a edad de la hoja, probablemente esté reflejando cam­
bios en el tipo y cantidad de nutrientes lixiviadoa por el hospedante
en los diferentes estadios (Last 3 Deighton, 1965). Ruinsn (1961) se­
ñaló que los lixiviados decrecen con ls edad de 1a hoja, y por esa
causa se produce un "climax" de la comunidad, en ls hoja madura.
Cuandosobreviene la senescencia y sa reducen los lixivisdoa, los re­
querimientos nutricionales pueden ser provistos por otros organismos.
La colonización de las levaduras, por ejemplo, puede depender de la
actividad bacteriana anterior, durante la cual se liberan elementos
nutritivos. Las experiencias de Tukeyy sus colaboerores, demuestran
que los lixiviados aumentan con la edad de ls hoja hasta un máximo,
que se produce cerca de la senescencia (Tukey, 1971). En las hojas
an que disminuye la lixiviación, los microorganismos pueden continuar
desarrollándose por el aporte de nutrientes suministrado por hojas
más activas a un nivel más alto sobre la planta. El movimiento de
los nutrientes se realizaría por mediode las lluvias (Ruinen, 1971).
Además,no debe ignorarse la posibilidad de que la secuencia de la
colonización aaprófita sobre las hojas esté controlada, en parte, por
la producción de fitoalexinas en la planta. Las hojas al envejecer
pierden gradualmente ls capacidad para producir estaa auatancisa, lo
que explicaría el aumentocuali y cuantitativo da la microflora (Laai
8 Marran, 1972).



FIGURA II

PATRONES DE CÜLÜNIZACIÜN FUNGICA

a- Patrón de colonización fúngica gg tejido moribundoI y muerto sobre
la gianta, en Daotylia glomerata (Webster¡1956¡19572

Entrenudoa IV-VI

C.herbarum L.microaoogioa M.recucita
E.EurEurasoena P.vagano S.donaoia
A.tenuia (=A.alternata) C.herbarum C.herbarum

P.Eu11u1ana

Vástagos
colapsadoo

Colapaadoo durante el 1er. invierno H.hyaloagermum
T.ariatata
M.ciliata

Entrenudoa I-II etc.

C.herbarum L.mioroscogica M.Ealuatrie——_ ——-.
E.Eurgurascena Acrothecium ap. L.nigrana

Legtosghaeria op 1
H.h!alosgermum

b- Patrón gg coloniggpión fúngica de te ido aeneecente muerto sobre
lo lanta en Sacoharum offioinarum (Hudson 1962

Grupo I
Primeros colonizadores (aaprófitoe primarios)

LeEtanhaeria aacchari, Guignardia citrioarga. Cladoagoriumher­
barum, Nigrosgora aghaerioa, Alternaria alternate, Curvularia
lunata, Helmintoagoriumeacohari, Pleocyta aaochari, Glomerella
tuoumanenaia, Colletotrichum faloatum,LeEtanhaeria miohotii
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FIGURAII (cont.)

Grupo II (aparecen 2-3 meaea maa tarde)

Periconiella echinochlqgg, Lacellinopaia aacchari, Pithomyces
maydicua, Leptoaphaeria euatomoidea, Aacochyta ap., Papularia
vinoaa, Melanconium ap.

Grupo III (aparecen 2-3 meaea maa tarde que el grupo II)

Lacellina graminicola, Spegazzinia teaaarthra, Anthoatomella
tomicum, Anthostqmglla minima, Lophodermiumarundinaceum,lsr
traploa ariatata, Didymosghaeria9p., Apioagora camptoapora,
Metasphaeria 3p., Pleoapora vagana

c- Patrón de colonización fúngica en hojaa vivas y muertas de Fagua agl­
vatica (Hogg y Hudsonl1966)

Grupo I (hongoa en laa hoJaa sobre el árbol que persisten un tiempo
despuéa que la hoja cae al auelo)

Diacula guercina, estado conidial de Gnomoniaerrabunda, Cladoa­
Eorium herbarum, A. Qullulana, A. alternate, Botrytia cinerea

Grupo II (hongoa que aparecen cuando 1a hoja eatá en el suelo)

Diacoaia artocreaa, Gnomoniaerrabunda, Molliaina acerina, fix:
coaphaerella punctiformia, Guignardia fagi, Mycoaphaerella taaaia­
na

Grupo III (último grupo de hongoa que aparece)

Polyacytalum fecundisaimum, Spondylocladiopaia cugulicola, Micro­
thyrium micoacopicum, Molliaina ap., Lachnella villoaa, Helotium
caudatum, Endophragmiaatemphylioidea, E.catenu1ata, E.ellipt1qg,
E.laxa, Piatillaria Euailla, Chalara cylindroaperma, Doratomycea
atemonitia

Q
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FIGURAII (cont.)

c- Patrón de oolonizEEión fúngig_s en hojas de Acer Eseudoglatsnus SPugh.
197%)

Hojas vivas Senescentes Honrsscs
emergentes maduro

Aureobssidium pullulans =:

A\\‘
B Cladosporium herbsrum ==

Alternsris tenuis

GrupoI/\ Botrytiscineresc____ Epicoccum nigrum =

Complejode D— Formaspicnidisles——>
fumsginss

Parásitos
Rhytismssoerinum__________________________________ _-­
Mildeu pulverulento
Royss

C.m1nutum———­
Rsmularis sp.—————-—C.coccodes——..

A Cylindrocladium sp.—.Moeszissp.——..
Tuberculsrissp.—...

GrupoII L.pseudop1stsn1——__.
-—- G.1nclinsts —-——-—
— H. scerina———-—

B M. latebross——.—
— M. punctiformis.—___.

D.stemonites—___.
Fusidiumsp._—_...

GrupoIII Microthyriumsp.__.
H.desuelo_——_

Primav. Verano Otoño Invierno Primsv. Uersno
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1.3.3. Estaciones del año

Por las causas detalladas en el punto anterior, los resultados
de numerosas investigaciones se confunden con las variaciones debidas
a la edad y estado fisiológico de 1a hoja. No obstante, parece exis­
tir una marcada estacionalidad en la flora del filoplano (Sinha, 1971;
di Menna, 1971; Collins, 1976 ; Last 8 Warren, 1972; Latch 8 Mc Hen­
zie, 1977; Baker et a1., 1979). En muchos casos estos cambios son más
importantes que los atribuidos a la edad de la hoja (Gourbier, 197h,
1975; Mishrs a Dickinson, 1981). Sin embargo, Meredith (1962) y Dick­

inson (1965) no observaron estacionalidad en la flora fúngics de EEES
sp. y Hslimione Eortulacoides, respectivamente. Estas variaciones pa­
recen corralacionarse principalmente con dos factores meteorológicos:
humedady temperatura. Last (1955) señaló que la humedadatmosférica
ss uno de los factores que afecta con mayor intensidad ls concentra­
ción de S. roseus sobre trigo y cebada. Sin embargo, la temperatura
parece ser el factor más importante en ls distribución estacional
de la Flora fúngica de Dactylis glomerata (Webster, 1956, 1957). Pugh
(1958) observó que los organismos son más abundantes en verano que
en invierno, y que estos aumentos parecen correlacionarse con la tem­
peratura. Lamb 8 Brown (197D), Ruscoe (1971) y Latch y Mc Henzie (1977)
también señalan un aumento de la comunidad Fúngica del filoplano en
verano. Di Menns (1959) observó que mientras Rhodotorula sp. aparece

con mayor frecuencia en verano, CryEtococcus sp. lo hace en invierno.
Un análisis de la estructura de la comunidadfúngica sobre ho­

jaa de Acer Elatanoides, demuestra que existen numerosas fluctuacio­
nes en la densidad de micelio y esporas germinadas durante gran par­
te del año, pero en otoño se establece una comunidad más grande y más
estable (Breeze 8 Dix, 1981). Mishra 8 Dickinson (1981) observaron
que loa cambios en la micoflora son predominantemente cuantitativos.
La densidad hifal sobre hojas de Ilex sguifolis es mayor en otoño y
principios del invierno. Gourbier (197h, 1975) también observó un au­
mento de lamicoflora en invierno. Las condiciones de humedady temps­
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ratura hacen variar significativamente 1a frecuencia ds los organis­
mos aislados, pero aquellos que tienen condiciones para invadir ts­
jido vivo estarian más capacitados para sobrevivir, y su frecuencia
no variaris significativamente con los cambios climáticos (di Menna,
1971).

Otros factores que pueden ser 1a causa de las variaciones esta­
ciOnales de 1a microflora son : 1a abundancia de esporas sn la atmós­
fera (Gregory a Hirst, 1957), y 1a radiación UV(Hrowlik et s1., 1955).

1.3.h. Posición gg ls hoja sobre 1a planta

A pesar del número reducido de antecedentes sobre s1 tema, po­
demosafirmar presuntivamente, que la posición de 1a hoja tiene influ­
encia significativa sobre la comunidaddel filoplsno. Webster (1956,
1957) encontró variaciones cusli y cuantitativas entre los entrenudos
superiores e inferiores de Dactylis glomerata. MildmanE Parkinson
(1979) estudiaron la microflors de hoja ubicadas a tres alturas dife­
rentes sobre el árbol, y observaron una declinación de la densidad
fúngica con la altura, pero sólo en la cara adsxial de las hojas ma­
duras. CuandoAndrewset al.(1960) compararon las influencias que tie­
nen sobre 1a comunidaddel filoplano 1a altura de la hoja en el árbol,
y su orientación (N-S-E-Ü), y 1a proximidad de las hojas a 1a perife­
ria ds la copa, encontraron que los hongos filamentosoa, bacterias
y levaduras muestran una tendencia s disminuir con la altura. E1
número de bacterias es mayor en las hojas maduras del interior de la
copa, pero en las hojas más viejas es menor. Los hongos y levaduras
no presentan un patrón de distribución estable. La orientación de la
hoja,en cambio, no parece tener efecto sobre la distribución de 1a
microflora. Los datos fueron obtenidos sólo por medio ds 1a técnica
de siembra de agua de lavado de las hojas, de tsl modoque reflejan
preferentemente las variaciones de las especies casuales o transito­
rias. Los autores señalan que estas variaciones pueden ser atribuidas
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a diferencias en el acceso que el inóculo proveniente de la atmósfe­
rs,tiene a la hoja. Se ha observado que la concentración de los orga­
nismos de la atmósfera es más alta cerca del suelo y que disminuye
con 1a altura (Gregory, 1973). Las diferencias microclimáticas puede
ser otra de las causas de variación. Las hojas del interior de la co­
pa están másprotejidas que las de 1a periferia, y las inferiores,
más que las superiores.

1.3.5. Patógenoa

La presencia de Sgorobolomycesroseus parece no influir ni ser
influenciada por el desarrollo de patógenos en las hojas (Last, 1955).
Sin embargo, investigaciones posteriores indican que los patógenos
foliares, especialmente las royas, alteran la composición de 1a comu­
nidad fúngics del filoplano, principalmente las poblaciones de leva­
duras (Laat, 197D; Pady, 1973, 197h; Mc Henzie 3 Hudson, 1976). Brady

(1960) demostró que las colonias de Itersonilia Eerglexans son más
numerosas sobre Calendula officinalis infectada con Entyloma calendu­
¿gg que sobre las hojas sanas. A1 comparar la micoflora epifila de
hojas sanas s infectadas con Erysiphe graminis-hordei, Sharms 8 Garg
(1979), observaron diferencias cualitativas y cuantitativas. Distin­
guen tres grupos de hongos que se comportan de forms diferente: i)in­
diferentes al estado de ls hoja, es decir que tienen frecuencias se­
mejantes en hojas sanas y enfermas; ii) hongos restringidos a hojas
infectadas o a las no infectadas; y iii) hongos que tienen frecuencias
más altas en alguno de los dos tipos de hojas. Un trabajo posterior
de los mismosautores, confirma su hipótesis de que loa dos tipos de
hojas, representan nichos ecológicos diferentes (Gsrg a Sharms, 1980).

Las diferencias que se observan en la microflora epifila de ho­
jas infectadas, pueden ser explicadas por variaciones en 1a composi­
ción quimica y por la naturaleza del complejo de nutrientes sobre la
hoja. El incremento de la frecuencia de algunos hongos comunes del
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filoplano, en hojas enfermas, puede reflejar una mayordisponibilidad
de nutrientes, provenientes de las células muertas, y una mayor lixi­
viación en los tejidos enfermos (Last 3 Deighton, 1965).

1.4. El papel de los saprófitos sobre la planta

A pesar de que existen pocos trabajos experimentales dirigidos
a demostrar el papel de estos organismos en el filoplano, en 1a mayo­
ria de los estudios floristicoa o ecológicos se ha especulado sobre
au función en ese habitat.

Los investigadores sugieren que los saprófitos de las hojas pue­
den estar relacionados fundamentalmentecon tres aspectos importantes:
i) sl control de las enfermedades, ii) la economiade los nutrientes,
y iii) la degradacion primaria de los restos vegetales. Ya Potter en
191Dse preguntaba si "las bacterias de la superficie de las hojas
estarian involucradas en el sistema de inmunidad de la planta", y si
"modificarian de alguna manera la giga de otras bacterias u hongos
cuando se ponen en contacto". Crosse (1959) encontró que las bacterias
aaprófitas más comunes sobre hojas de cerezo, disminuyen 1a inciden­
cia de la infección del parásito Pseudomonasmorsprunorum. El equili­
brio entre saprófitos ylparásitos en las hojas puede mantenerse según
su capacidad para competir por loa nutrientes disponibles, o por an­
tagonismo (di Menna, 1962). Last 8 Deighton (1965) señalaron que los
saprófitos sobre las hojas podrian actuar disminuyendo la fuente de
energia (aminoácidos y carbohidratos), los que de otro modoestimula­
rian el crecimiento de los parásitos. Por otra parte, ciertos organis­
mos podrisn actuar en forma inversa. Smit 8 Meringa (1953) y Ruinen
(1963) demostraron que A. Eullulsns y Crygtococcus sp. pueden descom­
poner pectinss y lipidos. Esta acción puede acrecentar la secreción
ds nutrientes por la planta, y de ese modoaumentar su disponibilidad
para los parásitos.

Crosse (1965) dedujo de sus experiencias que el efecto de los



35

aaprófitos es reducir la dosis eficaz del inóculo del patógeno, com­
pitiendo con él en las primeras etapas del crecimiento intravaacular,
o bien segregando metabolitos que disminuyan ls virulencia del pató­
geno o estimulen la resistencia del hospedante.

Ls competencia entre parásitos y ssprobios puede estar contro­
lada por la producción de antibióticos por parte de los saprobios (Last
a Deighton, 1965). Además, se considera que éstos pueden afectar el
desarrollo de los patógenos mediante ls estimulación de la producción
de fitoalexinaa por el hospedante (Last 8 Marren, 1972). Aunquese
conoce poco acerca de la traslocación de éstas sustancias, se las ha
observado en gotas de la superficie foliar, donde actuarian impidien­
do la germinación y por lo tanto el ataque de los patógenos.

Se observó que las lesiones causadas en laa hojas por Alterna­
ria zinnis se reducian al añadir a los inóculos blastosporas de A,
gullulsna (van den Heuvel, 1969). Sin embargo, Tsuneda 8 Skoropad
(1976) al estudiar el ataque de A. brassicae y A. raphani en hojas
de repollo, no pudieron comprobarninguna acción de ls flora epifi­
ls sobre éstos parásitos.

Ruinen (1965) demostró que algunos organismos del filoplsno de
plantas tropicales fijan el nitrógeno atmosférico. Numerososautores
han sugerido que ai existe uns cantidad suficiente de fijación y ab­
sorción, ello puede beneficiar el crecimiento de lsa plantas (Last 8
Deighton, 1965; Ruinen, 1965; Lamb 8 Brown, 197D). Se ha comprobado
que ciertos hongos del filoplano pueden liberar giberellinas, y que
bacterias, levaduras y h0ngos filamentoaos o levaduriformea, pueden
producir sustancias parecidas a las suxinas. Last 8 Uarren (1972)
sugieren que si estas sustancias promotoras del desarrollo son libe­
radas en cantidades suficientes, pueden influir en el crecimiento de
laa plantas.

La intervención de los saprófitos del filoplano en la degrada­
ción primaria ds los restos vegetales es, quizás, la función mejor
demostrada de estos organismos.
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2. Los microorganismos endofilos

Los endofitos han sido considerados tradicionalmente comoorga­
nismos patógenos. Sin embargo, las investigaciones de los últimos años
han confirmado la existencia de endofitos que no producen signos ex­
ternos de infección en la planta hospedanta, y que denominamosendo­
fitoa no patógenos . En algunos casoa,se trata de organismos inicial­
mente descriptos comosaprófitos de tejidos muertos de determinadas
especies de vegetales superiores, en las que más tarde fueron regis­
trados comoendofitos. En otros casos fueron descriptos sobre sustra­
tos diferentes de las plantas que infectan, comoestiércol o madera
sn descomposición. Ciertos endofitos aislados de una planta sana, aan
patógenos en otras especies vegetales y, a veces, en la mismaplants
estudiada. No obstante, la planta puede desarrollar normalmentesu
ciclo de vida sin mostrar signos de enfermedad. Luginbühl a Müller
(1980) señalan que estos patógenos en plantas sanas pueden estar inhi­
bidos c0motales por dos factores: i) la competencia y efecto inhibi­
torio de otros organismos, y ii) el rechazo de 1a planta hospedante.
Si cambian ciertas condiciones, y producen, por ejemplo, un debilita­
miento del hospedante, aquellos organismos se vuelven patógenos.

Los hongos endofilos, organismos no patógenos de las hojas, han
sido los más estudiados hasta el presente. Su existencia fue recono­
cida durante GDaños, pero hasta los trabajos de Carroll et al. (1977)
y Bernstein 3 Carroll (1977) no despertaron el interés de los inves­
tigadores. Estos y posteriores estudios, demostraron que los endofi­
tos no patógenos están distribuidos en los vegetales superiores, no
sólo en las hojas sino en el interior de toda la planta.

Los primeros trabajos estuvieron orientados hacia s1 estudio
de las infecciones latentes de organismos patógenos (Shear a Mood,
1913; Sampson, 1933; Tokunaga a Yokohama, 1955; Tokunsgs a Dhira,

1973), pero sl mismo tiempo se reconocieron organismos que no son oau­
santes de enfermedad (Mc Lennan, 1920; Sampson, 1935, 1938, 1939).
Este último autor registra la presencia ds dos hongos filamentosos en
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los tejidos de plantas sanas de Lolium spp. y otras gramineas. Ls in­
fección parece transmitirse tanto por la semilla comopor propagación
vegetativo. Nose encontraron fructificaciones en los tejidos de ls
plants, y no pudieron identificarse en cultivo.

Bose (19b7) encontró que todss las plantas de Casusrins eguise­
tifolia que examinó, tenian en su interior micelio de Phomogsis casua­
¿iggg. Confirmó la transmisión de la infección por la semilla, ys que
encontró micelio fúngico en las cubiertas seminslea, aunque el embrión
parecia no estar infectado.

La transmisión por medio de crecimiento micelisno fue corrobo­
rsds por medio de experiencias con injertos (Schüepp, 1961; Bolay et
sl., 1968). Estudiando uns enfermedad de los granos verdes de Coffee
srabics producida por Colletotrichum coffesrum, Rayner (19hs) regis­
trs una infección latente de este hongo, y otros que no producen en­
fermedad, en hojas, granos verdes, peciolos y ramitas sanas.

Boullard (1951) realizó observaciones de endofitoa no patógenos
en algunos helechos europeos. Los de hojas de tabaco fueron estudia­
dos en primer lugar por Uelty (1968) y más tarde por Norse (1971,
1972).

El uso de técnicas de esterilización superficial en los estudios
del filoplsno, dió un nuevo impulso al estudio de estos organismos
(Hendrick 3 Burges, 1962; Last 3 Deighton, 1965; Ruscoe, 1971; Pugh
l Buckley, 1971 s y b). Algunos de los más conocidos habitantes del
filoplano fueron registrados también comoendofilos (Pugh 8 Buckley,
1971 b; di Menna, 1971).

Entre los organismos registrados en este habitat, los Ascomyce­
tea y Deuteromycetes muestran una excepcional abundancia, quizás por­
qus se ha puesto en ellos ls mayor atención. No obstante, también se
han encontrado levaduras y bacterias (Davenport, 197D). Ls primers
cita de un Basidiomycete comocomponente de ls flora endofils fue ds­
ds por Petrini 8 Carroll (1981), quienes encontraron un taxon no des­
cripto de las Corticisceae en Thujs Elicsta. Citan uns comunicsción
personal de E. Horak, B. Midley y T. Riese, sobre uns especie no des­
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cripta de Marasmiusaislada de Trifolium app. y Arctostaghylos uva­
grgi. Hasta el presente los hongos inferiores no han sido registrados
como endofilos no patógenos.

Aunquelos endofilos Fúngicos parecen estar ampliamente distri­
buidos, 1a mayoria no fructifics con frecuencia sobre los sustratos
naturales,o producen cuerpos fructíferos inconspicuos. Comoresulta­
do, 1a mayoria de los aislamientos pertenecen a taxones que son poco
frecuentes y, a menudo, sún no descriptoa.

Ls presencia ds estos organismos as registra generalmente por
mediode técnicas de cultivo de tejidos con esterilización superfi­
cial previa. En menor grado se han utilizado técnicas de observación
directa (Lewis, 192“; Sampson, 1933.1935, 1938; Neill, 19k0; Bose,
19h7). Bernstein 8 Carroll (1977) confirman la presencia de endofilos
usando el MEB.Bell (197h), señala la posibilidad de usar técnicas
de inmunofluorescencia para la identificación del micelio en el inte­
rior de las hojas, como las usadas por Paton (196h) y Uarnock 8 Free­
cs (1971) para bacterias en tubérculos de papa y hongos filamentosos
en granos de avena, respectivamente.

La dinámica de las poblaciones de endofilos comienza s ser es­
tudiada tan sólo en los últimos diez años. Norse (1972) observó que

la frecuencia de Colletotrichumrcochlioidgg aumenta con la edad de
la hoja. Esta caracteristica de las poblaciones fúngicas de endofiloa,
es confirmada más tarde por numerosos investigadores (Carroll et al.,
1977; Luginbühl 8 Müller, W980; Bernstein 8 Carroll, 1977; Petrini 8
Müller, 1979; Petrini 8 Carroll, 1981). Este aumento podria estar 1n­
dicando que la colonización se produce a partir de la caida de espo­
ras. Asi, las hojas expuestas durante más tiempo s1 inóculo de ls at­
mósfera resultarian más infectadas (Carroll et s1., 1977). A pasar de
esta tendencia tan generalizada, en Thuja Elicata ae observó una dia­
minución ds la frecuencia de aislamiento en los tejidos más viejos
(Petrini 8 Carroll, 1981). E1 mismopatrón fut registrado por Sher­
uood 8 Carroll (197h) en hojas de Pseudotgugs menziesii infectada con
Schizothyrium pommi.
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El grado de infección por endofilos disminuye con la altura
sobre el nivel del mar y, aumenta con la humedaddel sitio de mues­
treo. La precipitación comolluvia parece ser el factor más importan­
te en este aumentode la frecuencia de infección, al incidir sobre
la dispersión de los organismos (Carroll a Carroll, 1978). Corrobo­
rando estas observaciones, Petrini 8 Müller (1979) y Luginbühl 8 Mü­

ller (1980) señalan que la zona de muestreo es un determinante de la
flora fúngica endofile. En su estudio de algunas Cupresaaceae de Ure­
gon, Patrini a Carroll (1961), demuestran que en todos los hospedan­
tea estudiados,las muestras provenientes de "stands" homogéneos,con
follaje cerrado, tienen mayor grado dc infección que los de "stands"
mixtos con follaje abierto. En el mismotrabajo señalan que el grado
de infección se incrementa con la cercanía de la hoja al tronco. Es­
tas variaciones parecen estar también correlacionadae positivamente
con el aumento de humedaddel microclima del "stand" o del Follaje
del árbol, y con la disponibilidad del inóculo atmosférico.

La distribución de los endofiloa en las hojas no es homogénea,
generalmente está concentrada en las nervaduras, especialmente en la
nervedura central (Luginbühl a Müller (1980). Con pocas excepciones
las especies fúngicas encontradas en el peciolo, son diferentes a laa
de la lámina de 1a hoja. Algunos resultados sugieren que los hongos
de 1a lámina son dependientes, sobre el hospedante, únicamente de le
fuente de carbono, mientras que los del peciolo son descomponedores
más activos (Carroll et sl., 1977; Bernstein &Carroll, 1977). Los
hongos del peciolo se encontraron también en las ramas. Experiencias

de cultivo de ramitas dan comoresultado que los hongos se encuentran
en la corteza pero no en el sistema vascular (Carroll et sl., 1977).

Los datos de distribución de los endofilos dentro de la hoja
pueden proveer evidencias indirectas sobre el modode infección. Si
el mismohongo se eisla de trozos no contiguos de la hoja estudiada,
la infección probablemente se produce e través de esporas. Si los
trozos infectados son contiguos y, la infección progresa con la edad
de la hoja.deede el peciolo hacia el ápice, la infección probablemen­
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te es sistémica. Los hongos asociados al peciolo serian consecuente­
mente siatémicos, mientras que los de la lámins.infectarian 1a hoja
por medio de esporas (Carroll et al., 1977).

Según Bernstein 8 Carroll (1977),la colonización interna podria
producirse por los siguientes caminos: i) sistémica por peciolos y
rsmitas, ii) penetración de micelio de hongos residentes en el Filo­
plsno, s través de la cuticula o estomas, iii) por acción de insectos
auccionadores, y,iiii) por esporas. Dichos autores señalan que a tra­
vés de las experiencias realizadas hasta el momento, sólo puede demos­
trarse si los hongos endofilos son sistémicos o no, pero no puede pro­
barse si la colonización se produce por alguna de las otras tres vias.

La zona proximal de la hoja presenta generalmente mayor frecuen­
cia de endofilos que la zona distal (Bernstein a Carroll, 1977; Petri­
ni 8 Müller, 1979; Luginbühl 8 Müller, 1980).

Bernstein 8 Carroll (1977) estudiaron los endofilos en hojas
que sa encontraban a diferentes alturas sobre el árbol, pero no encon­
traron diferencias significativas en el indice de infección.

Numerososendofilos han demostrado tener especificidad por un hos­
pedante o grupo afin (Carroll 8 Carroll, 1978; Luginbühl 8 Müller,
1980). Este grado de especificidad permite usar la flora interna de
las hojas comouna medida de afinidad taxonómica entre especies vas­
culares. Carroll 8 Carroll (1978) encontraron resultados positivos
al comparar la flora endofila de cuatro especies de flgigg. Señalan
que esta comparación tiene resultados taxonómicos útiles cuando los
endofilos son abundantes y estan ampliamente distribuidos en las es­
pecies vasculares que se comparan.

Luginbühl 3 Müller (1980) clasifican a los endofilos fúngicos
encontrados sobre Junigerus communisen tres grupos: i) hongos que
se aislancssualments Se trataría de endofilos raros. de los cuales
se sabe poco en cuanto s su relación con el hospedante. ii) hongos
ubicuos, que estan presentes en varias especies vasculares. iii) hon­
gos especificoa. A estos últimos, se los conoce en la literatura co­
mo patógEnos, o comohabitantes del tejido muerto de determinadas es­
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peciee. Llamala atención el grupo ii, entre los que se registró a
Sordaria fimicola, Chaetomiumspp. y Noduliaporium spp., este último
comprendeanamorfos de diferentes Xylarisceae, en especial Xyleris
spp. Las caracteristicas endofilae de estos organismos sorprende,
ya que se los conoce como especies comunes en estiércol o madera en
descomposición. Señalan que debe aceptarse que se trata de organismos
ampliamentedistribuidos, cuyas Fructificacionee aparecen únicamente
sobre determinados sustratos.

Noree (1972) señaló que los endofiloe de tabaco, permanecen en
dormición en los tejidos, o establecen una relación de parasitismo
latente de duración desconocida. La relación con el hospedante fue
descripta por Bell (197h) comoeimbiótica, parásita o ssprófits. De
acuerdo con las definiciones de CooH(1977) se trataría de un tipo
de simbiosis denominadamutualista o neutra (Carroll 8 Carroll, 1978;
Luginbühl 8 Müller, 1980; Petrini 8 Carroll, 1981).

La colonización interna del tejido vivo por endofitos no pató­
genos, estaria limitada a las cavidades subestomátices y a los espa­
cios intercelulares, dondepodrian obtener los nutrientes de las cé­
lulas que los rodean (Bell, 197h). Bernstein E Carroll (1977) obser­
varon que el desarrollo de los endofiloe de Peeudotsuge menziesii es
siempre intercelular.

El papel que juegan estos organismos en los tejidos vegetales
es dificil de demostrar. Carroll et al. (1977) indican que la presen­
cia de endofiloa no patógenos en las hojas vivas puede proteger e los
hospedantes contra las infecciones de parásitos activos, mediante e­
fectos de antagonismos; permitir la reabsorción de sustancias orgáni­
cas y minerales de loa lixiviados,y conducira la distribu016n de 108
nutrientes antes de que la hoja caiga. Carroll a Carroll (1978) pos­
tulan que podrian disminuir la palatabilidad de loa tejidos para los
insectos fitófagos. Es indudable que la mayoria actúa comodegradado­
res iniciales de los tejidos , antes de que éstoslleguen al suelo.
Sin embargo, estas hipótesis esperan aún ser demostradss mediante
experiencias directas.
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3. Modelos de colonización—_——.
Los modelos de colonización de materia orgánica por microorga­

nismos, propuestos hasta el presente, exceptuando el de Bell (197h ,
se refieren principalmente a los restos vegetales en descomposición
sobre el suelo, y dan menor importancia a lo que sucede en la plan­
ta viva. Sin embargo, tales modelos son analizados aqui, debido a la
estrecha relación que existe entre la colonización del sustrato vivo,
y el senescente y muerto. Estos modelos van incorporando gradualmen­
te el concepto de colonización del sustrato vivo por epifitos y endo­
fitos, y constituyen el Fundamentopara adaptaciones o futuros mode­
los de colonización de la filosfera.

Garret (1963) propuso un modelo de colonización fúngica de sus­
tratos vegetales en el suelo, que es la base de los modelos posterio­
res (figura III a). La sucesión propuesta está relacionada con 1a se­
cuencia de utilización de los principales constituyentes orgánicos
de la materia, estableciéndose un orden de progresiva complejidad en
los componentesdegradados. Cada etapa está caracterizada por la pre­
sencia de especies cOncapacidades metabólicas y competitivas parti­
cularea, que les permiten descomponerdeterminadas fracciones del
sustrato. Consideró en este modelo únicamente los tejidos senescentes
y muertos. En los primeros actuarian los parásitos débiles, y en los
segundos los saprófitos primarios, que son los que utilizarian los
carbohidratos simples y, eventualmente, celulosa y lignina.

El modelo propuesto por Hudson (1968) incorpora al sustrato vi­
vo, pero concede poca importancia a los organismos de la filoafera.
Considera a éstos con actividad únicamente a partir de la senescencis,
cuando comenzarian a actuar comosaprófitoa primarios (figura III b).
Los aspectos Funcionales de la descomposición son los mismos propues­
tos por Garrett (1963).

Bell (197h) amplió los modelos anteriores, relacionando la ac­
tividad de la micoflors durante la colonización. Incorporó los orga­
nismos del filoplano, y analizó los eventos que se suceden sobre la
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planta hasta que los tejidos muertos caen al suelo (figura III c).
Señaló que se descomponen más rápidamente las hojas que presentan ma­
yor cantidad de organismos del filoplano. Observa que en la degrada­
ción actuan más los saprófitos primarios que los degradadores de ce­
lulosa y pectina.

Pugh (1960) explica los cambios que se observan a través del
tiempo en 1a micoflora que coloniza cualquier tipo de sustrato, en
función de las modificaciones que, comoFuente de nutriente.sufre el
sustrato, y de las estrategias que concomitantementedesarrollan di­
ferentes grupos Fúngicos. Reconoce cuatro grupos de hongos, basados
en la clasificación de Grime (1979) para plantas vasculares: rudera­
¿Eg, competidores, "stress-tolerantes y, sobrevivientes-escapiatas.
Estas categorias surgen de considerar dos condiciones del habitat:
el "stress" y la perturbación. El primero se define esencialmente co­
mouna disminución de los nutrientes; 1a perturbación comoalteracio­
nes de la "normalidad" del habitat, causada por herbivoros, patógenos,
cambios climáticos, actividad del hombre, etc. En las plantas vascu­
lares el aumento de "stress" o de perturbación, determina una dismi­
nución de 1a biomasa, pero en el caso de los microorganismos en gene­
ral, y de los hongos en particular, no se produce necesariamente una
reducción. Un ejemplo de perturbación del habitat que reduce la bio­
masa es la aplicación de fungicidas. Sin embargo, la imposición de
un nuevo medio sobre uno ya existente, como por ejemplo la caida de
hojas en otoño, da comoresultado una perturbación en la hojarasca,
pero la biomasa fúngica no se reduce, sino que queda más"diluida“ en
la masa final de sustrato. Los cuatro grupos fúngicos propuestos se
definen como:
Ruderalea:

aquellos hongos que pueden desarrollarse bajo condiciones de
bajo "stress" y alta perturbación del habitat. Se trata de organismos
de vida corta y alta capacidad de reproducción. Poseen la propiedad
de explorar habitats que son potencialmente productivos, pero sólo
son favorables para au desarrollo en forma discontinua. Esta tipo de
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organismos caen dentro de la definición de zimógenos dada por Mino­
gradsky (192b). Tambiénpueden incluirse en este grupo los hongos del
azúcar descriptos por Burges (1939) y definidos por Garrett (1951)
como "aquellos que tienen alto grado de crecimiento, y capacidad ps­
ra germinsr rápidamente". Esta combinaciónde caracteristicas permi­
te que los hongos ruderales actúen comopioneros en la colonización
de una gran variedad de sustratos. Alcanzsn una gran distribución pe­
ro son incapaces de crecer en forma extensiva. Generalmente forman
uns colonia densa pero limitada y, muyesporulada.
Competidores:

son los hongos que se desarrollan en un habitat con poco "stress"
y poca perturbación. Incluyen a los organismos que son buenos compe­
tidores, que maximizan la captura del recurso en una situación produc­
tiva de poca perturbación.
"Stress"-tolerantes:

se desarrollan en habitsts de mucho"stress" y poca perturbación.
Aparecen cuando los nutriEntes se agotan y la competencia es elimina­
ds por desaparición de los hongos menos capaces. Son organismos regu­
larmente estables y poco afectados por las fluctuaciones en el nivel
de materia orgánica. Se los encuentra descomponiendolos sustratos
relativamente más resistentes. comola celulosa, lignins, y ácidos
húmicos en el suelo, y sustratos de origen animal comoquitins y que­
rstina. Crecen extensivamente pero Fructifican poco. Las especies de
este grupo se asemejan a las autoctonas descriptss por Minogradsky
(192h).

Sobrevivientes y escsgistas:
son característicos en habitat con mucho"stress" y muchaper­

turbación. Ejemplosde este tipo de habitats son: el filoplsno, sue­
los anegsdos, raices en suelos anegados, suelos sslinos, sustratos
dande se han aplicado fungicidas, etc. Puede estar Formadopor un gru­
po ds especies, o tratarse de una especie en particular. Tienen carac­
teristicas fisiológicas y morfológicas que les permiten desarrollar
en condiciones adversas para ls mayoria de los hongos.
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Tambiénlos habitats pueden clasificarse según las categorias
anteriores, en Función de los mismosparámetros utilizados para los
hongos (figura III d). Sin embargo, la experiencia demuestra que los
habitats no son estáticos. Garrett (1951) puntualizó que, mientras
una sucesión de plantas superiores hacia una comunidad climax tiende
a perfeccionar el habitat, "una sucesión de organismos heterotróficoa
ocasiona un progresivo deterioro en la capacidad del sustrato para
soportar un crecimiento posterior, a causa de que el sustrato es fi­
nito y ae agota". Por lo tanto , un determinado habitat puede variar,
cuando es colonizado, de una categoria a otra de las antes señaladas.
En un determinado momento puede estar entre A y B a lo largo de una
linea que los una y, más tarde, entre B y C. Del mismo modo son reem­
plazadas gradualmente las especies colonizadores del sustrato. Si con­
sideramos los diferentes tipos de habitats que presentan las caracte­
risticas de A, ea más realista pensar en una pirámide de lineas de
A hacia B , comose representa en la figura III e. El habitat tipo
A se caracteriza principalmente por la flora zimógena. En el gráfico
se representan tres de los muchosejemplos que existen de esta flora,
los ruderalea, los termófilos y los parásitos obligados u hongosbio­
tróficos. Cualquiera de éstos podrian ser los primeros colonizadores
de un determinado habitat. En cada caso existen escalones que condu­
cen a B, donde encontramos a las especies con buena capacidad sapro­
fitica. En la linea entre B y C, los nutrientes son utilizados progre­
sivamente, y las especies son eliminadas hasta que sólo perduran las
"stresa"-tolerantea. En algunos puntos de esta linea muchasespecies
pueden alcanzar un equilibrio entre su capacidad para producir enzi­
mas y au capacidad para utilizar los nutrientes aolubilizados. En tal
caso puede producirse, por ejemplo, un exceso de glucosa en la descom­
posición de la celulosa. Esto permite crecer a los sgprózitgg_gggggr
darios (Hudson, 1963). En tal situación, los nuevos nutrientes produ­
cidos cierran una curva hacia A, y las especies ruderalea toman po­
sesión del habitat.

Los organismos autóctonos se ubican principalmente en C, y con­
sisten principalmente de especies estériles, Baaidiomyceteay, proba­
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blemente otros grupos. Los hongos micorricicos pueden ubicarse aqui
y, algunas veces, a lo largo de una linea diagonal entre C y A, hacia
los parásitos obligados o biótrofos.

Las especies presentes en un habitat en estado D, constituyen
un complejo de sobrevivientes de C y evadidoa de A y B. Los suelos
anegados periódicamente son un buen ejemplo donde ae observa el pasa­
je de un habitat en condiciones B o C, a D, y por lo tanto de la mi­
coflora. Halimione Eortulacoides crece en las partes más altas de pan­
tanos aalinos. Durante los meses de verano, cuando la planta no está
cubierta por el mar, viven en las raices muchasespecies esporuladaa.
Sin embargo, después de la primera inundación, disminuye su frecuen­
cia y aumenta la de las especies estériles. Chrysoaporium pannorum
es una de las pocas especies encontradas cuando se someten los sustra­
tos s bajas temperaturas, y a los efectos de fun9101das. Es un orga­
nismo evidentemente psicrófilo, y se ha comprobadoen experiencias
de laboratorio que detoxifica los fungicidas. Tanto las especies ea­
tériles de los suelos anegados comoC. Eannorum , también viven sobre
sustratos en condiciones normales. Por lo tanto, se los puede conei­
derar comoorganismos "sobrevivientes", cuando aparecen en suelos ane­
gadoa o sustratos con bajas temperaturas, respectivamente.

Dendryphiella salina es un ejemplo de hongo "escapiata". Se lo
encuentra siempre asociado a condiciones salinas. Esto no es solo con­
secuEncia de un requerimiento absoluto de sal (a pesar que ella es
necesaria para la descomposición de la celulosa), sino que ella le
eaimprescindibla para restringir el crecimiento de los competidores,
lo que le permite "escapar" de la competencia de otras especies.

Estos ejemplos muestran que existe un equilibrio entre grupos
de hongos. Este equilibrio da una idea del nivel del factor de per­
turbación. Cuandoese factor es eliminado, puede restablecerse la mi­
coflora normal.

Cuandose analiza la ecologia fúngica en función da estas cua­
tro categorias y de sus estados intermedios, observamos una sucesión
de eventos al movernos de A a B y C. En A existe baja diversidad ini­
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cial de especies sobre cualquier sustrato. Cuandolos ruderalea ger­
minsn y crecen, el indice de diversidad alcanza un pico desde el cual,
progresivamente declinará hacia C. Debemospreguntarnos, en que par­
te de esta secuencia hay una micoflora climax, o un grupo dominante
de especies; y si existe realmente un estado tal en los ecosistemas
Fúngicos.

Si analizamos bajo estos conceptos el habitat de la superficie
ds la hoja, podemosconsiderarlo un habitat hostil, comoconsecuencia
ds las grandes Fluctuaciones de temperatura, nivel de desecación e
incidencia de rayos UU.Por lo tanto tiene caracteristicas de habitat
tipo D, con mucho"stress" y alto indice de perturbación. Si de la
superficie de la hoja se lavan por métodos adecuados las esporas de
los organismos ruderales, loa habitantes de ese medio pueden ser ais­
lados fácilmente. Forman un conjunto de organismos entre los que se

encuentran, Alternaris spp., A. pullulans, B. cinerea, Cladosporium
spp., E. Eurpurascens, S. rosegg y Rhodotorula spp. La mayoria exhibe
caracteristicas morfológicas o fisiológicas que les permiten coloni­
zar satisfactoriamente este habitat. Puedenser colocados en el gru­
po D o, en muchos casos, entre C y D, según las caracteristicas del
habitat particular. Sin embargo, la función de estos organismos no
es clara. Si no crecen activamente después que la hoja cae al suelo,
se los puede ver comoescapistas, usando las condiciones hostiles de
la superficie de ls hoja para escapar a la competencia. Pero si se
desarrollan en el suelo, serian entonces sobrevivientes de la super­
ficie de la hoja.

Los organismos ruderales sobre laa hojas se encuentran general­
mente en forma de esporas. Pero pueden llegar a desarrollar si el fac­
tor de perturbación (falta de agua, temperatura, rayos UV)se anula.
Estos primeros colonizadores de las hojas pueden formar microesclero­
cios cuando llegan al habitat los competidores (Pugh 8 Buckley,1971 a
y b). Los patógenos pueden ser considerados también parte de la flo­
ra zimógena, ya que por su ubicación en al interior del sustrato, nc
tienen competencia. Los parásitos facultativos, sin embargo, son di­
ficiles de ubicar. Ciertas especies pueden colocarse cerca de A,
mientras que otras deben ser ubicadas cerca de B, o aún entre B y C.
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FIGURA III

MODELOS DE CDLDNIZACIGN FUNGICA DE TEJIDOS VIVOS SENESCENTES Y MUERTOS
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FIGURAIII (cont.)
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OBJETIVOS

La mayoria de los estudios de la filoafera se han llevado a ca­
bo en el hemisferio norte y, en Europa y Asia en particular. En el
hemisferio sur, el númerode trabajos sobre este tema es reducido.
Los primeros fueron los de Lamb E Brown (197D) y Ruscoe (1971) en Aus­
tralia. En América se han realizado estudios relacionados a este te­
ma, como los de ecologia de microorganismos de la hojarasca (Gamundi

et el., en prensa), y suelo (Godeas, 1977) de Nothofagus dombeyi en
Argentina. Pero no existen trabajos sobre la filosfera, con excepción
del comenzadorecientemente en Pinus taeda en Argentina (Uenedikian,
comunicaciónpersonal), y ciertas referencias circunstanciales en el
estudio de degradación de hojsrascs de Pinus radista sn Chile (Buns­
ter, 1981).

Bcn base en estos antecedentes nos pareció de interés iniciar
en nuestro pais el estudio de este habitat, y se eligió para ello la
filosfers de Eucalygtus viminalis. Este género Junto con finas app.
constituyen las especies madersbles más cultivadas en la Pcia. de
Buenos Aires. Además, en las mismas plantaciones donde se llevó a cs­
bo esta investigación, se estan realizando estudios sucesionales de
las especies de macro y micromycetes xilófilas y xilófagaa en árboles
vivos, madera estibada y tocones (Lopez, en prensa). Los datos apor­
tados por este trabajo, permitirán tener un amplio espectro de lss
poblaciones fúngicas que colonizan esta especie en su totalidad.

Los únicos antecedentes sobre ls filosfera del género Eucalyg­
las, son los de degradación de hojarascs de E. regnan (Macsuly 8
Throuer, 1966), y el ya citado de Lamb8 Brown (197D) sobre la filos­
fera de E. stellulata, ambosen Australia.

El estudio fue desarrollado de acuerdo con el siguiente plan:
1) reconocimiento taxonómico de las especies fúngicas de le filoafe­

ra de E. viminalis en plantaciones de la Pcia. de Buenos Aires.
2) determinación de la relación de lea especies aisladas con el hos­

pedante.
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3) determinación de las variaciones cuantitativas y de fructificsción
de las especies aisladas, en función del estado fisiológico-edad de
la hoja (Jóvenes, maduras, senescentes y secas sobre la planta) y es­
taciones del año.
h) observación de las variaciones cuali y cuantitativas de la comuni­
dad, en Función de los Factores antes señalados.
5) comparación de la flora encontrada, con la observada sobre E2227
lyEtus app. australianos.



53

MATERIALES Y METODOS

1. gitio de muestreo

1.1. Ubicación geográfica

Se seleccionó un "stand" de E. viminalie perteneciente a las
plantaciones de Fiplasto SA, ubicado sobre el CaminoRamallo-Siderur­
gioa,en la localidad de Ramallo (Lat. 330 29's; Long. 600 DD'Ü), el
NEde la Pcia. de Buenos Aires. Dicho "stand" se encuentra situado

aproximadamente a mil quinientos metros de le costa, y sobre las ba­
rrancas del rio Paraná. Se componede aproximadamente 1280 plantas
que contaban 3-“ años de edad en el momentodel muestreo. La selección
de ese edad se realizó para facilitar la recolección de las muestras
de hojas, que en árboles de edad más avanzada se encuentran a mayor
altura.

1.2. Clima

El territorio de la Pcia. de BuenosAires está ubicado dentro
de la faja típicamente templada de la superficie terrestre. Según la
descripción de Burgos (1968), su territorio, comola mayor parte del
territorio de la República Argentina, tiene un clima eminentemente
oceánico, acentuado en esta provincia porque es una saliente continen­
tal sobre el océano Atlántico y, limite al NEcon el rio de la Plata.
y con las cuencas de loa rios Paraná y Uruguay, equivalentes por su
magnitud a un mar interior.

La temperatura media de verano tiene inteneidadea semejantes
a las de otras regiones templadas de la tierra; ein embargo, en invier­
no, los valores de temperatura en el mea más frio, que estan entre 60
y 100 C, corresponden, an el hemisferio norte, al dominio de los cli­
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mas tropicales. Otra caracteristica particular del clima de esta pro­
vincia radica en que el periodo otoñal es más cálido que al primave­
ral. Esto se ve más acentuado sn la mitad oriental del territorio.
Se interpreta comoconsecuencia de la gran cantidad de energia que
cede el océano durante el periodo de enfriamiento del hemisferio,
mientras que, en el calentamiento primaveral, esa energia puede alma­
cenarse en el mismo, sin elevar considerablemente la temperatura de
su superficie.

La amplitud de variación anual de temperatura es de 120 y 130 C
en los lugares de clima con mayor influencia maritima, a 160 C en el
oeste de la provincia, donde el clima es más continental. Sin embargo,
aún este valor es muchomenor que el de los tipicos climas continen­
tales del hemisferio norte.

Las precipitaciones máximas varian entre 700 y 1100 mm, y se
producen en el semestre más cálido del año, no obstante, se observa
en toda su extención, salvo en la region sur, una disminución de laa
lluvias en enero, y s veces en febrero, que intensifica el periodo
seco estival.

El periodo libre de heladas varia entre valores algo superio­
res s 320 dias en el año, en la ribera media del rio de la Plata, has­
ta valores menores a 160 dias, en los partidos dominados por las sie­
rras australes de la provincia.

En el extremo NE, debido a la influencia directa de los rios
de la Plata y Paraná, se observan diferencias significativas con el
resto de la provincia. Comoel sitio de muestreo se encuentra ubica­
do en ls zona costera del Paraná, debemoshacer consideraciones par­
ticulares sobre esta región. El rio resulta una corriente de agua re­
lativamente caliente en invierno, que afecta la costa comoconsecuen­
cia de uns convección en la baja atmósfera, producida por el contras­
ta de temperatura entre rio y tierra (Burgos, 19hs). En verano, el
proceso inverso determina temperaturas más frescas en la franja so­
metida a esta circulación local. En esta región es donde ss presentan
laa mayores precipitaciones (1100 mm), y es la que tiene el menor nó­



55

mero de dias con probabilidades ds heladas de la provincia. En San
Nicolás, por ejemplo, se registra el 7 % de los años sin heladas.

Hoffmann(ined) realizó un análisis detallado de las caracteris­
ticas climáticas de la zona, y observó que en la costa del rio Parana
se cresn gradientes sn casi todas las isolineas. A cierta distancia
de la costa aparece una discontinuidad en los gradientes, que marca
el limite fisico de la zona costera. En dicha zona se registran los
máximosrelativos en la presión de vapor y las temperaturas minimas;
y las minimas amplitudes térmicas, frecuencia de heladas y temperatu­
ras máximas. Sólo en julio la temperatura máximasa comporta según al
efecto latitudinsl. Se observa que los efectos del rio son mayores
sobre las temperaturas minimas que sobre las máximas, ya que los grs­
disntes de temperatura minima son los más altos. A continuación se
indican los valores de los principales parámetros climáticos para la
localidad de Ramallo, sobre datos del periodo 1951-1960, según Hoff­
mann(op. cit).

Parámetro T máxima T minima Amplitud Presión de

Meses DE DC téïngca vagar

Enero 30.5 17.5 13.5 20.5

Abril 22 11.5 11 15

Julio 16.3 6 1D 11

Octubre 22.5 11.5 12 15

En las figuras IV y V estan representados los registros de tem­
peratura media mensual y humedadrelativa media mensual, para los pe­
riodos de muestreo en que se utilizaron técnicas de cultivo y de ob­
servación directa, respectivamente. Dichos periodos corresponden a
marzo de 1979-febrero de 1960 y, agosto de 19B1-mayode 1962, res­
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FIGURA IU

TEMPERATURA MEDIA MENSUAL Y HUMEDAD RELATIVA MEDIA MENSUAL
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FIGURA V

TEMPERATURA MEDIA MENSUAL Y HUMEDAD RELATIVA MEDIA MENSUAL

AGOSTO 1981-MAYÜ 1982
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pectivamente. Los datos fueron suministrados por la estación INTAde
San Pedro, Pcia. de Buenos Aires. El signo + sobre las abcisas de los
gráficos, señala el mas en que se realizó el muestreo de cada estación.
Sin embargo, debido a que en la mayor parte de las estaciones los mues­
treos se realizaron en los primeros dias del mes, hemos considerado
que el desarrollo de los organismos va a estar más influenciado por
los valores de los parámetros del mes anterior, que por los del mes
correspondiente. El signo ’ señala, sobre los valores de las curvas,
el valor de los parámetros que se tomó en cuenta para cada muestreo.
Comparandode esta forma los valores de los parámetros del mes de mues­
treo de cada estación,entre los dos gráficos, observamos que no exis­
ten diferencias muymarcadas, con excepción de que en el verano e in­
vierno del segundo periodo (figura V), la humedadrelativa media men­
sual Fue menor.

2. Muestreo

Se cortó una rama de la parte inferior de la copa, por medio
de una tijera de podar extensible, en treinta árboles elegidos al
azar dentro del "stand". Se tomó una hoja de cada estadio, en cada
una de las ramas, para poder registrar los cambios de la micoflora
con la edad y estado Fisiológico de la hoja. Las muestras Fueron co­
locadas en bolsas de papel estériles, separadas por estadio. FuerOn
desechadas las bolsas de polietileno usadas generalmente en este ti­
po de muestreo, debido al aumento de humedad que se produce en su in­
terior durante el tiempo de traslado hasta el laboratorio. Este aumen­
to de humedadpuede incrementar la cantidad real de micelio existen­
te sn el momentode recolección de la muestra. Para el tratamiento
con cámara húmeda se recolectaron en la misma Forma hojas del suelo.

Los diferentes estadios de la hoja se reconocieron por tamaño
y color, y por su posición relativa sobre la rama. Se realizó un mues­
treo previo el 8-1-1979, para obtener datos sobre la composición de
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la micoflora, y puesta a punto de las técnicas de análisis. Con el
objeto de registrar los cambiosestacionales de las poblaciones fún­
gicas sobre los diferentes sustratos se realizó, durante un año, un
muestreo por estación. Los correspondientes a las técnicas de aisla­
miento, se realizaron en las siguientes Fechas: h-V-1979, 3-IX-1979,
h-XII-1979 y 18-114980; mientras que los vinculados con las técnicas
de observación directa se realizaron el: 20-VIII-1981, 9-XI-1981, 9­
11-1982 y B-U-1982. En el invierno del primer periodo de muestreo,
3-IX-1979, no se recolectaron hojas jóvenes debido a que en esa épo­
ca del año no hay desarrollo de yemas y, las hojas más jóvenes que
se encontraron, se consideraron ya maduras.

Todas las muestras fueron conservadas en heladera a GDChasta

el momentode ser procesadas. Este periodo, sólo excepcionalmente
sobrepasó laa ABhs después de su llegada al laboratorio.

3. Procesamiento de laa muestras

Las muestras fueron analizadas por medio de dos tipos de méto­
dos: de aislamiento, y de observación directa. La secuencia de los
pasos seguidos en cada caso se ilustran gráficamente en la figura VI.

3.1. Métodos de aislamiento

Consisten en la siembra de pequeños trozos de hoja en medios
nutritivos semi-sintéticos apropiados, de tal modoque es posible
aislar e identificar los organismos en cada trozo, y obtener datos
de su frecuencia de aparición. En este estudio se utilizaron dos téc­
nicas previas al aislamiento: lavado seriado de la superficie de la
hoja, y esterilización superficial.

Se extrajeron 20 hojas al azar de las bolsas conteniendo las
30 muestras correspondientes a cada estadio. Para el tratamiento con



lavado seriado se cortaron, estérilmente y al azar, tres submuestras
de h x h mmde cada hoja. Para el de esterilización superficial otras
tres de 1D x 1Dmmde las mismas hojas. Estas últimas Fueron cortadas
después del tratamiento, en submuestrss de h x b mm. Esto da un to­

tal de 30 submuestraa para cada estadio de la hoja y tratamiento. Es­
te número se redujo a 20 (2 submuestraa por hoja), a partir del mues­
treo del 3-IX-1979, después de comprobarse que esta reducción no mo­
dificaba la frecuencia Final de los organismos aislados. Las submues­
tras de b x b mmconstituyen la unidad de muestreo sobre la que se
obtuvieron las Frecuencias de cada especie.

3.1.1. Lavadoseriado de la superficie de la hoja

Sobre la superficie de las hojas se puede encontrar s los hon­
gos en tres etapas de su ciclo de vida: comomicelio activo, comomi­
celio Fértil y comoespora u otro propágulo de resistencia. Estos úl­
timos pueden provenir de especies que en algún momentodesarrollarOn
o desarrollarán sobre la hoja, o son esporas depositadas sobre este
habitat, pero que nunca desarrollan (colonizadores casuales, transi­
torios o exótonos). Comouno de los objetivos de este trabajo es co­
nocer las especies que se encuentran activas en el momentodel mues­
treo (comomicelio vegetativo o reproductivo), se aplicó la tÉCnica
de lavado seriado de la superficie de la hoja. de Hendrick 8 Burges
(1962), adaptada de Harley 8 Maid (1955). Por medio de esta técnica
se eliminan los propágulos de ls superficie de la hoja. y el micelio.
más adherido al sustrato, puede crecer sobre el medio de cultivo. A
pesar de que no discrimina entre epifilos y endofilos, los primeros
están más favorecidos en su desarrollo, porque generalmente presentan
crecimiento más rápido en los medios de cultivo semi-sintéticos.

El lavado ae realizó sobre laa submuestras de b x h mmen For­

ma separada para las de cada estadio de la hoja. Las 20-30 submues­
tras se colocaron dentro del aparato de lavado (Godeas, 1977), y se
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realizaron 3Dlavados con agua estéril agitada por aire estéril. La
esterilización de éste se efectuó por mediode un filtro Sartorius
SM165-98, que contenia una membranaesterilizante Üxoid de 0,2,p de
poro. Los lavados se realizaron con 100 ml de agua durante dos minu­
tos. Los primeros 1D con agua más 0.05 % de Tueen BU, y los 20 restan­
tes sólo con agua estéril. El agregado de Tueen 80 aumenta la tensión
superficial, y por lo tanto la eficacia del lavado (Dickinson, 1965).
Finalizado este proceso, las submuestras se dejaron secar durante 2h hs
en cajas de Petri con papel de filtro estéril, para disminuir el de­
sarrollo de bacterias. Pasado este periodo cada submuestra se cortó
estétilmente en cuatro trozos de 2 x 2 mm, que se sembraron en forma
equidistante, en una misma caja de Petri con medio de Cook (195h),
adicionado c0n rosa de Bengala, para reducir el crecimiento bacteria­
no. Esta subdivisión se realizó para evitar el error que se comete
cuando coexisten en una submueatrs especies con diferentes tiempos
o velocidades de desarrollo. Las de desarrollo rápido, pueden enmas­
carar a las lentas, y disminuir asi su frecuencia real. Los cultivos
fueron mantenidos a temperatura ambiente y luz natural.

En el muestreo previo del 8-1-1979 se ensayo el número de lava­
dos necesarioa para eliminar completamente las esporas de la superfi­
cie de las submuestras. Se realizaron en esa ocasión, y según se des­
cribió anteriormente, AUlavados a 30 submuestras de hojas senescen­
tea. De cada lavado se extrajo una muestra de 50 ml del agua de lava­
do. De cada una de ellas se sembró una alicuota de 0.5 ml en cuatro

cajas de Petri con extracto de malta agarizado (ME),(según Ainsuorth,
1971), que se cultivaron a temperatura ambiente y luz natural. Cada
cinco lavados, se Filtro una slicuots de 15 ml a través de una membra­

na Üxoid esterilizante de 0.2 p de poro. Posteriormente las membranas
Fueron colocadas en cajas con medio ME, y cultivadas a 25°C. Aproxi­
madamentea los 25 lavados ya no se registró crecimiento de colonias
por ninguno de los dos métodos. Se decidió, por lo tanto, que con 30
lavados estaba asegurada una buena eliminación de propágulos.



3.1.2. Esterilización de la superficie de las hojas

La esterili ación superficial de las hojas elimina los organis­
mos epifilos, de al manera que es posible asegurar que los hongos
aislados son endo íloe. Comparandolos resultados obtenidos por esta
técnica con los dn lavado superficial de la hoja, ae pueden distinguir
aquellos organismas que son únicamente habitantes del filopleno, o en
qué momentose prnduce la penetración de los tejidos estudiados.

Los trozos IE hojas de 1D x 10 mmse introdujeron en el mismo
aparato de lavado usado para la técnica descripta anteriormente. La
esterilización se efectuó separadamentepara cada estadio de la hoja.
durante un minuto y con 100 ml de solución de bicloruro de mercurio

Ü.1 p/V (Pugh 8 Buckley, 1971 a). más 5 % de alcohol 96 %. para aumen­
tar la tensión suuerficial, y de ese modola eficacia de la esterili­
zación (Hering, 1*65; Ruscoe, 1971). Para permitir el contacto de la
solución con toda la superficie de la muestra, se agitó con aire, es­
terilizado según se describió anteriormente. Inmediatamente después
de la esterilizac ón, se retiró la solución, y los trozos de hoja fus­
ron lavados con BJUBestéril agitada por aire. Se realizó un primer
lavado de un minu;o de duración, con 200 ml de agua, seguido de otros
cuatro de dos mithos, con 100 ml. Los trozos eeterilizados superfi­
cialmente se deJa‘On secar a temperatura ambiente durante 2k hs, del
mismomodoque en la técnica anterior. Pasado ese periodo, ee cortó
de la parte central de cada trozo, una submuestra de b x k mm.Estas
últimas no Fueron esterilizadas directamente. para evitar la penetra­
ción de la solución esterilizante por los bordea cortados, que podria
impedir el crecimiento normal del micelio. Cada submuestra se cortó
posteriormente en trozos de 2 x 2 mm, los que se sembraron en una mis­
ma caja de Petri :onteniendo medio de Cook (195“), con el agregado
de rosa de Bengala. Fueron cultivados a temperatura ambiente y luz
natural. Algunos Jrganismos desarrollados ae muestran an la fotogra­
fia de 1a lámina I.
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3.1.3. Aislamiento

Entre loa 10-15 dias después de la siembra, los cultivos obte­
nidos por ambas técnicas fueron revisados con microscopio estereoscó­
pico, para reconocer los diferentes micelios. Estos Fueron repicados
e tubos en pico de flauta con medio ME. Los organismos que se encon­

traban fértiles, y que podian reconocerse taxonómicamente, comofl¿_2¿7
ternata, C. cladosporioidgg y E. Qurpurascens, se repicaron a razón
ds una cepa por caja de Petri, mientras que los micelios estériles,
fueron repicsdos en su totalidad. De este modose obtuvieron 1856
cepas para ser identificadas.

3.1.h. Identificación de las cepas

Este Fue uno de los mayores inconvenientes que se presentaron
en el estudio, debido a que gran número de cepas, en especial aquellas
de organismosendofilos obtenidas por esterilización superficial, eran
estériles o de dificil fructificación en mediosde cultivo semi-sinté­
ticos. Además,cuando se produjo la Fructificación, resultó dificil
identificarlos, debido a que 1a mayoria están descriptos sobre sustra­
tos naturales.

Conel Fin de inducir la fructificación de las cepas estériles, y
conocer sus caracteristicas sobre el sustrato natural, se ensaysron
las siguientes técnicas en el orden en que se describen.

Cultivo en diversos medios semi-sintéticos

El primer paso fue sembrar las cepas aisladas en medio HE. Los
cultivos se dejaron desarrollar a temperatura ambiente y luz natural.
A los 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 macroscópicas semejantes en el cultivo;
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exudado, tipo de crecimiento, tipo y forma del borde de la colonia,
caracteristicas del micelio aéreo y sumergido, color del anverso y
reverso y, presencia y color de la sustancia que difunde al medio de
cultivo. Se tomaron 1Drepresentantes de cada uno de estos grupos, y
se cultivaron sobre los siguientes medios: agar-harina de maiz (CM);
agar-avena (UM)(ClintOn); agar-papa glucosado (APG), (según las fór­
mulas de Ainsuorth, 1971), celulosa-agar (CM), (Eggins y Pugh, 1962),
e infusión de hojas de E. viminalis-agar (IHA).

Inoculación sobre hojas

Este ensayo se realizó con aquellos grupos que no fructificaron
en los medios señalados anteriormente, y para obtener datos de la fruc­
tificación sobre el medio natural, en aquellos que, a pesar de haber
fructificsdo sobre los medios de cultivo semi-sintéticos, no podian
ser identificados.

Las cepas estudiadas con este método se inocularon sobre hojas
maduras y senescentes de E. viminalis, previamente esterilizadas en
superficie con una solución de bicloruro de mercurio al 0.1 %más 5 %
de alcohol 96 %, durante 90’! Luego se lavaron repetidamente con agus
estéril y, finalmente, con agua destilada estéril. Las hojas fueron
introducidas en tubos de Roux de 18 mmde diámetro, en cuyo interior
se habian colocado 8 ml de solución nutritiva estéril. Esta solución
permite mantener las hojas vivas por un tiempo más prolongado. La siem­
bra se realizó con micropipeta Pasteur a partir de una dilución de
esporas, en el caso de las cepas esporuladaa, y s partir de micelio
en las estériles. Se ensayó, además, con y sin ruptura de ls cuticu­
la de la hoja.

Irrsdiación de los cultivqg con luz UV

Debido s que por los métodos anteriores no fue posible identi­
ficar un gran númerode cepas, se intentó inducir la fructificsción
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con luz UUcercana, según las recomendaciones de Leach (1971). Se uti­
lizaron tubos fluorescentes de luz negra, Phillips F.L. hD "VIZLBR'S
ó, (F AUHLB-1), con espectro continuo entre 320 y #20 nm, con emisión
máxima en 350 nm. Los tubos se colocaron en posición horizontal, con
una separación de 20 cm, y a una altura de hD cm de ls superficie de
las cajas. Se emplearon ciclos de 12 hs luz- 12 hs oscuridad. Este
régimen de iluminación se acomodabien, tanto para aquellos organis­
mos que requieren luz y oscuridad (esporulación diurna), comopara
aquellos que son capaces de esporular bajo exposición continua (Lesch,
1971). Las cepas se expusieron s los efectos de ls radiación, después
de permanecer 3-h dias en oscuridad después de la siembra, y permane­
cieron hasta completar la Fructificación. En algunos casos este peri­
odo superó los 60 dias. Las cepas a ser irradiadas fueron sembradas
sobre medio UM.

Identificación de cepas a partir del sustrato natural

A pesar de la aplicación de los métodos detallados anteriormen­
te, quedó un remanente de cepas que, o no fructificaron, o la Forma
en que fructificsban en cultivo no alcanzaba para su identificación.
A efectos de solucionar este inconveniente, se aprovechó ls técnica
de observación directa de las fructificaciones después de ae hs en
cámara húmeda. La comparación de estas fructificaciones con las logra­
das en cultivo, permitió ls identificación de ciertas especies. Al
mismotiempo se obtuvieron cultivos de tales fructificacionea, que
se compararon, por su morfología vegetativa, con los aislamientos es­
tériles, y de ese modose logró su identificación.
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3.2. Métodos de observación directa

3.2.1. Microscopio electrónico de barrido (MEB)

Para obtener datos sobre la distribucion y densidad de las es­
pecies epifilas, en los diferentes estadios de la hoja y en las cua­
tro estaciones del año, se observaron muestras de hojas con el MEB.
El material fue recolectado comose indicó en el punto 2. Se extraje­
ron al azar, seis hojas de cada bolsa con la muestra correspondiente
a cada estadio. De cada hoja se cortó al azar, una submuestrs de h x
a mm,que Fueron deshidratadss en la siguiente serie de alcoholes:
30-50-70 y 100 %. y se montaron sobre pequeñas chapas de metal. En
el primer muestreo se montó la mitad de las submuestrss por la cara
adaxial, y la otra mitad por la aoaxisl. En los siguientes, fueron
montadas indistintamente debido a que no se observó diferencias sig­
nificativas en las dos caras.

De cada suomuestra se tomaron dos Fotografias al azar, a 1200
aumentos. Utilizando la Fórmula:

tamaño en cm x 10-000 = tamaño en p
aumento

se puede conocer el área fotografiada, y el largo total de las hifss
que son Fotografiadss sobre dicha área. El largo de las hifas en cm
se midió mediante un curvimetro. Promedisndo los valores de las 12

fotografias, se obtuvo una medida de la densidad del micelio para ca­
ds estadio de la hoja y para cada estación del año. Los resultados
se expresaron en mmde hifa por mm2de superficie. Se comparó, además,
la densidad y caracteristicas del micelio sobre las nervaduras prin­
cipales y Fuera de ellas. Los resultados fueron tratados por análisis
de la varianza.
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3.2.2. Observaciónde Fructificaciones sobre el sustrato

Estas observaciones permiten conocer el estadio de la hoja y
ls época del año en que se producen las fructificaciones de cada ea­
pecia.

Se revisaron las hojas con microscopio estereoscópico, luego
ds permanecer us hs en cámara húmeda. Los datos fueron consignados
comopresencia (+) o ausencia (-) de determinadas especies en cada
estadio de 1a hoja y estación del año.
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RESULTADOS

1. Métodos de aislamiento

En las tablas I y II se indican las Frecuencias de las especies
an cada estadio de la hoja y estación del año, registradas según las
técnicas de lavado y esterilización superficial, respectivamente. En
la tabla III, se señala el total de especies aisladas por las dos téc­
nicas. agrupadas según los taxonea superiores a que pertenecen. Como
en la generalidad de los estudios de la Filosfera. se encontraron úni­
camente hongos pertenecientes a los Deuteromycetea y Ascomycetes. El
79.5 % son Deuteromycetes, de los cuales el 61 % son Coelomycetes y
el 39 % Hyphomycetas. El 20.5 % restante son Ascomycetes.

La mayor parte de los organismos aislados con alta frecuencia
fueron identificados por lo menosa nivel genérico. Los no identifi­
cados, con excepción de Ascomycete 1 y Micelio estéril GRN,tienen
frecuencias bajas y son esporádicos. El conjunto de cepas que perma­
necieron estériles se señala en las tablas I y II como"Micelio dema­
tiáceo estéril". La frecuencia de este grupo no excede el 10 % en ca­
da uno de los censos, excepto en el censo de hojas jóvenes de prima­
vera, donde alcanza el 25 %. El hongo que figura comoMicelio estéril
GRN,a pesar de no producir fructificaciones, pudo separarse del gru­
po anterior, debido a sus caracteristicas particulares de cultivo.
que permitieron reconocerlo comoun organismo diferente.

1.1. Identificación de las cepas

Los resultados de ls inducción de fructificación de las cepas
aisladas Fueron los siguientes:



ÏABLAI

FRECUENCIADELASESPECIESENCADAESTADIODELAHDJAYESTACIONDELAÑÜ,REBISTRADASEGUNLATEC­

Estación

NICADELAVADODELASUPERFICIE

Otoño

_..A___T.L______.‘

Invierno

-7-___._.___

Primavera

Verano

Estadios

Especies

ScJHSn

Sc

MSn

HSn

Sc

A.alternata‘

90

93.3

76.6

93.3859D

100

20

759D

35

7D85

1DG

N.uryzae‘

3.3

Fuaariumap.‘

3.3

6.6

6.6

6.65

C.cladoeporioidee‘

93.3

93.3

93.3

96.665

Paeudodiplodiaep.‘

3.3

3.3

1D

20

mis? S

-—4.—4

20

1D

15

PenicilliumBp.‘

6.6

E.purpurascena‘

56.6

33.3

36.6

66.6AO

20

Phamaap.PH1’

3.3

6.6

6.6

13.3105

H.callista‘

1D

1D

6.62515

P.oxyanthi‘

3.3

1D

1D

Aacamycete1

3.3

C.luneta"I

6.6

Aecochytaap.’

3.3

1D5

M.amilacina

13.3

1D25

20

Phamaep.PHLH‘

3.35

Hiceliodemat.eet.

13.3

6.6

3.3

251D

25

15

C.martinae Mycoaphaerella7.

251D

Sphaerapaidal8‘



Estación

Otoño

TABLA.1_SEQDL¿1

Invierno

PrimaveraVerano

Estadios

Especies

ScJ

iScJHSnSc

7Cytopleaap. HicelioestérilGRN Sphaercpsidal9’ Periconiaap.’

¡mmmm

C.herbarum‘ Z.eucalypti

1G

Phomasp.PH2

-—>———L—

Sphaeropsidalh' Leptosphaeriasp.’ Phomasp.PH3‘ Sphaeropaidal7’ Sphaercpaidal6' Arthriniumsp.’ Pleoaporaap.’

1D

C.gloeoaporioidea Sphaeropsidal1’ Sardariasp. Ïotaldeeapeciea

91012

111613

116955710

Totaldefrecuencia

276h2629

2695

3095320295

265260

23516517D9G105170

. angoaconsideradoshabitanteseatrictoadelfiloplano

71



TABLAII

FRECUENCIADELASESPECIESENCADAESTADIODELAHOJAYESTACIONDELAÑÜ,REGISTRADASEGUNLATEC­

NICADEESTERILIZACIÜNDELASUPERFICIE

EstaciónOtoñoInviernoPrimaveraVerano

Estadios

Especies

Sn

ScJM

Sn

Sc

M

Sn

M

Sn

Sc

A.alternate

3.3

86.625

15

C.cladoaporioidea

66.6

25

E.purpuraacene

6.6

35

H.callista Aacomycete1‘

25

M.amilacina‘

13.3

1D35

20

25

Phamasp.PHLH

3.3

Miceliademet.eat.

ln

1D

C.martinae’

26.6

15

7D

55

?Cytopleasp.‘

76.6

33.3

35

75

MicelioestérilGRN'

23.3

m

35

1D

Z.eucalypti‘

3.3

56.6

Emfim

Phoneap.PH2 C.gloeosporioides Sordariasp. D.dematiaideae’ A.pullulanavar. melanigerum Paeudoaeptoriaep.‘

72



TABLAII(cont.)

Estación

OtoñoInviernoPrimavera

Estadios

Especies

T
o:‘1.TT‘Tr—

JHSnSclJMSnScJHSnsScJMSn

Chryeosporiumsp.‘ Nectriaceae' Sphseropsidal2‘ Sphaeropsidsles

3.36.65

C.lunata Penicilliumsp.

.¡._.__.__._._.

3.3

Totaldeespecies TotaldeFrecuencia

16.6fi61115302.919521D215D1DG195225ED1751h5

‘Hongosconsideradoshabitantesestrictosdelinterior

delahoja

73
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TABLA III

TÜTAL DE ESPECIES AISLADAS POR LAS DOS TECNICAS DE AISLAMIENTO

DEUTERÜMYCETES 79.5 %

HYPHÜMYCETES 39 % CÜELÜMYCETES 61 %

Alternaria alternate Paeudodiglodia sp.
Nigrosgora oryzae Microsghaerogais calliata
Cladoagoriumcladosgorioidea Pestalotiopsia oxyanthi
Cladosgorium herbarum Ascochyta sp.
Fuaarium ap. Macroghoma amilacina
Penicillium sp. Bagua sp. PH1
Egicoccum Eurgurascens 23222 ap.PHLH
Curvularia luneta 23222 sp.PH2
Periconia sp. 22222 sp.PH3
Arthrinium ap. 7CytoElea sp.
Drechslera dematioidgag Colletntrichum gloeoagorioides
Aureobggidiumpullulans var. Pseudoseetoria sp.
melanigerum Sphaeropsidal 1

Sphaeropaidal 2
Sphaerapsidal b
Sphaeropaidal 6

MICELIÜESTERIL Sphaeropaidal 7

Sphaeropaidal 8
Micelio estéril GRN Sphaeropaidal 9

ASCÜMYCETES 20.5 %

Cocc0mycesmartinae Sordaria ap.
Zoellneria eucalygti Pleoagora ep.
Mycoaghaerella sp. vel aff. Nectriaceae
LeEtanhaeria sp. Aacomycete 1
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1.1.1. Cultivo en diversos medios semi-sintéticos

Gran parte de las cepas de Hyphomycetes, y ciertas de M. smila­

giga, 22223 sp. PH1, C. gloeosporioides y 7Cytoplea spt, fructifics­
ron sobre medio ME. Los restantes medios semi-sintéticos no aportaron
nuevas especies, ni indujeron la fructificación de otras cepas esté­
riles de las especies ya registradas.

1.1.2. Inoculsción sobre hojas

Las cepas sembradas sobre hojas de E. viminslis dieron bajos
resultados de fructificsción. Este métodopermitió la identificación
especifica de C. gloeosporioides, y la fructificación de algunas ce­
pas de P. oxyanthi que permanecían estériles en los medios de cultivo
semi-sintéticos.

1.1.3. Irradisción de los cultivos con luz UV

Se obtuvieron resultados positivos con cepas de los siguientes
géneros y especies: A. alternate, E. purpurascens, ?Cytoglea 5p., g.
martinse, Z. eucalypti“, Phomasp. PH1. PH2, PH}, M. callists, Mycos­

’ Loa cultivos de esta especie se enviaron al Dr. B.C. Sutton del Common­
ueslt Mycol. Inst., Hem,Inglaterra, quien indicó que podria tratarse
de Cytoplea sp. pero que su identificación correcta sólo es posible si
se conocenlas caracteristicas del conidiomsen el sustrato natural.
Posteriormente encontramosestas fructificaciones en hojas sobre la
plants, pero sus caracteristicas no coincidieron exactamente con las
de dicho género. Pensamos que puede tratarse de un género cercano aún
no descripto.
" Fue determinada por la Dra. M.E. Ranalli de Cinto, de la Facultad
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Ehaerella sp. vel aff., Ascomycete1, Leptosphaeria sp., Pleosgors 5p.,
Ascochyta sp. y Paeudoseptoria sp.

Las fructificaciones de C. martinae obtenidas por este método
resultaron abortivas en la mayoria de los casos, sólo en unas pocas
cepas se obtuvieron Fructificaciones anamórficss fértiles, que pensa­
mos tenian afinidad con Phomopsis sp. En una sola Fructificación se
observó, dentro del estroma anamórfico, algunos ascos y ascosporas.
Bcnsólo estas caracteristicas morfológicas no fue posible la identi­
Ficación. En el caso de Ascomycete1, las caracteristicas de cultivo
tampocofueron suficientes para su identificación taxonómica.

1.1.t. Identificación de oepee e pertir del euetreto neturel

Por eete medio ee verificó le preeenoie oe C. mertinee, cuyo

cultivo posterior permitió identificar lee oepee del mismoorganis­

mo obtenidee por ioe métodos de eieiemiento. A peeer de enoontreree

fruotifioecionee de Aeoomyoetet eoore lee hoJee, no fue poeioie

ubicarlo en ningún género conocido.

1.2. Análisis de las poblaciones fúngicas en Función de su relación

con el hospedante

Las especies aisladas por la técnica de esterilización superfi­
cial, pueden ser consideradas endofilas. Pero la técnica de lavado
superficial no es discriminativa. A pesar que se encuentran más favo­
recidas las especies epifilas, permite el desarrollo de un cierto nú­
mero de endofilas (tabla I). Por ess razón, si una especie fue aisls­

de Ciencias Exactas y Naturales,UBA; y confirmada su identificación
en cultivo por la Drs. I.J. Gamundi,del Instituto C. Spegazzini, Fs­
cultad de Ciencias Naturales y Museode La Plata.
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da en hojas vivas, con una frecuencia significativamente mayor por
la técnica de esterilización superficial, la consideramosendofila,
y si lo fué por la de lavado superficial, epifila. Sin embargo, no
debemosdescartar que ciertas especies puedan cumplir una parte de
su ciclo de vida comoepifilas y otro comoendofilas; o que compartan
los dos ambientes al mismo tiempo.

Por lavado superficial fueron aisladas 35 especies, de las cua­
les sólo 26 pueden ocnsiderarse comohabitantes estrictos del filopla­
no de laa hojas vivas (señaladas con ’ en la tabla I). Entre las es­

pecies aisladas con mayor frecuencia encontramos a: A. alternate, Q,
cladosgorioides, E. purpurascens, 25923 sp. PH1y M. callista. Con
frecuencias menores a: Fusarium sp. Pseudodiplodia ap. P. oxyanthi.
Las restantes pueden considerarse especies esporádicas que desarrollan
únicamente cuando se registran condiciones muyespeciales en el ambien­
te y en el hospedante, o comoespecies transitorias o exótonas, cuyas
esporas no fueron eliminadas por la técnica de lavado.

El grupo de especies aisladas con mayor frecuencia coincide
con el señalado para este habitat por Hudson (1968) y autores poste­
riores. M. callista es la única especie que hasta el presente no ha
sido registrada en el filoplano. Llamala atención la ausencia de fi,
pullulans, S. roseus y B. cinerea, tres organismos muyfrecuentes en
el filoplano de otros vegetales superiores. Sin embargo, Herling
(196h) ya notó la ausencia de 8. cinerea en el filoplano de centeno,
y Dickinson (1965) la ausencia de S roseus y 1a baja frecuencia de

A. Eullulans en hojas de Halimione portulacoides.
Comparandoestos resultados con los obtenidos para Eucalygtus

app. en Australia, observamos que en E. stellulata (Lamb8 Brown, 1970),
ae registraron comoespecies más frecuentes a A. pullulans, Üidioden­
gran sp. y Penicilliumispinulogum, ninguna de las cuales fue aislada
en el filoplano de E. viminalis estudiado en este trabajo. Sólo Eb
Eullulana fue encontrado comoendofilo, pero con frecuencia muybaja
y distribución esporádica. Sin embargo, en E. regnans (Macauley 8
Throuer, 1966), se aislaron A. alternate, C. herbarum y E. EurEuraa­
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Cladosporium cladosgorioidea (figura VII h)

Comoen el caso anterior ea un organismo epifilo que penetra
an el interior de la hoja únicamente cuando ésta está secs. Presenta

una marcada estacionaiidad, con máximos en otoño, disminución en in­
vierno y primavera, y minimos de frecuencia en verano. Estas caracte­

risticas no coinciden con los resultados de otras investigaciones,

on que oporeoo como un organismo estival (Dickinson, 1965; Lamb i

Brown, 197G). No presenta un patrón homogéneo en cuanto a sus varia­

ciones de frecuencia en los diferentes estadios de la hoja.

Epicoccum Eurpurascens (figura VII c)

Ea un organismo epifilo que fue registrado con frecuencia menor
que loa dos anteriores. Del mismomodoque éstos, se encontró en to­
dos los estadios de la hoja y, penetra en el interior sólo en laa ho­
jas secas. Presenta una marcada estacionalidad, disminuyendo su fre­
cuencia a un minimo an verano. Al igual que C. cladosgorioides parece
tratarse de una especie otoño-invernal.

Microsphaerogsis callista (figura VII d)

Se trata de una especie epifils que nunca coloniza el interior
de ls hoja. Su frecuencia es muchomás baja que la de las especies
analizadas anteriormente. Parece estar afectada notablemente por las
condiciones climáticas del verano, ys que no fue registrada en eas
sstsción del año. Tiene frecuencias más elevadas en hojas maduras de
invierno y jóvenes de primavera. Comose trata de uno de los primeros
colonizadores de las hojas jóvenes, junto con A. alternata, C. cladoa­
gorioides y E. gurgurascena, su baja frecuencia e1 los estadios pos­
teriores de la hoja, podria deberse a la competerzis con esas especies
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que aumentan notablemente su Frecuencias en esos estadios.

Macrophomssmilacina (figura VII e)

Esta especie Fué aislala con alta Frecuencia por las dos técni­
cas y en todos los estadios ¡e la hoja, con excepción de las hojas
jóvenes de otoño y primavera Su Frecuencia , sin embargo, es relati­

vamentemayorpor la técnica de esterilización superficial. Por lo
expresado en el punto 1.2. pensamos que se trata de una especie endo­
fila. Nopresenta signos mar ados de estacionalidad.

Coccomycesmartinae (figura 'II f)

Se trata de un organisno netamente endofilo, el cual sólo excep­
cionalmente, y con muybaja recuencia, es aislado por la técnica de
lavado superficial. No se re¿istr6 su presencia en hojas jóvenes, y
su freCuencia aumenta en las maduras y aenescentes, disminuyendo en
las hojas secas. Las frecuen.ias más altas fueron registradas en in­
vierno, y las minimas en otolo y verano. Parece tratarse de una espe­
cie invernal.

?Cytoplea sp. (figura VII g)

Esta especie, que se presenta comoendofils en la mayor parte
de los censos, Fué aislada también por la técnica de lavado superfi­
cial en los censos de primavera y verano. En las hojas jóvenes de pri­
mavers Fué aislada únicamente del filoplano, en las maduras su fre­
cuencia por esta técnica disminuye, mientras que en las aenescentes
y secas, desaparece. En las lojae jóvenes de verano se obtuvieron fre­
cuencias similares por ambas técnicas. Sin embargo, en las maduras y
aenescentes la frecuencia por la técnica de lavado disminuye, aumen­
tando la obtenida por esterilización superficial. Podríamosexplicar
estos resultados, considerando que este organismo realiza 1a coloni­
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zación de las hojas jóvenes en primavera y verano, comportándose co­
moepifilo en loa primeros estadios, y comoepifilo y endofilo al
mismotiempo en los estadios siguientes. En el otoño e invierno, sólo
sobrevive si se encuentra en el interior de la hoja. Esto podria ex­
plicar la frecuencia baja y solo comoendofilo, que presenta en las
hojas jóvenes de otoño, y la alta frecuencia en las hojas maduras de
la mismaestación. Estas últimas corresponderian a las hojas jóvenes
colonizadaa en primavera y verano. Esta interpretación concuerda con
la distribución estival de los censos con mayores frecuencias. Como
en al caso de C. martinae, se observan frecuencias altas en hojas ma­
duras y senescentes, que disminuyen en las hojas secas.

Zoellneria eucalypti (figura VII h)

Es una especie endofila que vive en todos los estadios de la
hoja, pero con una estacionalidad otoño-invernal muymarcada. Su fre­
cuencia presenta un máximoen las hojas secas y senescentes, y dismi­
nuye en las hojas secas, como1a generalidad de los organismos endo­
filoa.

Micelio estéril GRN(figura VII i)

Se trata de un organismo endofilo que no coloniza las hojas jó­
venes, con excepción de las de primavera. Comoen el caso de 7Cytoplea
5p., ésa podria ser la estación del año en que coloniza el sustrato,
ya que en ese censo aparece únicamente por la técnica de lavado de la
superficie.

1.b. Análisis de la comunidadde la filosfera en función de los esta­
dios de la hoja y de las estaciones del año

Comoen al caso de las comunidades animales o de plantas superio­
raa, an la filosfera de E. viminalia se registraron pocas especies
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cun alta frecuencia, y numerosas con frecuencias bajas. Las de alta
frecuencia generalmente ae encuentran distribuidas en gran parte de
loa estadios (censos), mientras que las de frecuencia baja son espo­
rádicas. Esta caracteristica se observa tanto en las especies del
filoplano comoen las endofilas.

En la tabla I se señalan los valores de frecuencia acumulada

y número de especies en cada censo, para los organismos del filopla­
no. En la figura VIII se graficsron los datos de frecuencia acumula­
ds. Este último parámetro es mayor en los censos de invierno y otoño
que en los de primavera y verano. Sin embargo, no existe un patrón
regular en función de los estadios de la hoja. Mientras en verano y
otoño tienden a aumentar con la edad, en invierno y primavera dismi­
nuye. El número de especies tampoco sigue un patrón reconocible, so­
lo observamos una leve disminución en el muestreo de verano.

En la tabla II y figura IX se registran y grafican los mismos
parámetros analizados anteriormente, pero para las especies endofilas.
La frecuencia acumulada en función de las estaciones del año no si­

gue un patrón tan evidente comoen las especies del filoplano. Sin
embargo, se aprecia que es regularmente más alta en invierno que en
al resto de las estaciones. Con excepción del muestreo de verano, las
especies endofilas tienden a aumentar su frecuencia acumulada con 1a
edad de 1a hoja. Las mayores variaciones se registran entre las hojas
jóvenes y maduras. A diferencia de lo que ocurre en el filoplano. se
observa un gradual aumento del número de especies con la edad de la
hoja, pero no hay diferencias significativas entre las estaciones del
año.

Para realizar un análisis global de la comunidadfúngics ds la
filosfara, se elaboró la tabla IV, que comprendela totalidad de las
especies aisladas, tanto epifilas comoendofilas. Para cada especie,
an cada censo, ae eligió el valor de frecuencia más alto, ya asa és­
ta el obtenido por la técnica de lavado, o por la de esterilización
superficial. De este modose pretende obtener la frecuencia que cada
especie tendria, ai hubiéramospodido aislar las especias epifilaa
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FIGURA VIII

SUMA DE FRECUENCIAS DE ESPECIES EPIFILAS EN FUNCION DE LOS ESTADIÜB DE

LA HOJA
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.FIBURA IX
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y endofilas, al mismo tiempo. y en la misma aubmuestra. Dicha table
conste de #2 especies y 15 censos o estadios. Se señala el número to­
tal de especies y la frecuencia acumulada en cada censo. Estos últi­
mos valorss se grafican en la figura X. En dicho gráfico es más evi­
dente que en las figuras VIII y IX, que la comunidad de la filosfera
tiene valores de frecuencia acumulada más altos en invierno que en
verano. El otoño y le primavera son intermedios entre loa dos ante­
riores, con los valores del otoño más cercanos a los del invierno, y
los de la primavera e los del verano. Si comparamosestos resultados
con los valores de temperatura media mensual para el periodo de mues­
treo (figura IV), observamos que los valores máximosde frecuencia
acumulada ds especias se registraron en otoño-invierno, cuando la hu­
medad tiene los valores máximos y la temperatura los minimos. Loa mi­
nimos se registraron cuando La temperatura es máxime y la humedad m1­
nima. Debemosrecordar que los muestreos de mayo, septiembre y diciem­
bre, se realizaron en los primeros dias de cada mes, por lo que el
desarrollo de las especies en esos muestreos estará más influenciado
por las condiciones climaticas del mea inmediatamente anterior, que
por las correspondientes al meade muestreo. Por el°contrsrio. el
muestreo de febrero se realizó a mediados de mea. .

Los valores de temperatura durante los muestreos de otoño y pri­
mavera, son intermedios entre los de invierno y verano. Sin embargo,
los valores ds humedadrelativa en el muestreo de otoño, son más cer­
canos a los valoras de invierno, mientras que los de primavera son
más cercanos s los del verano. La frecuencia acumulada mayor en el
muestreo de otoño con respecto al da primavera, parece estar reflejan­
do uns mayor dependencia de los organismos de la filosfera, de ls hu­
medad que de ls temperatura.

En todas las estaciones dal año, la micoflora registra las me­
nores frecuencias sn las hojas jóvenes, hay un aumentosignificativo
en las maduras, un pico en las senescentee, y una disminución en las
hojas secas. Este patrón es semejante sl seguido, hasta lee hojas ee­
nescsntss, por la mayorparte de le flora epifils y sndofile sn for­
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Primavera

Verano
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Sc
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Especies
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9

11
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A.alternate

93.3

76.6

93.3

85

100

95

35

85

N.aryzae

3.3

Fueariumap.

3.3

6.6

6.6

6.6

¡n
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93.3

93.3

93.3

96.6
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65

29
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3.3
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6.6
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#5
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#5
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3.3
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6.6

13.3
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15

M.

callieta

10

1D

6.6
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1D
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P.

oxyanthi

3.3

10

Ascnmycete1

3.3

3.3

25

me 9m

C.
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3.3

Aacochytaap.

3.3
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H.

amilacina

13.3

10

35

20
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15

9

Phoma8p.PHLH

3.3

C.
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3.3
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15
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EstaciónOtoñoInviernoPrimaveraVerano EstadiosJHScJHSnScJHSnSc
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Especies
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FIGURA X

SUMA DE FRECUENCIAS DEL NUMERO TOTAL DE ESPECIES EN FUNCION DE LOS

ESTADIDS DE LA HDJA‘
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me independiente (figuras VIII y IX). Sin embargo, la disminución
que se observa en laa hojas secas no concuerda. Si analizamos la te­
ble II, observamosque las especies epifilss colonizsn el interior de
la hoja cuando ésta se secs. Este aumento de la Frecuencia de organis­
mos típicamente epifiloa en al interior de la hoja, produce una brus­
ca disminución de la frecuencia de las especies endofilas propiamen­
te dichas. Esto da comoresultado un aumento de frecuencia en el in­
terior de ls hoja seca. No obstante, comoae trata de las mismas es­
pecies que actúan comoepiFilas, la frecuencia en la Filoafera dismi­
nuye al disminuir la Frecuencia de laa especies endofilae.

1.h.1. Análisis de los datos por métodosestadísticos

A efectos de obtener conclusiones más objetivas de loa datos
analizados precedentemente, se aplicaron a ellos dos métodos estadia­
ticoa. Unmétodo de clasificación aglomerativo: w.P.G.M. (ueighted
pair-group method), método de los pares pesados, y un método de orde­
namiento multivariado: Análisis Factorial de Correspondencia (AN.FA.CD.).

Análisis de loa dstoa por el m.P.G.M.

A partir de la matriz básica de datos (tabla IV, ver punto 1.h.),
ae calcularon los valores numéricos que representan el grado de simi­
litud entre pares de censos o estadios de la hoja. Se utilizó el "coe­
ficiente de similitud cuantitativo de Czekanouaki(1913)":

u : suma del valor más bajo (de frecuencia) de las especies comunes
a los dos censos.
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a : sumatoria ds todos los valores dsl atributo cuantitativo (frecuen­
cia) en el primer censo.

CF . sumatoria de todos los valores del atributo cuantitativo (frecuen­
cia) en el segundo censo.

Los resultados se volcaron sobre ls matriz de coeficientes ds
la figura XI a, y ss agruparon por el método de clasificación aglome­
rativo w.P.G.M. (Sokal 8 Snesth, 1963). El método fué implementado
en forms manual sobre las matrices de coeficientes de similitud ds
la figura XI b-h. El dendrogramaresultante se observa en la figura
XII.

El análisis dal dendrograma nos indica que, s pesar de que los
censos no difieren demasiado entre si, se distinguen dos grupos que
ss correlacionsn con las estaciones del año, y que no hay asociación
entre los censos pertenecientes a los mismosestadios de la hoja.

Uno da los grupos está formado por los censos 1-2-3-h-5-6-7 y
11, que corresponden s las estaciones otoño-invierno. El otro grupo,
formado por los censos 1D-13-1h-15-9, que corresponden al verano y
primavera. En el primer grupo es más evidente la asociación entre cen­
sos correspondientes a una misma estación del año, que en el segundo
grupo.

El censo 11, correspondiente s las hojas secas de primavera,
aparece asociado, aunque con el menor coeficiente de similitud, con
el primer grupo, correspondiente a los censos de otoño-invierno. Es­
to puede estar relacionado con la frecuencia de B. cladosgorioides,
que es mayor en los censos de primavera-verano, y a que posee espe­
cias exclusivas de los censos del primer grupo: Fusarium 3p., C. lu­
nats, Phoms sp. PHLHy A. pullulans var. melanigerum.

Los censos 12 y 8, correspondientes a las hojas jóvenes de vs­
rano y primavera, se encuentran segregados de los dos grupos antes
señalados. Las hojas jóvenes, difieren de los restantes estadios,
debido al menor número de especies que las colonizsn, y a la menor
frecuencia da las especies que son comunesa todos los censos. La sx­
cepción la constituya el censo 1 (hojas jóvenes de otoño), que se una
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FIGURA XII
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con un porcentaje de similitud del 85.3h con el censo u (hojas se­
cas de otoño).Esto se explica si pensamos que en la plantación de E;
viminalis analizada, el desarrollo de hojas nuevas comienza en prima­
vera, continúa en verano, disminuye en otoño y desaparece en invier­
no o a fines de otoño. El muestreo fué realizado a fines de otoño, en
el momentoen que ya no se desarrollaban hojas nuevas. Por lo tanto,
las hojas que consideramos jóvenes en el censo de otoño, están más

cerca en edad a las maduras que a las jóvenes de primavera y verano.
Por otra parte, al ser el otoño una época favorable para las especies
más frecuentes y, probablemente en la que producen mayor cantidad de
propágulos, las hojas jóvenes son colonizadas más rápidamente después
de su desarrollo.

Análisis de los datos por AN.FA.CO.

El método de análisis factorial de correSpondencia (Cordier,
1965; Benzecri, 1976) ha sido utilizado, con relativa frecuencia en
los últimos años, en el estudio de datos fitoecológicos (Lacoste &
Roux, 1971; Romsne, 1972; Batlikova et al., 1976; Collantes a Lewis,
1980; Britton 8 Podlejski, 1981). Este tipo de datos también puede
ser tratado por análisis de componentesprincipales, sin embargoel
AN.FA.CÜ.tiene la ventaja de tomar en cuenta el carácter probabilis­
tico de los datos y, la simetría existente entre lineas y columnas
de la tabla (Lebart & Fenelon, 1971; Romana, 1972).

Los datos analizados son, comoen el caso anterior, los de la
tabla o matriz IU. Los porcentajes de varianza extraídos por los pri­
meros cinco ejes, y la sumatotal, es la siguiente:

ejes I II III IV V Total

varianza 27.320 16.887 11.690 10.20h 8.36“ 7k.h86
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En la figura XIII se grafica la distribución de los censos o
variables según los resultados del AN.FA.CD.,para los ejes I y II.
Se observa un ordenamiento definido por el eje II. Se distinguen
tres grupos, uno en los valores positivos del eje, con mayor propor­
ción de los censos de otoño; otro desplazado hacia los valores nega­
tivos, con mayor proporción de censos de verano; y un tercero, inter­
medio entre los otros dos, en los valores absolutos más bajos del eje
II. Este último con mayor proporción de los censos de invierno, aun­
que más heterogéneo, ya que incluye censos de otoño y primavera.

Los censos de primavera no se segregaron independientemente,
y se encuentran relacionados con los tres grupos anteriores, con
excepción del censo B, correspondiente al estadio de hojas jóvenes
de primavera, que se desplaza hacia los valores negativos más altos
del eje I.

A pesar de la heterogeneidad de los censos de primavera, no
hay duda que este gradiente está correlacionado con las estaciones
del año.

La interpretación de este método debe hacerse teniendo en
cuenta una propiedad importante: "una especie está más próxima a un
estado de variable (censo o estadio de la hoja en las diferentes es­
taciones del año), cuanto más fuertemente intervenga en el perfil de
esa especie" (Romane, 1972).

Los censos de primavera no se aegregan independientemente del
resto, debido a que cada estadio tiene caracteristicas comunescon
alguno de los tres grupos formados. El censo 11 se segrega con los
censos de otoño, debido a las especies que tienen en común : PSE‘,

PÜH, EUR, AUR, y comparten alta frecuencia de ASC. El censo 9 se una
a los censos de invierno, probablemente porque comparten una frecuen­
cia similar de BRN.El censo 1D, aparece junto a los censos de vera­
no, probablemente porque comparten baja frecuencia de CLAy tienen

' Para el significado de las siglas, véase las referencias de 1a
figura XIII.
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a CFR como especie común y exclusiva de los censoa 10 y 13. El censo
B, correspondiente a hojas jóvenes de primavera, se encuentra tan
desplazado hacia los valores negativos del eje I, y no participa de
ningún grupo, por el alto número de especies exclusivas: PLE, ART, SFH,
SGH, PCH, y LEP, asi como por la alta frecuencia de MIC.

El grupo formado por los censos de otoño es el más homogéneo,
y se caracteriza por la alta frecuencia de CLA, 1 por sus especies
exclusivas: ZÜE, FUS, PSE y SEP. Las especies PSE, PÜH, CUR, AURy

ASC, las comparte únicamente con el censo 11, correspondiente a las
hojas secas de primavera.

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

Los censos de invierno que forman el tercer grupo, tienen por­
centajes de frecuencia de especies intermedios entre los censos de
verano e invierno, en especial en cuanto a las especies más frecuen­
tes y distribuidas: CLAy ALT, y por la presencie de PFF, MYC,PRR

y CHEcomo especies exclusivas.
El censo número 2 de otoño se encuentra incluido junto a los

censos de invierno, debido a que probablemente he sido "arrastrado"
hacia los valores negativos del eje, por su semejanza con loa releva­
mientos de verano.

2. Métodos de observación directa

2.1. Análisis gg 1a densidad fúngica con M.E.B.

En la tabla V se presentan los valores de renaidad de micelio
apifilo, en los diferentes estadios de la hoja y en las cuatro esta­
ciones del año, medidos mediante fotografias con M.E.B. La densidad
está expresada en mmde micelio por mm2de hoja. En la lámina II se
presentan algunas ds las fotografias obtenidas.
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FIGURAXIII (cont.)

SIGLA DE LAS ESPECIES CDNSIDERADAS EN EL GRAFICO DE LA FIGURA XIII

: A. alternata SBH: Sphaerupaidal 2
: Arthrinium ap. SDH: Sphaeropaidal h
: Aacomycete 1 SEP : Pseudoaegtoria 9p.

A. Eullulana var.melanigerum SFH : Sphaeropaidal 6
C. herbarum SGH : Sphaernpsidal 7

: Chrysoagorium sp. SHH: Sphaeropaidal 8
C. cladoagorinides SUR: Sordaria ap.
C. gloeusgorinideg TIÜ : P.oxyanth1
C. martinae VTA: Aacochyta ap.

: C. luneta ZOE : Z. eucalygti

z 7Cytoglea ap.
: Drechalera ap.

: E. gurguraacena
: Fuaarium ap.
: Micelio estéril BRN

: Legtusghaeria sp
: M. smilacina
: M. calliata

: Mycoaghaerella ap.
: Nectriaceae

: N. oryzae

: 22222 PH 1

: 22229 PH 2
: Penicillium ap.

Sphaeropaidal 9
Pleoagora ap.
Phnma PHLH

: Periconia ap.
Paeudodiglodia sp.
Sphaeropaidal 1
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Los datos de hojas maduras, senescentes y secas, fueron trata­
dos por análisis de varianzs’. No ss incluyeron los datos ds hojas
jóvenes que, s1 presentar en su mayoria valores nulos de densidad,
interfieren en el métodoestadistica. Se aplicó la transformación
y- x + 0.5 . Los factores interactúan, por lo tanto sólo se han podi­
do astimsr los efectos principales, edad de la hoja y estación del
año. Ambosresultaron muysignificativos. El cuadrado medio del error
es muy pequeño, 0.1117 con 11Dgrados de libertad. Los F calculados
fueron los siguientes:

Edad: F(2,11Ü) : 69.13
Estación- F(3,11Ü) : 91.77

En la figura IVXestán representadas las medias da los valores
de ls tabla U. Übaervamoaque ls densidad tiende a aumentar desde un
minimo en las hojas jóvenes, hasta un máximoen las senescentea. Es­
ta aumento con la edad de la hoja concuerda con los datos de frecuen­
cia obtenidos para las especies epifilas de mayoresfrecuencias (fi­
gura VII). En las hojas secas, sin embargo, aumenta en invierno y o­
toño, pero se mantiene constante en verano y disminuye en primavera.
Comosn los datos de frecuencia, ls densidad es máximaen todos los
estadios de las hojas en invierno. '

En el primer muestreo no se observó diferencias ds densidad
entre ls cars adsxisl y absxisl de las hojas, por esa razón los rs­
aultados se presentan sin discriminar. Esta semejanza en la densidad
de micelio en las dos caras, discrepa con los resultados obtenidos
en otras especies vegetales (Pugh 8 Buckley, 1971s; Breeze & Dix,
1981). Podemosexplicar estos resultados si examinamoslas fotogra­
fias ds la lámima II, donde no se observan diferencias anatómicas
entre las dos caras. Ls diferencia de estructuras superficiales en­
tre las dos caras ea uno de los factores que incide sobre la densidad
ds organismos sn el filoplsno (Last 8 Warren,1972; Dickinson, 1976;

’ Esta análisis fue realizado en el C.E.V.E.G. (Centro de Ecofisio­
logia Vegetal), CONICET,por el Ing. Agr. Hector D. Ginzo.
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TABLA V

DENSIDAD DE MICELIÜ FUNBICÜ EN EL FILÜPLANÜ DE E. VIMINALIS. LDS VALD­

RES SE EXPRESAN EN mm DE HIFA PUR mm2 DE HOJA, V SE ÜBTUUIERDN PUR ME­

DIÜ DE FOTOGRAFIAS CDN M.E.B.

Estación

Invierno Primavera Verano Otoño
Hoja

u.ao 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
0.00 0.00 0.00 2.28

JÓVE” 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

Y:1.75 2:0.15 ïko.ou X 0.29

5.0h 0.00 3.35 5.52
5.0L 2.20 u.eo 1.50
8.28 0.ua 1.20 2.52
3.72 0.00 3.00 1.68
5.0u 5.5a 0.00 0.96
2.88 2.6h 0.00 3.00

Madura a.uu 0.00 2.23 2.253.72 2.au 3.96 0.72
2.86 0.00 1.20 2.ao
3.82 0.36 5.ao 0.00
3.aa 0.00 0.00 0.00

0.au 0.00 0.00

ïzu.39 X:1.23 2:2.1 2:1.99

u.92 9.36 1.92 5.88
1.50 7.56 2.23 6.8L
3.96 8.05 0.00 2.76

Seneacenta 13.33 5.6k 0.00 h.56
13.33 u.92 2.5u 2.52
10.59 3.96 3.36 7.30
9.12 0.60 3.12 1.32



'ABLAU (cont.)

5.12 6.96 2.ao 5.16
2.0u 7.30 2.33
5.0u 1.30 1.92

Senescentea 3.8lo GAB ¿“92
3.2u 1a.ss 1.50

ï 7.03 x 5.10 ¡13.57 7:u.03

15.60 0.00 6.00 21.73
12.u9 0.00 5.au 3.00
9.85 0.au 7.20 5.au
11.53 0.00 7.56 5.6u
16.81 0.00 0.00 5.ao
1u.29 1.20 0.96 5.6L

Secas 6.88 0.72 1.92 5.151u.77 1.32 1.au u.eo
0.12 0.00 2.76
2.88 0.00 5.6h
2.33 3.60 12.25

9.97

í 13.02 í 0.91 ¡33.67 ¡37.17
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FIGURA IVX

REPRESENTACION GRAFICA DE LDS VALDRES MEDIDS DE DENSIDAD FUNGICA EN EL

FILÜPLAND DE E.VIMINALIS,MEDIDDS PUR MEDIÜ DE FOTOGRAFIAS CDN M.E.B.
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Baker et al., 1979). Por otra parte, la posición de la hoja sobre la
plants es lateral en lugar de dorsiventral, y por lo tanto no difie­
ren en cuanto s la incidencia de los factores climáticos.

La distribución del mizelio sobre las hojas también muestra di­
ferencias con lo observado sobre otros vegetales. Pesante (1963),
Friend (1965), Dickinson (1967), y Pugh 3 Buckley (1971a), señalan
que la mayor concentración de epifilos se encuentra sobre las nerva­
duras principales de la hoja. En E. viminalis el micelio está ausen­
te sobre las nervaduras, y se encuentra localizado en las áreas entre
nervaduras (lámina IId), mucosa veces concentrado en la depresión
que existe en el borde de los estomas (lámina IIc), como ya lo seña­
laran Baker et sl. (1979).

2.2. Observaciónde fructificaciones sobre el sustrato

En ls tabla VI se han señalado los resultados de la observación

de fructificaciones sobre hojas en el árbol y hojarascs, en las cua­
tro estaciones del año. La mayor parte de los organismos corresponden
s especies endofilas registradas por las técnicas de aislamiento.
Harknessia eucalygti es la única especie no registrada por dichas
técnicas. Sin embargo apareció con mucha frecuencia sobre hojas madu­
ras, senescentes, secas y hojarasca, en todas las estaciones del año.
A partir de sus Fructificacianes se realizaron cultivos que fueron
comparados con los de cepas estériles obtenidas por los métodos de
aislamiento. No obstante, ninguna de esas cepas correspondió a las
caracteristicas de H. eucalypti en cultivo. Esta especie, por otra
parte, fructifica fácilmente en mediosde cultivo semi-sintéticos.
Debemosrecordar que, comose señaló anteriormente, las técnicas de
aislamiento y observación directa, se realizaron con un año de dife­
rencia. Las condiciones de humedadrelativa y temperatura mensuales
en los dos periodos no fué demasiado diferente; sin embargo, éstas
y otras variaciones climáticas y del hospedante, que no se han re­
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giatrado sn este estudio, pueden ser la causa de la aparición de fi;
eucalypti en el segundo peIiodo de muestreo. En estos momentos se
está realizando una nueva etapa en el estudio de los endofilos de
E. viminalis, que nos permite corroborar comportamientos similares
en otras especies fúngicas. La micoflora básica no sufre variacio­
nes significativas en los muestreos de años sucesivos, pero ciertas
especies esporádicas aumentansignificativamente su frecuencia en
algunos muestreos, y aún aparecen con Frecuencias relativamente altas,
especies que nunca Fueron registradas con anterioridad. Las causas
de estas variaciones sólo podrán ponerse en evidencia si se realizan
estudios que se prolonguen durante varios años sucesivos, y se regis­
tren parámetros microclimáticos y condiciones del hospedante.

Las Fructificaciones de C. martinae fueron observadas única­

mente en invierno y otoño, del mismo modo que las de Z. eucalygti.

Sin embargo ?Cvtoplea sp. fué encontrada fértil en primavera, verano
y otoño. Estas observaciones coinciden con las de distribución de
frecuencias registradas poI las técnicas de aislamiento.
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CONCLUSIONES Y DISCUSION

La comunidad de 1a filosfera de E. viminalis sufre cambios es­
tacionales más marcados que los producidos por la edad y estado fi­
siológico de la hoja. Ambasvariaciones involucran principalmente
cambios cuantitativos y, en menorgrado, cualitativos. Esta última
caracteristica de las poblaciones Fúngicas de la Filosfera ya han si­
do observadas por Gourbier (1975, 1976), en Abies alba ; Latch E Mc
Henzie (1977), en Lolium spp. y Mishra 3 Dickinson (1981) en hojas
de Ilsx sguifolia. El invierno y otoño son las estaciones más Favo­
rables para el desarrollo Fúngico en este habitat. El verano, la más
desfavorable, observándose una reducción tanto cuantitativa comoen
el número de especies presentes. El invierno y otoño son también las
dos estaciones donde fructifica la mayor parte de los organismos,
y lo hacen preferentemente en hojas secas sobre el árbol y en la ho­
jsrasca. Es evidente una relación estrecha con los factores climáti­
cos, en especial con la humedadambiente. Resultados semejantes fue­
ron observados por Last (1955); Breeze 8 Dix(1981) y Mishra 3 Dickin­
son (1981). Sin embargo, otros investigadores señalah al verano como
la estación donde se observa mayor abundancia de organismos (Pugh,
1968; Ruacoe, 1971; Lstch 8 Mc Henzie, 1977). Las variaciones en fun­
ción de la edad y estado fisiológico dela hoja, señalan un aumento
cuantitativo y en menor grado cualitativo de la comunidad a medida
que la hoja envejece.

La comunidad fúngica de 1a filosfera de E. viminalis está com­
puesta por dos grupos bien definidos de organismos: los que habitan
el filoplano y los endofilos. Estos dos grupos funcionan casi inde­
pendientemente hasta la senescencia y muerte de .a hoja sobre la
planta. La muerte de los tejidos transforma a la hoja en un sustrato
diferente, más homogéneo, comoconsecuencia de lJ cual se verifica
un cambio sustancial en las poblaciones fúngicas. En el nuevo equi­
librio no suelen intervenir nuevos organismos, sino que se produce
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un reordenamiento de los ya existentes. Los epifilos o habitantes
del filoplsno, penetran en el interior de la hoja, desplazando a los
endofilos, aunque,sin que éstos lleguen a desaparecer. En estas con­
diciones, los endofilos generalmente comienzana fructificar. A pe­
sar de que en los dos grupos se observan variaciones con el paso de
las estaciones del año, las poblaciones endofilas no sufren cambios
tan marcados comolos observados en las poblaciones epifilss. Es
evidente que en el interior de la hoja están más protejidas de las
variaciones climáticas, que los habitantes del fíloplsno (di Menna,
1971). En forma inversa, los organismos endofilos parecen ser los
más influenciados por la edad y estado fisiológico de la hoja. Se
observa en ellos un aumento de la frecuencia acumulada y número de
especies a medida que la hoja envejece. En las especies del filopla­
no se registraron ciertas diferencias entre los métodosde observa­
ción directa y aislamiento, mientras en el primero se evidencia un
aumento de la densidad con la edad de ls hoja, ec el segundo no se
registró ningún patrón estable ni regular de la frecuencia ni del
número de especies. Las diferencias observadas en los dos métodos,
pueden atribuirse a que no fueron realizados simultáneamente. No
obstante, las condiciones de temperatura y humedadrelativa medias
sn los dos periodos de muestreo (figuras IV y U ., no difieren sig­
nificativamente. Por lo tanto podemosatribuirlas al estado del hos­
pedsnte, o a condiciones microclimáticas que no flemosregistrado.
También debemos tener en cuenta que se trata de parámetros que se
comportan en forma diferente. La frecuencia en las hojas jóvenes y
maduras en ciertas épocas del año es alta, mientras que la densidad
en las mismas estaciones se mantiene baja. El aumento puede ser con­
secuencia del aporte de especies esporádicas y de baja frecuencia,
que forman colonias densas pero limitadas (EBDECLEBruderales, Pugh,
1980). Estas producen un aumento de ls frecuencia pero no de la den­
sidad, que está más influenciado por las especies de crecimiento in­
tensivo, que en estos estadios todavia no han co-onizado completamen­
te el sustrato.
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El grupo de organismos registrados sn sl filoplsno es semejan­
te al encontrado sobre otros vegetales superiores de climas templa­
dos (Hudson, 1968). Los elementos comunes son: A. alternata, C. cla­
gggporioiggg, E. purpurascens y Fusarium sp. Están ausentes, o se re­
gistrarOn con muybaja frecuencia, A. Eullulans y B. cinerea, proba­
blemente reemplazados por M. csllista y P. oxyanthi. Se observó ls
presencia de N. oryzae y C. lunata, dos elementos del filoplano de
los trópicos (Hudson, 1966). Esto puede estar reflejando ciertas ca­
racteristicas tropicales en el clima del sitio de muestreo, comose­
ñalamos en el punto 1.2.

Si comparamosesta flora con la registrada sobre otras especies
de Eucalygtus en Australia, observamos que difiere notablemente ds
la enc0ntrads sobre E. stellulata (Lamba Brown, 1976), pero es seme­
ants a ls de E. regnans (Macauly s Throuer, 1966), a pesar de que
satos últimos autores no estudiaron especificamente las hojas vivas.
Ello parece indicar más una especificidad con el hospedsnte, que di­
ferencias regionales. Esta cuestión debe ser corroborada con estudios
de ls mismaespecie en diferentes regiones y, de diferentes especies
en un mismo ambiente.

A diferencia de loaorganiamog del Filoplano, los endofilos se
caracterizan por especies que no han sido registradas comotales has­
ta el presente, ni siquiera sobre otras especies del mismogénero.
Ello puede estar reflejando tanto una alta especificidad comodife­
rencias regionales.

Conbase en las clasificaciones propuestas por stsn (1965),
Dickinson (1976) y Pugh (1980), realizamos la siguiente clasificación
ds los organismos no patógenos de ls filosfera, con inclusión de ls
flora endofils, en función del papel que estos organismos desempeñan
sn la hoja, al tipo ds desarrollo, y la parte del ciclo ds vida que
cumplensobre esta habitat.
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HONGOS EPIFILÜS

Exótonos:

son depositados en forma de esporas u otros propágulos sobre
la superficie de las hojas vivsa, pero nunca llegan a germinar y co­
lonizar ese habitat. En algunos casos puede tratarse de hongos para
los cuales el filoplano constituye un eslabón importante de su ciclo
de vida, pero este se completa esencialmente en otro lugar (coprófi­
los). Están incluidos en este grupo los aaprófitos primarios, que no
desarrollan sobre la hoja hasta que ésta muere.

Cabepresumir que debido al tipo de técnicas utilizadas, estos
organismos no han sido registrados en este estudio.

Ruderalea:

se encuentran la mayor parte del tiempo comopropágulos inac­
tivos sobre la hoja viva, pero pueden desarrollar cuando se dan cier­
tas condiciones particulares. Loa nutrientes disponibles sobre la su­
perficie de ls hoja son suficientes para su desarrollo, pero la alta
perturbación del habitat, provocada principalmente por los agentes
climáticos, impide su desarrollo. Sin embargo, cuando esa perturba
ción decrece, estos organismos pueden crecer. Tienen la capacidad de
germinsr rápidamente, pero son incapaces de crecer en forma extensi­
va. Forman colonias densas pero limitadas, y generalmente muy esporu­
lsdas. En E. viminalia puedan estar representadas por las especies
esporádicas de baja Frecuencia. En especial aquellas que aparecen so­
bre hojas jóvenes y maduras de invierno y primavera. En esos estadí­
os tienen mayores posibilidades de desarrollar debido a la menor com­
petencia con las especies residentes, que se presentan con menor fre­
cuencia. Ej. Pleoagora 5p., Arthrinium sp., 22223 PH3, LeEtosEhaeria
5p., Sordaria sp., Periconia 8p., Ascochyta sp.
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Residentes:

son las especies mejor adaptadas para crecer sobre la hoja vi­
va. Son hongos que crecen el forma continua y extensiva, pero más len­
tamente que los rudarales. Je las especies aisladas de E. viminalis,
incluimos en este grupo a: 4. alternate, C. cladoagorioides, E. Eur­
gurascens y M. callista.

Puedenconsiderarse especificos, si sólo son registrados en la
superficie de las hojas vivas, y no participan activamente en la de­
gradación del sustrato cuando la hoja muere; o inespecificos si tam­
bién actúan comosaprófitos primarios. Las especies precitadsa corres­
ponden a este segundo grupo.

Saprófitos primarios:
son incapaces de crecer hasta la senescencia y muerte de la ho­

ja. Actúan activamente en los primeros estados de la degradación. No
fueron registrados en este estudio.

HÜNGÜS ENDÜFILÜS

Ruderalea:
comoen el caso de los epifiloa, estos organismos se encuentran,

la mayor parte del tiempo, comopropágulos inactivos en la superficie
de la hoja, pudiendo penetrar y desarrollarse en el interior, sólo
cuando se registran condiciones particulares en el hospedante y el
ambiente. En E. viminalis estarian representados por: Sphaeropaidal
2, Nectriaceae, Pseudoseptoria sp. A. pullulana, 22222 PH2, BEBE!
PHLH.

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

de la hoja, EJ. C. martinae, TCytoElea sp. , M. smilacina, Micelio
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estéril GRN,y Z, eucalygti.

Debido a que no se ha observado reemplazo de especies en los
diferentes estadios de las hojas, no es posible plantear una sucesión
de colonización. No obstante, en la Figura XVse intenta esquematizar
la colonización fúngica en hojas de E. viminalis en la Pcia. de Bue­
nos Aires, en función de los grupos ecológicos planteados anteriormen­
te y ls frecuencia relativa de los organismos aislados.

\
¡O
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LAMINA I



FOTOGRAFIAS DE LA SUPERFICIE DE HOJAS DE EUCALYPTUS VIMINALIS CDN HEB.

a- hoja madura, cara adaxial. 1200 X, agosto 1981. Presenta 5.0“ mm
de hifs por mm2de hoja.

b- hoja aeneacente, cara adaxial, 1200 X, agosto 1981. Presenta “.92 mm
da hifa por mm2de hoja.

c- hoja seca, cara absxial, 1200 X, agosto 1981. Presenta 16.81 mmda
hifa por mm2de hoja. Las hifas sa disponen preferentemente en 1a
depresión del estoma.

d- hoja seneaoanta, cara adaxial sobre vena principal, agosto 1981.
No sa observan hifaa.1ZDD X.
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e- hoja Júven, cara abaxial, 1200 X, mayo 1982. Conidio germinado,

¿ Cladosgorium herbarum 7

f- hoja Jóven, cara adaxial, 3000 x, mayo 1982. Cunidio germinadn. El
micelio comienza a disponerse en la depresión del estoma, y las ra­
mificaciones ae dirijan hacia el oatíolo.
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