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Ascomicetes termorresistentes de suelos semiaridos de la Provincia de Catamarca,
Republica Argentina. Exploracion de su potencial como productores de moléculas

bioactivas

Resumen

Se estudiod la diversidad de especies de ascomicetes termorresistentes de suelos semidridos
de Catamarca. El estudio incluyd aspectos relacionados con la biodiversidad, morfologia,
filogenia y actividad bioldgica de los extractos fungicos. Los resultados se organizaron en
tres capitulos. El capitulo I trata sobre la identificacion, mediante tratamientos polifésicos,
de los aislamientos termorresistentes obtenidos de suelo. Se recolectaron 52 muestras de
suelo durante dos viajes de muestreo, uno de invierno y otro de verano. A partir de dichas
muestras se obtuvieron 240 aislamientos. Se identificaron 34 taxones mediante estudios
morfoléogicos, fisiolégicos y moleculares. Entre las especies identificadas, se describen
taxones nuevos para la ciencia y se citan aquellos que constituyen primeros registros para la
Argentina. En este trabajo se presenta por primera vez un estudio polifisico de ascomicetes
termorresistentes de suelos semiaridos de nuestro pais. En el capitulo Il se estudid la actividad
bioldgica potencial de extractos crudos de algunos aislamientos obtenidos. Se presentan dos
taxones cuyos extractos manifestaron actividad antibacteriana y cuatro que exhibieron
actividad antifiingica. Para estos ultimos se calculd la concentracion minima inhibitoria
(CIM) frente a hongos de origen clinico. El capitulo III considera la aplicacion de una técnica
de analisis de imagenes (RIMAPS) para el estudio de la topografia de las ascosporas. Se
analizaron micrografias electronicas de barrido originales. A través de RIMAPS quedaron

expuestos patrones de ornamentacion no detectables a ojo desnudo.

Palabras claves: Ascomicetes termorresistentes, biodiversidad, suelos semiaridos,

Aspergillus, actividad biologica, RIMAPS, MEB.



Heat-resistant ascomycetes of semi-arid soils from Province of Catamarca, Argentina.

Exploring their potential as producers of bioactive molecules

Abstract

The diversity of heat-resistant ascomycetesspecies of semi-arid soil from Catamarca was
studied. The present work included aspects related to biodiversity, morphology, phylogeny
and biological activity of fungal extracts. Results were organized in three chapters. The
Chapter I deals with polyphasic identification of heat-resistant isolates obtained from soil.
Fifty two soil samples were collected during two trips, one was conducted in winter and the
other in summer. The analysis of soil samples yielded 240 isolates. Thirty four taxa were
identified through morphological, physiological and molecular studies. New taxa for the
science and new records for Argentine mycobiota are described. This thesis presents a
polyphasic study of heat-resistant ascomycetes of semi-arid soils of our country for the first
time. In Chapter II the potential biological activity of crude extracts of some isolates obtained
was studied. Two taxa showed antibacterial activity, and four exhibited antifungal activity.
For the latter, the minimum inhibitory concentration (MIC) was calculated against fungi of
clinical origin. Chapter III considers the application of a technique for image analysis
(RIMAPS) for studying the topography of ascospores. Original scanning electron
micrographs were analyzed. Through RIMAPS, ornamentation patterns undetectable to the

naked eye were exposed.

Palabras claves: Heat-resistant, biodiversity, semi-arid soil, Aspergillus, biological activity,

RIMAPS, SEM.
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CAPITULO 1

Ascomicetes termorresistentes de suelos semiaridos de la

Provincia de Catamarca, Republica Argentina



Capitulo I

INTRODUCCION

La biodiversidad fingica es un componente vital para el mantenimiento de los
ecosistemas naturales. Los hongos estan ligados con el funcionamiento de los ecosistemas
porque contribuyen a mantener el equilibrio poblacional de los elementos de la flora,
reciclan nutrientes, juegan un rol vital como descomponedores, simbiontes y parasitos de
plantas y animales (Catania, 2009).

El Reino Fungi incluye estimativamente 1,5 millones de especies y en la
actualidad se reconocen seis phyla (Kirk et al., 2008). Hibbet et al., (2007) proponen una
clasificacion filogenética para todo el reino.

Ascomycota es el phylum mas grande del Reino Fungi, con alrededor de 65000
especies representa aproximadamente el 65% de los hongos descritos hasta el momento
(Hawksworth et al., 1995; Kirk et al., 2008).

Lumbsch & Huhndorf (2009) exponen una clasificacion para el phylum
Ascomycota, que incluye todos los géneros aceptados y los taxones superiores por encima

del nivel genérico.

Estado del conocimiento sobre Ascomycota en Argentina

El estudio de los ascomicetes en nuestro pais comenzo con el botanico y micologo
Carlos Spegazzini, quien fue el primero en llevar a cabo estudios sobre ascomicetes, entre
los afios 1879-1926, y nombrd numerosas especies nuevas para la ciencia.
Posteriormente, a partir de la década del cincuenta continuaron en esta linea Gamundi y
colaboradores.

Varsavsky (1965) contribuyd al conocimiento de las especies argentinas de la
familia Gymnoascaceae. Godeas (1977) realiz6 un estudio ecoldgico de hongos de suelo
en los bosques de coihue del sur de Argentina.

Durante la ultima década del siglo pasado comenzaron a desarrollarse Tesis
doctorales centradas en el estudio de ascomicetes. Lorenzo (1992) estudid especies
coprofilas de la Patagonia y Tierra del Fuego. Romero (1994) centr6 su investigacion
sobre ascomicetes en Eucalyptus viminalis Labill., en la provincia de Buenos Aires y

Bianchinotti (1994) sobre Geoffroea decorticans (Hook. & Am.) Burkart. Carmaran (2003)

1



Capitulo I

estudio la diversidad y taxonomia del orden Diatrypales y Hladki (2007) la familia
Xylariaceae en Tucumén. Catania (2009) estudio ascomicetes sobre Podocarpus
parlatorei Pilg. en el noroeste argentino. Sanchez (2011) enfoc6 su estudio sobre plantas
nativas de la region andino-patagonica y Capdet (2012) sobre palmeras nativas. Barrera
(2012) realizd un estudio polifasico integral del género Hypocrea/Trichoderma
(Hypocreales). Pereira (2013) estudid Aspergillus spp. en plantas de mani nativo y
cultivado.

Los trabajos de Gamundi (1956, 1957, 1958, 1962, 1964, 1971, 1975, 1986) y
colaboradores (Gamundi & Giaiotti, 1998; Gamundi & Romero, 1998; Gamundi et al.,
2004) estudiaron los ascomicetes con ascomas apoteciales del sur de nuestro pais.
Lorenzo & Messuti (1998) y Messuti & Lorenzo (1997, 2003, 2007) realizaron diversos
trabajos sobre las Hysteriales. Ascomicetes en estados anamorficos se estudiaron sobre
la hojarasca de diferentes especies del género Nothofagus del sur de nuestro pais
(Gamundi, 1977; Godeas, 1977; Gamundi et al., 1979, 1983; Arambarri et al., 1981;
Arambarri & Gamundi, 1984, 1985; Arambarri & Spinedi, 1984). También se realizaron
una serie de estudios sobre ascomicetes acuaticos en el rio Santiago y Tierra del Fuego
(Arambarri et al., 1987a, b, ¢, d; Cabello et al. 1990, 1993; Cazau et al. 1990, 1993;
Godeas, 1985; Godeas & Arambarri, 1993) y marinos (Pefia & Arambarri, 1996, 1997,
1998; Pena et al., 1996). Godeas et al. (1977a, 1977b) y Cabello (1983) estudiaron
micromicetes de suelo del sur del pais y de Buenos Aires.

En las lineas de investigacion dedicadas a la micologia de alimentos (Bonera et
al., 1982; Bresler et al., 1995; Gonzalez et al., 1995; Dalcero et al., 1998; Magnoli, 1998;
Pildain et al., 2005, 2008; Romero et al., 2005; Reynoso et al., 2006; Canafoglia et al.,
2007; Sacchi et al., 2009; Palacios et al., 2011; Chiotta ef al., 2013; Munitz et al., 2013;
Barberis et al., 2014; entre otros), micologia médica (Negroni, 1957; Esquivel et al.,
2004; Davel & Canteros, 2007; entre otros), y al estudio de endofitos (Cabral ef al., 1999;
Menéndez et al., 1997; Gentile ef al., 2005; De Errasti et al., 2010; Iannone ef al., 2011;
entre otros) se mencionan/describen algunas especies de Ascomycota pero no son estudios
encarados desde el punto de vista de la biodiversidad de este grupo. Entre los estudios de
endofitos, recientemente Arrieta (2014) investig6 la micobiota de la rizosfera de Bromus

auleticus Trin.
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Estudios previos y estado actual del conocimiento de ascomicetes de suelo

El suelo es un medio complejo, un ecosistema con multiples componentes
abioticos y bidticos. No es un unico habitat, sino que consiste en numerosos habitats y
microambientes microscopicos. Entre los microorganismos habitantes del suelo, los
hongos son los mas abundantes en términos de biomasa y actividad fisioldgica (Bills et
al., 2004). Gams (2007) estim¢6 una cantidad de 3300 especies conocidas de hongos de
suelo y menciond que se conoce un 30% de la diversidad fingica del mismo.

El suelo ademas de ser el habitat primario de hongos metabolicamente activos,
también es un reservorio de propagulos fingicos latentes. En la mayoria de los hongos la
condicion de latencia o dormancia, asi como la dispersion, se realiza por la produccion
de esporas (Carlile & Watkinson, 1994).

Las comunidades fuingicas de suelos semidridos se caracterizan principalmente
por presentar una combinacion de baja densidad de propagulos y alta biodiversidad
(Mouchacca, 1993).

Desde el siglo XIX se publicaron numerosos estudios dedicados a los hongos de
suelo. Sin embargo, el primer manual fue el de Gilman (1945) e incluy6 alrededor de 600
especies de ascomicetes y zigomicetes. Barron (1968) publico un trabajo de referencia
para hongos en estado anamoéfico. En 1980, Domsch & Gams, publicaron el
“Compendium of Soil Fungi”. En la segunda edicién (Domsch et al., 2007) describieron
detalladamente unas 400 especies, y presentaron informacion taxondmica, ecoldgica y
fisiologica a partir de una extensa bibliografia (7500 publicaciones). Guarro ef al. (2012)
publicaron el “Atlas of Soil Ascomycetes” dedicado a ascomicetes de suelo que pueden
desarrollarse en medios de cultivo. Otros buenos trabajos monograficos resultan de
utilidad relativa porque son de lugares geograficos particulares, por ejemplo, de Qatar y
otros paises arabes (Moubasher, 1993), Japon (Watanabe, 2002, 2010) y ex Unién
Soviética (Litvinov, 1967).

Los primeros trabajos que se dedicaron al estudio especifico de ascomicetes de
suelo en Argentina, ademas de algunos registros de Spegazzini, pertenecen a Winitzky
(1948, 1952, 1957). Algunos trabajos aislados fueron publicados por Negroni & Daglio
(1954), Varsavsky (1965) entre otros. Posteriormente se publicé una serie de trabajos
llamados “Micoflora del suelo de Argentina” I- VII (Godeas, 1972; Wright et al., 1971;
Wright & Marchand, 1972; Bertoni et al., 1973; Godeas, 1975; Godeas et al., 1977a), en

los cuales se adicionaron numerosas citas nuevas para Argentina y se propusieron algunas
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especies nuevas, a partir de distintas provincias fitogeograficas. Cabello (1986) aislo
distintos grupos de hongos, entre ellos ascomicetes, a partir de suelo de la region
interserrana (Partido Coronel Rosales, Provincia de Buenos Aires) utilizando diversas
metodologias. Cabello & Arambarri (2002) estudiaron el suelo de bosques perturbados y
no perturbados de la Provincia de Buenos Aires. En el delta del rio Parana (Bettucci et
al., 2002) condujeron estudios acerca de la composicion fungica del suelo y evaluaron si
el movimiento del agua influye sobre la comunidad de hongos. Giusiano et al. (2002)
estudiaron la distribucion altitudinal de hongos queratinofilicos, epifitos y endofitos en
suelos semidridos de Jujuy, y Mangiaterra et al. (2006), los hongos de las planicies
semiaridas de San Luis. Eliades et al. (2006a) se refirieron a los hongos en estado
anamorfico de bosques nativos; consideraron tres suelos (y profundidades) diferentes. La
diversidad de microhongos saprétrofos (ascomicetes en estado anamorfico) presente en
hojarasca y suelo en bosques nativos de tala de la Provincia de Buenos Aires fue estudiada
por Allegrucci et al. (2007). Allegrucci et al. (2009) revisaron la informacion disponible
en relacion con la diversidad de anamorfos de Ascomycota de bosques nativos de
Argentina. Estos autores informaron que no existian datos de especies, en estado
anamorfico, identificadas a partir de la provincia fitogeografica del Monte, una de las mas

aridas de nuestro pais.

Ascomicetes termorresistentes

La temperatura es una de las variables ambientales més importantes, ya que juegan
un papel clave en la supervivencia, crecimiento, distribucion y diversidad de
microorganismos sobre la superficie de la tierra (Mouchacca, 1993). Los hongos que
pueden crecer a temperaturas elevadas generalmente son clasificados en dos subgrupos,
termofilicos y termotolerantes. Mouchacca (2007) destaca que segun Cooney & Emerson
un hongo termofilico se define como aquel que puede crecer a una temperatura maxima
de 50 °C o superior y a una temperatura minima por encima de 20 °C y, por otra parte, un
hongo termotolerante es aquel cuya temperatura méxima de crecimiento se encuentra
cercana a 50 °C y la minima muy por debajo de 20 °C. En cambio, los hongos
termorresistentes pueden ser definidos como aquellos capaces de sobrevivir a
temperaturas de 75 °C, o mayores, por 30 minutos o mas. Las estructuras fungicas que

pueden sobrevivir estas temperaturas son las ascosporas, algunas veces clamidosporas,

4



Capitulo I

hifas de paredes gruesas o esclerocios (Scholte et al., 2004). Dijksterhuis & Samson
(2006) dan una definicién mas amplia, incluyendo ascosporas, esclerocios y conidios que
pueden sobrevivir de 55 a 95 °C. La termorresistencia, como su nombre indica, se asocia
con la capacidad de superar tratamientos a temperaturas elevadas en relacion con la
viabilidad con las estructuras fingicas. En definitiva, los hongos termorresistentes pueden
ser organismos meso6filos (crecimiento entre 10-40 °C, Kirk et al., 2008), termotolerantes
o termofilicos.

Los hongos mas termorresistentes generalmente son ascomicetes. La primera
descripcion de la naturaleza termorresistente de hongos no fue a partir de suelos sino de
alimentos, y fue el aislamiento de Byssochlamys nivea Westling (actualmente
Byssochlamys lagunculariae (C. Ram) Samson, Houbraken & Frisvad) a partir de frutas
enlatadas en la década de 1930 por Oliver y Rendle (Dijksterhuis, 2007). Kavanagh et al.
(1963) aislaron Neosartorya fischeri (Wehmer) Malloch & Cain (= A. fischeri Wehmer) a partir
de frutillas en conserva. A partir del cultivo selectivo de hongos termorresistentes de 200
muestras de suelo, Put (1964) encontré que de 27 cepas aisladas de Byssochlamys, 25
fueron de B. nivea y dos de B. fulva Olliver & G. Sm.

Bollen (1969), en un estudio sobre el efecto selectivo del tratamiento térmico en
la microflora de suelos de viveros, examiné la resistencia térmica de algunos grupos de
hongos. Dentro de ascomicetes observo que un tratamiento de 50-55 °C, 30 min, elimina
a Chaetomium spp., que a 55-60 °C Preussia fleischhakii (Auersw.) Cain y algunas Sordaria
spp. no sobreviven, y que a 60-65 °C Sporormia aemulans (Rehm) Arx (= Preussia
aemulans (Rehm) Arx) y Sordaria carbonaria (W. Phillips & Plowr.) Sacc. (= Strattonia
carbonaria (W. Phillips & Plowr.) N. Lundq.) tampoco. Por otro lado, expuso que las esporas
de Eurotiales son mas resistentes porque toleran tratamientos mayores a 65 °C durante el
mismo tiempo. Talaromyces helicus C.R. Benj., T. wortmanni C.R. Benj. y T. vermiculatus
(P.A. Dang.) C.R. Benj. (= T. flavus (Klécker) Stolk & Samson) sobrevivieron a 65°C,
Carpenteles brefeldianum (B.O. Dodge) Shear (= Penicillium dodgei Pitt), Eupenicillium
baarnense (J.F.H. Beyma) Stolk & D.B. Scott (= Penicillium vanbeymae (J.F.H. Beyma) Stolk &
D.B. Scott) y Byssochlamys nivea a 70 °C y Sartorya fumigata Vuill. (= A. fischeri) a 80 °C.
Trichocladium pyriforme M. Dixon sobrevivid incluso al tratamiento de 80 °C y
Gilmaniella humicola G.L. Barron al de 90 °C. Algunas especies del género Humicola
sobreviven tratamientos de 30 min a 70 °C, pero no a 80 °C (Bollen, 1974). Similares
resultados para estas especies fueron informados por Jesenskd (1993), quien ademas

encontrd que Talaromyces avellaneus (Thom & Turesson) C.R. Benj. (= Hamigera avellanea
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Stolk & Samson) fue el mas resistente, ya que fue capaz de sobrevivir 90 °C durante 60 min;
Eupenicillium baarnense sobrevivio a 80 °C, 60 min, y dos aislamientos fueron
recuperados después de tratar suelo a 90 °C. Beuchat (1986) encontr6 que ascosporas de
B. nivea y B. fulva exhibieron considerablemente menos termorresistencia que las de 7.
flavus y N. fischeri que, de todas maneras, toleran 70 a 75 °C durante 30 min.

Los hongos termorresistentes adquieren importancia, desde el punto de vista
economico, debido a la contaminacion de alimentos sometidos a procesos térmicos de
conservacion (Tournas, 1994), y ademads constituyen un riesgo para la salud debido a la
potencial produccion de micotoxinas (Frac et al., 2015). En este sentido numerosos
trabajos se realizaron en alimentos, y los hongos termorresistentes mas cominmente
encontrados fueron Aspergillus tipo neosartoria (Splittstoesser et al., 1971; Beuchat,
1986; Kotzekidou, 1997), Byssochlamys nivea, B. fulva'y B. spectabilis (King et al., 19609;
van der Spuy et al., 1975; Beuchat, 1986; Kotzekidou, 1997), Paecilomyces variotii (King
et al., 1969), Talaromyces flavus, T. helicus, T. macrosporus (Stolk & Samson) Frisvad,
Samson & Stolk (Beuchat, 1986), T. stipitatus CR. Benj., T. trachyspermus (Shear) Stolk &
Samson, Hamigera avellanea y Thermoascus crustaceus (Apinis & Chesters) Stolk (King et

al., 1969; Scaramuzza & Berni, 2014).

En nuestro pais, Wright er al. (1971) en el estudio de “Micoflora del suelo de
Argentina II” utilizaron el método de Warcup & Baker (1963), con modificaciones de
Scott (1968), para aislar ascomicetes termorresistentes de suelo de la Prov. de Buenos
Aires. En dicho trabajo, encontraron Talaromyces stipitatus, T. vermiculatus,
Eupenicillium anatolicum Stolk, Sartorya fumigata var. spinosa (Raper & Fennell) Udagawa
& H. Kawas. (= Aspergillus fischeri), Emericellopsis microspora Backus & Orpurt (= E.
minima Stolk), Chaetomium cochliodes Palliser, C. dolichotrichum LM. Ames (= C. funicola
Cooke), C. globosum Kunze, C. ochraceum Tschudy y Anixiella reticulata (C. Booth & Ebben)
Cain (= Gelasinospora reticulata (C. Booth & Ebben) Cailleux). En los otros trabajos de esta
serie (“Micoflora del suelo de Argentina” I, III-VII, Godeas, 1972; Wright & Marchand,
1972; Bertoni et al., 1973; Godeas, 1975; Godeas et al., 1977a), se aislan numerosas
especies, primeras citas para nuestro pais, por distintos métodos de aislamiento.

En cuanto al aislamiento de hongos termorresistentes a partir de alimentos,
Vincenzini et al., (1998) aislaron Neosartorya fischeri (= A. fischeri) a partir de frutillas
tratadas térmicamente a 80 °C y Sobrero ef al. (2002) Neosartorya glabra (Fennell & Raper)

Kozak. (= A. neoglaber Kozak.) a partir de jugos citricos concentrados pasteurizados. Frison
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et al. (2012) aislaron de frutillas recién cosechadas, tratadas a 80 °C por 15 min,
Neosartorya fischeri (= A. fischeri) y N. spinosa (Raper & Fennell) Kozak. (= A. spinosus
Kozak.), Arthrinium phaeospermum (Corda) M.B. Ellis, Byssochlamys nivea y Talaromyces
macrosporus; en las frutillas tratadas térmicamente de manera comercial no se aislaron

hongos termorresistentes luego de aplicado el tratamiento térmico.

Metodologias de aislamiento de hongos termorresistentes

Los métodos ampliamente usados para aislar organismos de suelo son el de
dilucion en placa, el de siembra en superficie (ambos con suspensiones de suelo, por eso
Bills et al., 2004, prefiere llamarlos de suspension en placa) y el método de Warcup en el
cual siembran directamente porciones de suelo en el medio de cultivo fundido (Carlile &
Watkinson, 1994). Distintos métodos de aislamiento a partir de este sustrato, como
filtracion de particulas, uso de cebos o anzuelos, etc. estan detalladamente descritos en
Bills et al. (2004).

Warcup & Baker (1963) al tratar una suspension de suelo a 60 °C durante 30 min.,
y al sembrar luego distintas diluciones en medio de cultivo fundido, obtuvieron mayor
numero de aislamientos que con el suelo sin calentar. Este hecho, les sugirié que el
tratamiento estimula la esporulaciéon de esporas de suelo que estdn en estado de
dormancia. La dormancia o latencia puede ser considerada una forma de
hipometabolismo, que incluye cualquier periodo de descanso o interrupcion reversible
del desarrollo fenotipico. La dormancia exdgena o quiescencia, incluye retraso en el
desarrollo debido a las condiciones fisicas o quimicas del medio ambiente. Mientras que
la dormancia constitutiva es una condicion en la que el desarrollo se retrasa a causa de
propiedades tales como una barrera para la penetracion de nutrientes o de agua, un
bloqueo metabolico, o como resultado de la accion de un compuesto autoinhibitorio
(Dijksterhuis, 2007). Las ascosporas de los hongos termorresistentes presentan una
dormancia constitutiva y necesitan una sefial fisica importante para romper la latencia.
Esta sefial puede ser choque térmico u otras tales como alta presion o métodos quimicos
como la activacion con acetona o 2-furfuraldehido (Stchigel, 2000; Houbraken &
Samson, 2006; Dijksterhuis, 2007; entre otros).

Desde la descripcion del método por Warcup & Baker (1963), se publicaron

numerosas metodologias para hongos termorresistentes, pero para el estudio a partir de
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alimentos (Beuchat & Pitt, 1992; Pitt & Hocking, 1997; Houbraken & Samson, 2006;
Samson et al., 2000).

Taxonomia polifasica

En los ultimos afios, ademas de las caracteristicas morfoldgicas, también han sido
estudiados para algunos grupos de hongos las capacidades fisioldgicas y nutricionales,
los datos biogeograficos y ecologicos y los perfiles de produccion de metabolitos
secundarios, los cuales son utilizados en combinacién con datos moleculares para
construir un sistema taxonémico llamado taxonomia polifasica.

Estudios polifasicos han sido recientemente desarrollados para Aspergillus y
Penicillium por Frisvad & Samson (2004), Samson & Varga (2009), Samson ef al. (2009),
Berni et al. (2011), Samson et al. (2011), Baquido et al. (2013), entre otros.

Cambios recientes en nomenclatura

De acuerdo con el Codigo de Nomenclatura vigente (McNeill et al., 2012) para la
eleccion del nombre correcto en el caso de los hongos pleomorficos compiten tantos los
nombres de los anamorfos como los de los teleomorfos. El principio de prioridad regula
la eleccion de uno u otro con algunas excepciones regidas por el articulo 57.2. Las nuevas
normas produjeron numerosos cambios nomenclaturales como consecuencia de las
numerosas decisiones taxonomicas previas. El cédigo también gobierna la formacion de
comisiones formadas por expertos para cada grupo fingico que analizan estos cambios y
elevan las propuestas al comité de nomenclatura fingica (Articulos 14.13 y 56.3). Como
ejemplo de estas comisiones de expertos estd la ICPA (International Commission of

Penicillium and Aspergillus).

Caracteristicas de la zona de estudio, Provincia de Catamarca

La Provincia de Catamarca estd dividida en seis provincias fitogeograficas,

Prepuneiia, Punefia, Altoandina, del Monte, Chaquefia y de las Yungas (Morléans, 1995).
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La provincia fitogeografica del Monte pertenece al Dominio Chaquefio (Region
Neotropical). En Catamarca, se extiende por valles, bolsones y faldeos montafiosos de la
region Centro-Oeste. E1 Monte en Catamarca abarca el sur y este del Departamento de
Tinogasta, la mitad austral de Belén y la mayor parte de los Departamentos de Santa
Maria, Andalgala y Poman (Morlans, 1995). Comprende una superficie de 1.457.579
hectareas (Manghi et al., 2005).

El clima de esta region es subtropical, arido, con niveles de precipitaciéon que
oscilan entre los 150 a 200 mm anuales (aunque en algunas localidades, como Andalgala
y Belén, se han registrado hasta 300 mm/afio) y fuerte concentracion estival (del orden
del 60 al 70%). Las lluvias son torrenciales y localizadas, con alta variabilidad y
erraticidad tanto durante un mismo afio, asi como también entre un afio y otro, y con
desviaciones hasta del 100% en torno a la media historica. Asimismo, los valores térmicos
presentan variacion diaria y estacional relativamente amplia, con ocurrencia de heladas
durante el otofio e invierno y vientos todo el afio, las temperaturas alcanzadas resultan
particularmente desecantes en primavera (Morlans, 1995).

Altitudinalmente, el Monte se ubica aproximadamente entre los 600 msnm en las
partes mas bajas del Bolson de Pipanaco, y los 2700-3000 msnm, en los bordes del Campo
del Arenal, del Valle de Santa Maria, del Valle de Tinogasta y de Fiambala (Morlans,
1995).

El tipo de vegetacion predominante es el matorral o la estepa arbustiva xero6fila,
sammofila o haldfila. Desde el punto de vista floristico, la provincia del Monte se
caracteriza por la presencia, casi constante, de especies del género Larrea y Prosopis
arbustivos. La comunidad climax del Monte es el “jarillal” que se desarrolla en los

bolsones y llanuras de suelo arenoso o pedregoso-arenoso (Cabrera, 1971).
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Hipotesis

Existe una diversidad de especies de ascomicetes termorresistentes no conocida
para los suelos semidridos de la region fitogeografica del Monte de la Provincia de
Catamarca. Como se trata de una zona poco explorada, es probable que se encuentren

entidades biologicas no descriptas hasta el presente.

Objetivo General

e Estudiar la biodiversidad de los ascomicetes termorresistentes de suelos
semiaridos, con especial referencia a la region fitogeografica del Monte de la

Provincia de Catamarca.

Objetivos especificos

e Contribuir al conocimiento de la diversidad de ascomicetes termorresistentes de

la Argentina.

e Identificar a nivel de especie los aislamientos termorresistentes obtenidos

mediante estudios de cultivo, morfologicos y moleculares.

e Analizar cualitativamente la presencia estacional de las especies identificadas y

su distribucion por sitio.
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MATERIALES Y METODOS

Sitios de muestreo

Se realizaron dos viajes a la provincia fitogeografica del Monte (Cabrera, 1971)
de la Provincia de Catamarca, el primero en el verano de 2009 y el segundo en el invierno
de 2011. Durante el primer muestreo se visitaron 20 sitios. En el muestreo de invierno se
visitaron 30 sitios (incluidos 18 del muestreo anterior). Adicionalmente en el verano de
2010 se realiz6 un viaje parcial en el cual se visitaron 2 sitios de muestreo. En cada sitio
se tomo una Unica muestra, es decir 20 de verano de 2009, 2 en el verano del 2010 y 30
en el invierno de 2011. Las muestras numeradas del 02 al 21 corresponden al verano de
2009, 22 y 23 al verano de 2010 y del nimero 32 al 63 corresponden al invierno de 2011
(Tabla 1).

Como se ve en la Tabla 1, tres muestras de suelo, una de 2009 y dos de 2011,
correspondieron a la Provincia de La Rioja (19, 49 y 63). Aunque el estudio de muestras
de La Rioja no forma parte de los objetivos del presente estudio, de todos modos, su
examen se considerd interesante. Se tratd de sitios de muestreos muy cercanos al limite
con Catamarca y pertenecientes a la misma provincia fitogeografica. Por otro lado, dentro
de las 52 muestras hay ocho que pertenecen a la provincia fitogeografica Chaqueiia,
perteneciente al Dominio Chaquetio al igual que la del Monte.

Dentro de la provincia del Monte los muestreos se realizaron en los departamentos
de Andalga, Belén, Poméan, Santa Maria y Tinogasta; las muestras de la provincia
fitogeografica chaquefia pertenecen a los departamentos de La Paz y Capayan (Fig. 1).
Las coordenadas geograficas de los sitios de muestreo se pueden observar en la Tabla 1.
En la Figura 2 se presentan distintos paisajes de los sitios en los cuales fueron tomadas

las muestras.

Obtencion de muestras

Se tomaron alrededor de 200 g de suelo en recipientes estériles (Bills ez al., 2004).
Dichas muestras fueron mantenidas a temperatura ambiente en lugar seco hasta su
analisis.
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Tabla 1: Ubicacion de los sitios de toma de las muestras de suelo

Toma de muestras Sitios de muestreo Coordenadas Altura (m.s.n.m.)
2009 2010 2011 Latitud (S) Longitud (O) T
02 22 32  Cat. Ruta Nac. 60 km 934. Salinas. 29° 33,581" 64° 52,937 186
03 23 33 Cat. Ruta Nac. 60 km 1016. 29°30,068' 65° 37,951 237
04 34  Cat. Ruta Nac. 60 km 1102. Entre San Martin y Chumbicha 28° 55,246 66° 08,768' 338
05 35 Cat. Ruta Nac. 60 km 1146. Quebrada de la Cébila 28°13,086' 66° 22,675 1051
06 36 Cat. Ruta Prov. 46. Entrada a Rincon. 28°46,365' 66° 09,940 1317
07 37 Cat. Ruta Prov. 25. Camino a Michango. 28° 14,602 66° 08,849' 1507
08 38 Cat. Ruta Prov. 25. 28°15,510' 66° 08,788' 1424
09 39  Cat. Ruta Prov. 25 a 6 km de Poman hacia Rosario de Colana. 28°22.677 66° 11,836’ 1304
10 Cat. Rincon. s.d. s.d.
11 41 Cat. Ruta Prov. 46 Km 70. Camino a Andalgala, entre Joyango y Colpes 28°05,578' 66° 12,913' 859
12 42  Cat. Ruta Prov. 46. Saliendo de Andalgala 27°35217 66° 22,183' 996
13 43  Cat. Ruta Prov. 46 km 185. De Andalgala a Belén 27° 45,202 66° 47,989 1069
14 44  Cat. Ruta Nac. 40. Desde Belén pasando San Fernando 27° 18,858 66° 53,584' 1707
15 45  Cat. Ruta Prov. 36. De Puerta de Corral Quemado a Corral Quemado 27° 12,551 66° 56,475 1995
16 46 Cat. Desde Corral Quemado a Papachacra 27° 07,545 66° 56,598' 2152
17 Cat. Saliendo de Papachacra s.d. s.d. 2564
18 48  Cat. Ruta Prov. 43. Puerta de Corral Quemado hacia Villa Vil. 27° 12,985 66° 54,600' 1871
19 49 LaRioja. Ruta 60 Km 1172. Entre Mazan y Villa Mazan. 28°40,507' 66° 30,038’ 653
20 50 Cat. Ruta Nac. 38 km 563. Entre Miraflores y San Fernando del Valle 28°35,088' 65° 52,451 522
21 51 Cat. Ruta Prov. 33. A 30 km de San Fernando del Valle hacia San Martin 28°42,057 65°46,128' 418
52 Cat. Ruta Prov. 47. A 16 km de Andalgald, camino a Minas Capillitas 27° 30,012 66° 22,835' 1555
53  Cat. Ruta Prov. 47 km 35,5 27° 26,340 66° 24,427 2700
54  Cat. Ruta Prov. 47 km 43,5 27° 24,147 66° 24,149 3056
55 Cat. Ruta Prov. 47 km 27° 14,282 66°17,518' 2640
56  Cat. Ruta Nac. 40 km 4243,5 a 2 km de San José 26° 51,378 66° 05,859' 2031
57  Cat. Ruta Nac. 40 km 4206,3 27° 00,294 66° 21,584' 2243
58 Cat. Ruta Nac. 40. Hualfin 27° 13,291 66° 48,752 1877
59 Cat. Ruta Nac. 40 km 4019. De Belén a Tinogasta 28°11,546' 67° 08,201' 1065
60 Cat. Ruta Nac. 60 km 1275. De Salado a Copacabana 28°18,319' 67° 16,565' 1023
61 Cat. Ruta Nac. 60 km 1347. De Tinogasta a Fiambala 27° 55,035 67°39,729' 1400
62  Cat. Ruta Nac. 60. Medanitos 27°32,030' 67° 36,101 1627
63 LaRioja. Ruta 60 Km 1226. De Tinogasta a Aimogasta 28° 25,352 66° 53,113' 911

s.d.: sin datos
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La recoleccion de las muestras de suelo fue realizada por Convenio entre el

CONICET y la Secretaria de Ambiente de la Provincia de Catamarca.

Tratamiento de las muestras y aislamiento

Se agregaron asépticamente 5 g de muestra de suelo a 100 ml de Agar Extracto de
Malta (MEA) fundido, mantenido a 75 °C y adicionado con 50 ppm de cloranfenicol
(modificado de Samson et al., 2000). La mezcla se mantuvo a esa temperatura durante 30
minutos y luego se distribuy6 en dos cajas de Petri de 150 mm de didmetro. Los cultivos
se incubaron a 30 °C durante un periodo de 30 dias. Este procedimiento se repitié para
aquellas muestras en las cuales no se observo desarrollo fingico. Con el objeto de obtener
cultivos puros las colonias presentes se repicaron en MEA y se incubaron a 25 °C (Fig.

3).

Identificacion de los aislamientos

Los aislamientos se identificaron a nivel de especie segin sus caracteristicas

culturales, micromorfoldgicas y moleculares (Fig. 3).

Caracteristicas culturales

Las caracteristicas culturales consideradas fueron el color, textura, margenes y
velocidad de crecimiento (diametro/dias) de la colonia, como asi también el color del
reverso, produccion de pigmentos solubles y exudados de las colonias. La descripcion de
los colores se efectud en forma cualitativa; no obstante, en algunos casos particulares se
recurri6 al trabajo de Ridgway (1912).

La metodologia empleada para la identificacion a nivel de especie fue diferente
en funcion de los aislamientos pertenecientes a los distintos géneros recuperados en
cultivo.

Las especies del género Aspergillus se identificaron segiin Samson et al. (2007) y
Samson et al. (2014). A partir de cultivos de 7 dias en MEA se prepararon suspensiones
de esporas (solucion acuosa estéril con 0,05% de Tween 80 y 0,2% de agar) y se

inocularon tres puntos en placas de los siguientes medios de cultivo: MEA, MEA con
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20% de sacarosa (M20), OA, Agar Czapek Extracto de Levadura (CYA), de acuerdo con
las formulaciones de Samson ef al. (2000 y 2014) detalladas en el Apéndice 2. En algunos
casos también se utilizé el Agar Afrecho de Trigo (ATA, Dora Barreto comunicacion
personal) para estimular la produccion del anamorfo al igual que el M20. En todos los
casos se utilizaron cajas de Petri plasticas de 9 cm de didmetro. La siembra se realizé con
pipeta automatica. Se depositdé 1 pl de la suspension de esporas en tres puntos
equidistantes entre si y del centro de la placa. Los cultivos se incubaron en oscuridad a
25 °C durante 14 dias (Samson et al., 2007), excepto aquellos en CYA y M20 que también
se incubaron a 37 °C. Por otra parte, se realizaron cultivos adicionales en MEA y se
incubaron a 10, 45 y 48 °C. Las colonias se examinaron luego de 7 y 14 dias; sus diametros
se midieron utilizando una regla.

Para determinar las especies de Penicillium spp. y Talaromyces spp. en estado
anamorfico, se prepararon suspensiones de esporas de idéntico modo al que se indico
anteriormente respecto de Aspergillus spp. y se inocularon en los siguientes medios de
cultivo: Agar Extracto de Malta segiin Blakeslee (BMEA), MEA, OA, CYA, Agar
Czapek (CZ), Agar Nitrato 25% de Glicerol (G25N), Agar Extracto de Levadura Sacarosa
(YES), Agar Creatina Sacarosa (CREA) y Agar Papa Dextrosa (PDA) de acuerdo con las
formulaciones de Samson ef al. (2000) detalladas en el Apéndice 2. La siembra se realizd
con un ansa calibrada. Se depositaron 5 pl de una suspension densa de esporas en tres
puntos, equidistantes entre si y del centro de la placa. Los cultivos se incubaron en
oscuridad a 25 °C durante 14 dias (Frisvad & Samson, 2004). Por otra parte, se realizaron
cultivos adicionales en CYA y se incubaron a 5 y 37 °C. Se estudio, ademas, la influencia
de la temperatura sobre el desarrollo de algunos aislamientos. En este sentido, se
realizaron cultivos en BMEA y se incubaron en oscuridad a 5, 10, 20, 37, and 45 °C. Las
colonias se examinaron luego de 7 y 14 dias; sus didmetros se midieron utilizando una
regla.

Las cepas pertenecientes a especies de Talaromyces spp. en estado teleomorfico
se identificaron sembrando 1 pl de suspensiones de esporas en MEA e incubando a 25 °C
durante 14 dias.

Los aislamientos pertenecientes a especies de otros géneros fueron identificados

a partir de cultivos de 7 y 14 dias en MEA y OA.
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Micromorfologia

La observacién precisa de colonias, conidiomas y ascomas se realizd con
microscopio estereoscopico (Stemi SV 6 Zeiss). Las estructuras teleomorficas: ascomas,
peridios, ascos, ascosporas y las anamorficas: conidioforos, células conididgenas,
conidios, clamidosporas, étc., como asi también estructuras vegetativas se observaron con
un microscopio de luz trasmitida (Zeiss Axioskop) provisto con tubo de dibujo, cdmara
fotografica Olympus e iluminacion de Nomarsky. Los preparados se montaron con acido
lactico 85% p/p o lactofucsina a partir de colonias desarrolladas en MEA, a menos que se
aclare lo contrario. Cuando fue necesario, se lavo el exceso de esporas de los especimenes
montados sobre portaobjetos con una gota de etanol 70% v/v previo a la colocacion de
los cubreojetos correspondientes.

Se realizaron observaciones de ascosporas con microscopia electronica de barrido
(MEB). Se utilizé un microscopio electronico de barrido Zeiss NTS Supra 40 (Centro de
Microscopias Avanzadas, FCEN, UBA). Se montaron ascomas fragmentados mediante
agujas histologicas sobre cinta de carbono para su posterior metalizado con oro a cargo
del servicio de microscopia nombrado anteriormente. Por otra parte, se observaron
conidios mediante un MEB Quanta 250, FEI modo ambiental (Laboratorio de
Microscopia y Capacidades Afines, INTA).

En cuanto a la terminologia para la descripcion se siguié a Raper & Fennell (1965)

y a Samson ef al. (2000).

Estudios moleculares

Se realizaron estudios moleculares en aquellos casos en los cuales la identificacion
requerid la utilizacion de caracteres adicionales a la morfologia y a su comportamiento
en cultivo. En algunos casos también se efectuaron estudios de algunos marcadores
moleculares completando la informacion de especies identificadas.
Extraccion de ADN: a partir de cultivos en MEA a 25 °C se obtuvieron apices hifales, se
sembraron en Caldo Papa Dextrosa (PDB), y se incubaron a 25 °C durante 5 dias. El
micelio desarrollado se cosechd, se seco con papel absorbente y se transfirié a un tubo
estéril de 1,5 ml. La extraccion de ADN se realizo utilizando el kit DNEAsy Qiagen,
siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
Cuantificacion del ADN extraido: se sembraron en geles de agarosa al 1% (adicionado
con bromuro de etidio) 5 pl de cada muestra con 3 ul de buffer de carga. La corrida

electroforética se realizo entre 80-90 mV durante 15-20 min. La cuantificacidn se realizo
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por dos metodologias en paralelo, por comparacion de las bandas amplificadas con el

marcador de masa molecular (BIORAD) y con espectrofotometro (Nanodrop,

Thermoscientific) aplicando 2 pl de producto.

Amplificacion de ADN: las regiones de ADN estudiadas segiin las especies fueron

espaciadores internos transcriptos (/7) y los genes para actina (ACT), calmodulina

(CaM) y B-tubulina (BenA). Las reacciones de amplificacion se realizaron con los

cebadores ITS1 y ITS4 (White et al. 1990), CMD5 y CMD6, Bt2a y Bt2b (Glass &

Donaldson, 1995) y ACT-512F y ACT-783R (Hong et al., 2005). Las secuencias de los

cebadores se listan en el Apéndice 3. Todas las reacciones de PCR se condujeron con un

termociclador de gradiente Mastercycler (Eppendorff, USA).
Las reacciones de PCR para los distintos marcadores se realizaron de la siguiente
manera:

- ITS: en un volumen de reaccion de 50 pl se incluyeron 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4),
50 mM de KCl, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 uM de cebadores ITS1 e ITS4, 3 mM de MgCl2,
1 unidad de TAQ polimerasa (Invitrogen life technologies, Brasil) y 10 a 100 ng de
ADN. El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente: 1 ciclo de 1 min a 94
°C seguido de 30 ciclos de 15 sa 94°C, 15sa 58°Cy 15sa 72°C.

- ACT y CaM: en un volumen de reaccion de 20 pl se incluyeron buffer 1x Master Mix
(New England Biolabs), 1,25 mM de MgCI2 y 50 a 100 ng/ul de ADN gendmico. El
programa de amplificacion fue el siguiente: 1 ciclo de 1 min a 94 °C durante 1 min, 30
ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C, 1 min a 72 °C con un paso final de elongacioén
de 3 min a 72 °C.

- BenA: en un volumen de reaccion de 50 pl se se incluyeron 20 mM de Tris-HCI (pH
8.4), 50 mM de KCl, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 uM de cebadores, 3 mM de MgCl2, 1
unidad de TAQ polimerasa (Invitrogen life technologies, Brasil) y 50 a 100 ng/ul de
ADN. FEl programa de amplificacion tuvo un primer paso con 5 ciclos:
desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, 68 °C por 90 s, 72 °C por 2 min; seguido de
25 ciclos a 94 °C por 1 min, 64 °C por 90 s, 72 °C por 2 min con un paso final de
elongacion a 72 °C por 10 min.

Purificacion y secuenciacion: los productos resultantes se purificaron con el kit ADN

PuriPrep-GP (INBIO Highway). La reaccion de secuenciacion se realizd con el kit

BigDyeTM Terminator v 3.1 (Applied Biosystems) basado en el método de Sanger. Los

productos de reaccion fueron purificados por precipitacion con etanol y se corrieron con

el “Genetic Analyzer” 3130xl en SIGYSA (Argentina).
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Materiales adicionales estudiados

A fin de comparar las caracteristicas culturales y morfologicas, se cultivaron
diversas cepas donadas, en muchos casos cultivos ex typo, de Aspergillus spp. (ex
Neosartorya) provenientes de la Coleccion de Cultivos del Departamento de Agricultura

(USDA) de los Estados Unidos (NRRL, ARS Culture Collection).

Analisis filogenético

Se realizaron alineamientos con las secuencias obtenidas para los genes /7S, CaM,
BenA y ACT junto con las secuencias de referencia, de las bases GenBank, usando el
algoritmo Clustal W con el programa Bioedit v. 7.0.5.3 (Hall, 1999). En algunos casos,
se realizaron alineamientos concatenados de algunos marcadores. Para los alineamientos
se asigno una penalidad de 15 a la apertura de gaps y 6 para la elongacion de los mismos.

Las secuencias alineadas se analizaron por Maxima Parsimonia (MP) en TNT ver.
1.1 (Goloboft et al., 2008) y Neighbour Joining (NJ) usando MEGA 6.1 (Tamura et al.
2013).

Para el andlisis por parsimonia de las secuencias se empled la estrategia de
busqueda heuristica mediante Multiple TBR + TBR con 1000 secuencias de adicion al
azar. Todos los caracteres fueron considerados con el mismo peso, los no informativos
fueron desactivados y los gaps fueron tratados como datos perdidos; 10000 arboles fueron
guardados en memoria para su biseccion y reconexion utilizando el programa NONA
(Goloboff, 1999) en Winclada (Nixon, 2002). El soporte de los nodos se calculé mediante
1000 réplicas de bootstrap (bs).

Para el andlisis de Neighbour Joining se realizaron test de bs de 1000 réplicas. Las
distancias evolutivas se computaron usando el método de Maximum Composite
Likelihood (Tamura & Nei, 1993) en unidades del namero de sustituciones de base por

sitio.
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Ordenamiento y modalidad de las descripciones

Se describieron las especies nuevas para la ciencia, las que son nuevas citas para
la Argentina y aquellas cuyas descripciones necesitan una ampliacion. La descripcion y
diagnosis en latin fue realizada siguiendo a Stern (2004) para las especies nuevas. Para
las especies muy conocidas o que han sido descriptas para nuestro pais en varias ocasiones
se brinda informacion bibliografica para descripciones e ilustraciones.

Cada descripcion de las especies consta de su nombre cientifico con su cita
completa. Luego se indica el basénimo y los sindnimos y/o la cita bibliografica donde se
puede encontrar la lista completa de sindnimos. A continuacidn, se indican las laminas,
en el caso de que las hubiera. Se dan las caracteristicas de las colonias en los distintos
medios de cultivo y temperatura. Se comienza con la descripcion del teleomorfo: forma
y dimensiones de ascomas, ascos y ascosporas; o se indica con la palabra “desconocido”,
cuando no se conoce dicho estado. Del anamorfo se describen la forma y dimensiones de
los conidi6foros, células conididgenas y conidios. Las descripciones van seguidas por los
materiales examinados que incluyen sélo las coleccionadas para este estudio, materiales
adicionales en algunos casos, citas geograficas, hébitat, patogenicidad por referencias
bibliograficas y observaciones. En las observaciones se incluye el resultado de nuestras
investigaciones en comparacion con los resultados de otros investigadores, completando
asi una discusion para cada especie.

Se citan referencias que indican paises o continentes donde las especies han sido
halladas previamente, pero sin asignarles valor de distribucion geografica precisa
teniendo en cuenta el concepto actual de que es poco frecuente que existan especies
fungicas cosmopolitas o de distribuciones tan amplias (Mueller & Halling, 1995). Se
incluyen también en las citas geograficas las cepas depositadas en colecciones de cultivos
reconocidas internacionalmente (como CBS, NRRL, etc.) aunque no estén citadas en
publicaciones.

Se confeccionaron claves dicotomicas artificiales en algunos casos particulares
por incluir especies nuevas para la ciencia y relacionadas, utilizando caracteres

morfoldgicos y fisiologicos.
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Analisis cualitativo de datos

Sin bien no se practico un muestreo siguiendo un disefio experimental para
tratamientos numéricos, se analizard cualitativamente el conjunto de especies
identificadas, de manera estacional y por sitio geografico mediante el calculo del indice
de riqueza (R), que consiste en el nimero de especies por estacion y por sitio de muestreo,

respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se colecciond un total de 52 muestras de suelo de las que se obtuvieron 240
aislamientos. El 81% de los aislamientos obtenidos se trataron taxonémicamente. El 19%
restante estuvo representado por micelios estériles en todos los medios de cultivo
ensayados.

Entre los 195 aislamientos (81%), 143 cepas se identificaron como miembros de
la Fam. Aspergillaceae, 35 de Trichocomaceae, 9 de Hypocreaceae, 2 de Chaetomiaceae,
3 de Lasiosphaeriaceae, 1 de Pleosporaceae y 2 de posicion incierta. En total se
identificaron mediante estudios morfoldgicos, fisioldgicos y moleculares 34 taxones, que
se presentan de la siguiente manera:

- Lista de especies segun el criterio de clasificacion adoptado.
- Descripcion de las especies y discusion segin cada caso.

- Analisis cualitativo de datos.

Lista de especies seguin el criterio de clasificacion adoptado

Las especies identificadas se ordenaron segin la clasificacion propuesta por
Hibbet et al. (2007). Para familias se seguird a Houbraken & Samson 2011, para los
subgéneros y secciones se seguira a Houbraken & Samson (2011) y a Houbraken et al.

(2014).

*: Nuevas citas para Argentina.
**. Segunda cita mundial.

*#%: Especies nuevas para la ciencia.

ASCOMYCOTA
EUROTIOMYCETES
Eurotiomycetidae

HYPOCREALES
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2 Hypocreaceae
Trichoderma

Trichoderma saturnisporum

EUROTIALES
2 Aspergillaceae
Aspergillus
Aspergillus subg. Aspergillus sect. Aspergillus

Aspergillus montevidensis

Aspergillus subg. Circumdati sect. Flavi

Aspergillus flavus

Aspergillus subg. Fumigati sect. Fumigati
Aspergillus australensis **
Aspergillus biparmatus ***
Aspergillus cacuminosus ***
Aspergillus fischeri
Aspergillus fumigatiaffinis *
Aspergillus affinis fumigatus
Aspergillus geometricus ***
Aspergillus huiyaniae **
Aspergillus laciniosus *
Aspergillus lentulus
Aspergillus shendaweii **
Aspergillus sculptus ***
Aspergillus tatenoi *

Aspergillus tubercularis ***

Aspergillus subg. Nidulantes sect. Nidulantes

Aspergillus sydowii

Aspergillus subg. Nidulantes sect. Usti
Aspergillus fuscicans ***
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Hamigera
Hamigera avellanea
Hamigera ingelheimensis *

Hamigera paravellanea *

Leiothecium

Leiothecium ellipsoideum *

Penicillium
Penicillium subg. Aspergilloides sect. Ramigera

Penicillium capsulatum *

Penicillium subg. Aspergilloides sect. Citrina

Penicillium citrinum

2 Trichocomaceae
Talaromyces
Talaromyces sect. Talaromyces
Talaromyces macrosporus

Talaromyces pinophilus

Talaromyces sect. Trachyspermi
Talaromyces systylus ***
Talaromyces trachyspermus var. trachyspermus

Talaromyces trachyspermus var. macrocarpus

PLEOSPORALES

@ Pleosporaceae

Epicoccum nigrum

SORDARIALES

2  Chaetomiaceae

Trichocladium pyriforme *
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@ Lasiosphaeriaceae

Arthrinium phaeospermum

POSICION INCIERTA

Gilmaniella humicola

Descripcion de las especies

Debido a la cantidad de cepas obtenidas y los recientes cambios nomenclaturales
de acuerdo al Cédigo vigente (McNeill et al., 2012), previamente a la descripcion de las
especies se presentard una breve descripcion de los géneros de las Fam. Aspergillaceae y

Trichocomaceae.

EUROTIOMYCETES

Eurotiomycetidae

HYPOCREALES

Hypocreaceae
Trichoderma Pers., Neues Mag. Bot. 1: 92, 1794
Trichoderma saturnisporum Hammill, Mycologia 62 (1): 112, 1970
Descripciones e ilustraciones: Samuels et al., 1998; Barrera, 2012.
Materiales examinados: Catamarca, 0312, 0324, 0331bis, 0341 y 0352, 05/01/09, RN 60
km 1016, 29°30,068'S, 65°37,951'W, 237 msnm; 0722, 06/01/09, RP 25, 28°14,602'S

66°08,849'W, 1507 msnm; 1017, 1019 y 1025, 08/01/09, Rincén, 28°22,05'S,
66°13,644'W.
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Citas geograficas: Argentina (Godeas et al., 1977, Cabello, 1986, Cabello & Arambarri,
2002, Eliades et al., 2006a, Allegrucci et al., 2007, Allegrucci et al., 2009), Australia,
Italia, Sudafrica, Turquia, Estados Unidos (Samuels ef al., 1998).

Habitat: suelo (referencias idem punto anterior).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La descripcion de estos aislamientos coincide con Samuels ef al. (1998).

T. saturnisporum se caracteriza por poseer conidios con un tipo de ornamentacion
unica en el género, que facilita su determinacion. El estudio morfolégico y la
identificacion de las cepas procedentes de Catamarca se realizé durante el curso de la
presente Tesis, mientras que el analisis molecular y posicion filogenética de las mismas
fue llevado a cabo por Barrera (2012). En nuestro pais esta especie fue aislada de suelos
de la Provincia de Buenos Aires (Godeas et. al., 1977; Cabello 1986, Cabello &
Arambarri, 2002, Eliades et al., 2006a, Allegrucci et al., 2007) y de talares de la Regioén
Pampeana (Allegrucci et al., 2009).

EUROTIALES

Aspergillaceae

Aspergillus P. Micheli ex Haller, Hist. stirp. Helv. 3: 113, 1768 emend. Samson ef al.,
Stud. Mycol. 78: 154, 2014

Especie tipo del género: Aspergillus glaucus (L.) Link

En el afio 2014, Samson et al. describieron detalladamente la historia del género
desde el punto de vista nomenclatural y taxonémico. Su trabajo contempl6 la descripcion
original realizada por Micheli en 1729, los aportes de Haller, Fries, Thom & Raper, Raper
and Fennell, incluyendo autores contemporaneos como Pitt y Samson (1993), Pitt &
Samson (2000) y recientes trabajos sistematicos (Houbraken & Samson, 2011,

Houbraken et al., 2014; Hubka et al., 2013; Pitt & Taylor, 2014; entre otros).
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En el presente trabajo de Tesis se sigue el concepto del género Aspergillus que
describen Samson et al. (2014). Estos autores enmendaron los limites del género
incluyendo los caracteres teleomorficos y ampliando las caracteristicas de los
conidioforos.

A continuacion, se describen en orden alfabético las especies del género
Aspergillus por subgénero y seccion (Houbraken & Samson, 2011; Houbraken et al.,

2014).

Aspergillus subg. Aspergillus (sect. Aspergillus)

El subgénero Aspergillus esta formado por las secciones Aspergillus y Restricti
(Houbraken et al., 2014).

En el presente trabajo se obtuvieron 3 cepas de dos especies de la sect. Aspergillus.

La seccion Aspergillus abarca el denominado ‘‘Aspergillus glaucus group’ de
Thom & Raper (1941) y Raper & Fennell (1965). Esta seccion ha sido monografiada y
revisada por varios autores (Raper & Fennell, 1965; Blaser, 1975; Samson, 1979;
Kozakiewicz, 1989). Se realizaron estudios filogenéticos determinandose que es un grupo
monofilético (Peterson, 2000 y 2008). Hubka ef al. (2013) revisaron este grupo teniendo
en cuenta los recientes cambios en el Codigo de Nomenclatura (ICN, Melbourne 2012),
y transfirieron las especies del género Eurotium a Aspergillus, seleccionando un nombre
para cada especie, quedando un total de 17 taxones para esta seccion.

Las especies de esta seccion generalmente se caracterizan por presentar ascomas
cleistoteciales, amarillos, ascosporas lenticulares y cabezuelas uniseriadas. Los miembros
de esta seccion estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y crecen en sustratos con
baja actividad de agua, por lo cual cominmente son denominados como xeréfilos o

halofilos.

Aspergillus montevidensis Talice & J.A. Mackinnon, C. r. Seanc. Soc. Biol. 108: 1007,
1931

= Eurotium amstelodami Thom & Raper 1941 non Eurotium amstelodami Mangin 1909.

= Aspergillus heterocaryoticus C.M. Chr., L.C. Lopez & C.R. Benj. 1965.

= Eurotium heterocaryoticum C.M. Chr., L.C. Lopez & C.R. Benj. 1965.
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= Aspergillus vitis Novobr. 1972.

= Eurotium montevidense (Talice & J.A. Mackinnon) Malloch & Cain 1972.

= Eurotium vitis Novobran. 1972.

= Aspergillus hollandicus Samson & W. Gams 1985.

= Aspergillus vitis var. montevidensis Kozak. 1989.

= Eurotium amstelodami var. montevidense (Talice & J.A. Mackinnon) Kozak. 1989.

Lamina 1

Colonias en MEA, 25 °C, 7 dias, 14 mm diam, amarillentas, planas y densas; 14
dias de incubacidén 26-28 mm diam., amarillentas con o sin centro de tonos castafios.
Esporulacion asexual ausente. En CY20S, 25 °C, 7 dias, 35-47 mm diam, amarillas con
centro verdoso por la presencia del anamorfo, velutinosas; 14 dias de incubacion
cubriendo la placa, amarillas con centro verdoso, textura velutinosa a granulosa debido a
la abundante produccion de cleistotecios; reverso incoloro, aunque amarillento debajo de
los cleistotecios y verdoso en relacion con el anamorfo. Esporulacion asexual muy
abundante. A 37°C, 7 dias, 18-26 mm, colonia amarilla.

Ascomas cleistoteciales, superficiales, mayormente globosos a subglobosos,
amarillos, 90-150 pm diam., cubiertos por una red de hifas hialinas. Ascos globosos
evanescentes, 10-12 x 8-11 um, con § esporas. Ascosporas lenticulares, 5-4 x 3-4 pum,
con superficies convexas rugosas, surco en forma de “V” y con dos crestas ecuatoriales
gruesas. Presencia de poros en toda la ascospora especialmente en las crestas. Cabezuelas
conidiales radiadas. Conidioforos 150-210 x 6-8 um. Vesiculas globosas, 15-27 pm
diam., uniseriadas. Células conidiogenas (fidlides) 5-8 x 4 um. Conidios rugosos,

globosos a subglobosos, 5-4 x 4-3 um.

Secuencias: BenA, CaM y ACT para las dos cepas aisladas.

Materiales examinados: Catamarca, 131, 09/01/09, RN 46 km 185, 27°45,202'S,
66°47,989'W, 1069 msnm; 171, 10/01/09, Papachacra, 2564 msnm.

Citas geograficas: Argentina (Winitzky, 1952), Archipiélago Tuamotu, Australia, Brasil,

Estados Unidos, India, Israel, Italia, Japon, Kuwait, Pakistan, Pert, Reino Unido, Siria,

Sudafrica, Turquia, ex Union Soviética (Domsch et al., 2007).
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Habitat: suelo, aire y numerosos alimentos como cereales y granos, pasas de uva y

productos carnicos (Pitt & Hocking, 1997; Domsch et al., 2007).

Patogenicidad: se registra un caso en aves; en humanos fue aislado de un absceso cerebral,

de un micetoma y de infecciones oticas (Raper & Fennell, 1965).

Observaciones:

La presente descripcion coincide con la descripcion de Thom & Raper (1941) y
con la Hubka et al. (2013).

Esta especie fue por mucho tiempo conocida como E. amstelodami debido a que
en 1941 Thom & Raper cambiaron el concepto original de E. amstelodami Mangin 1909,
una especie con ascosporas lisas aplicando dicho nombre a una especie con ascosporas
ornamentadas. Thom & Raper (1941) publicaron de esta forma un homoénimo posterior,
por lo tanto, ilegitimo. Pitt (1985) advierte esta confusion, y especula que ya Thom &
Chuch en 1926 y Thom & Raper (1941) no basaron sus descripciones en el cultivo
original. Finalmente, Hubka et al., (2013) concluye que el primer nombre disponible y
validamente publicado para el concepto de Thom & Raper (1941) es A. montevidensis,
siguiendo las reglas nomenclaturales actuales involucrando tanto anamorfo como
teleomorfo. Cabe destacar que Hubka et al., (2013) sefialan erroneamente como neotipo
justamente al holotipo de Talice & Mackinnon.

El primer registro para esta especie en Argentina fue realizado por Winitzky
(1952) a partir de muestras de aire y de tierra de la estepa pampeana de la Provincia de
Buenos Aires. También fue aislada de muestras de suelo de la region chaquefia en las
Provincia de Catamarca, Cérdoba, Formosa, San Luis y Santiago del Estero (Winitzky,
1957). Posteriormente en nuestro pais ha sido aislada de alimentos como embutidos secos
fermentados (Castellari et al., 2010), granos de maiz y soja (Sepulveda et al., 2005;
Castellari et al., 2015), pasas de uva (Romero et al., 2005), de muestras de aire en
ambientes de industrias alimentarias (Frison et al., 2012); asi como también de hierbas
medicinales (Sanchez et al., 2006) y alimentos balanceados (Greco et al., 2012; Greco et

al., 2015).
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Aspergillus subg. Circumdati (sect. Flavi)

El subgénero Circumdati fue formado originalmente por siete secciones: Wentii,
Flavi, Nigri, Circumdati, Candidi, Cremei y Sparsi (Gams et al., 1986). Houbraken et al.
(2014) consideraron 6 secciones diferentes y recientemente, Jurjevic et al. (2015) agrego

otras 3 secciones al subgénero: Petersonii, Robusti y Tanneri.

En el presente trabajo se obtuvo solamente una cepa perteneciente a una especie
de la sect. Flavi.

Esta seccion incluyo a las especies de “A. flavus-oryzae group” de Thom & Chuch
(1926) y del ““Aspergillus flavus group’” de Raper & Fennell (1965). Gams et al. (1986)
siguiendo las normas nomenclaturales, realizaron la diagnosis y designacion del tipo.
Numerosas especies nuevas han sido descritas desde entonces (Ito et al., 2001; Peterson
et al., 2001; Frisvad et al., 2005; Pildain ef al., 2008; Varga et al., 2011; Soares et al.,
2012; Taniwaki et al., 2012; Gongalves et al., 2012; Jurjevi€ et al., 2015; entre otros).

Las especies de esta seccion generalmente se caracterizan por presentar
conidioforos con estipites hialinos, usualmente verrucosos y cabezas conidiales radiadas
con vesiculas fértiles en la mayor parte de su superficie. El color en masa de los conidios
es verde amarillento a marrén oliva oscuro (Raper & Fennell, 1965). Los miembros de
esta seccion estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y suelen ser contaminantes
habituales de numerosos alimentos; ademas son importantes productores de micotoxinas

(Pitt & Hocking, 2009).

Aspergillus flavus Link, Mag. Ges. Naturf. Freunde Berlin 3: 16. 1809: Fr.

Descripciones e ilustraciones: Raper & Fennell, 1948; Klich, 2002; Pitt & Hocking, 2009.

Materiales examinados: La Rioja, 1922, 12/01/09, RN 60 Km 1172, 28°40,507'S,
66°30,038'W, 653 msnm.

Citas geograficas: Argentina (Winitzky, 1948); Alaska, Chile, India, Kuwait, Sri Lanka,
(Domsch et al., 2007); e innumerables citas relacionadas a alimentos (Pitt & Hocking,

2009).
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Haébitat: suelo, ha sido aislado a partir de numerosos suelos cultivados (Domsch et al.,
2007) y es la especie mas ampliamente citada como contaminante de alimentos (Klich,

2002).

Patogenicidad: Patdégeno de insectos y animales; es uno de los principales agentes de
aspergillosis bronquiales alérgicas e infecciones pulmonares en humanos, también ha sido
informado como productor de infecciones de oidos (De Hoog, 2000). Productor de

micotoxinas (Pitt & Hocking, 2009).

Observaciones:

Nuestro material coincide con las descripciones citadas.

Horn et al. (2009), observaron y describieron el estado sexual para esta especie
heterotalica llaméandola Petromyces flavus B. W. Horn, 1. Carbone & G.G. Moore, Sin embargo,
con los ultimos cambios nomenclaturales, el nombre correcto de la especie hoy es
Aspergillus flavus Link (Samson et al., 2014).

Ramirez Camejo et al. (2012) estudiaron méas de 200 aislamientos de 4. flavus de
distintos habitats acuaticos y terrestres, y distintos sustratos. Asimismo, examinaron
ambientes clinicos y no clinicos y diferentes ubicaciones geograficas, y concluyeron que
la distribucion de esta especie proviene de una Unica poblacion.

En nuestro pais 4. flavus ha sido aislado previamente de suelo y aire de la Ciudad
de Buenos Aires (Winitzky, 1948), de suelos de la Provincia de Buenos Aires (Godeas et
al., 1977; Cabello 1986), de suelos semiaridos de San Luis (Mangiaterra et al., 2006), de
bosques andino-patagdnicos y de talares de la Region pampeana (Allegrucci ef al., 2009).
Fue citada como parte de la micobiota de alimentos (Bresler ef al., 1991; Etcheverry et
al., 1999; Romero et al., 2005; Sepulveda et. al., 2005; Castellari et al., 2015) y de
alimentos balanceados (Dalcero et al., 1998), asi como también de hierbas medicinales

(Sanchez et al., 20006).
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Aspergillus subg. Fumigati (sect. Fumigati)

Gams et al. (1986), creo el subgénero Fumigati con dos secciones dentro del

mismo: Fumigati y Cervini. Houbraken ef al. (2014) anadieron una tercera, Clavati.

En este trabajo no se aislaron cepas pertenecientes a la sect. Cervini ni a la sect.
Clavati. Por otro lado, se obtuvieron 112 cepas de la sect. Fumigati. Se identificaron 14
especies a partir del estudio de 94 cepas.

La seccion Fumigati abarca el denominado ‘Aspergillus fumigatus group’’ de
Raper & Fennell (1965). Las especies incluidas dentro de Aspergillus sect. Fumigati se
caracterizan por poseer cabezuelas en tonos de verdeazulado, uniseriadas y con vesiculas
con forma de matraz (Raper & Fennell 1965). Anteriormente, las especies con
teleomorfos de este grupo eran ubicadas en el género Neosartorya (Malloch & Cain,
1972; Pitt et al. 2000; Samson, 2000; Horie ef al. 2003; Hong et al. 2005, 2006; entre
otros). Las especies de esta seccion con reproduccion sexual (tipo neosartoria) producen

ascosporas termorresistentes (Samson et al, 2007).

La identificacion de las presentes especies se condujo a través de métodos de
analisis polifasicos basados en caracteristicas fenotipicas y moleculares segiin Samson et
al. (2007, 2014). Aunque, Samson et al. (2014) utilizan /TS, CaM, BenA y RPB2 para
resolver esta seccion, mencionan que el /7S no es un buen marcador para diferenciar
especies y recomiendan a CaM como marcador secundario. Samson et al. (2007)
afirmaron que las secuencias de CaM y BenA resultan adecuadas en relacion con la
delimitacion y reconocimiento de las especies. Siguiendo esta propuesta, en este trabajo
se secuenciaron los genes de CaM y BenA. En cuanto a las caracteristicas fenotipicas, la
ornamentacion de las ascosporas es un caracter importante (Samson et al., 2007) que
incide en la resolucion de las especies de la seccion.

En el presente trabajo se consideré la comparacion de 58 secuencias
correspondientes a aislamientos propios con 48 secuencias de todas las especies tipo de
la sect. Fumigati aceptadas en Samson et al. (2014). El conjunto de datos de BenA incluyo
103 taxones y 529 caracteres y para CaM incluyd 105 taxones y 577 caracteres. En el
analisis de Maxima Parsimonia (MP) de BenA 174 caracteres resultaron informativos, se
obtuvieron 81 arboles, con un largo de 759 pasos con CI (indice de consistencia) = 36, y

RI (indice de retencion) = 66. En el analisis de MP de CaM 197 caracteres resultaron
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informativos, se obtuvieron 762 arboles, con un largo de 859 pasos con C/ =36 y Rl =
74. Secuencias de A. clavatus se utilizaron como outgroup para los analisis (Samson et
al., 2007).

Los arboles de consenso estricto se presentan en las figuras 4 a 9. La Fig. 4 muestra
la topologia general del arbol de MP para BenA, las Figs. 5 y 6 son ampliacion de dicho
arbol. La Fig. 7 expone la topologia general del arbol de MP para el marcador CaM,
mostrando ampliaciones del mismo en la Figs. 8 y 9. En los arboles se muestran los
valores de bootstrap (bs) para Neighbourg Joining (NJ). Los nimeros de acceso de
GenBank de las secuencias de referencia y sus numeros de coleccion se presentan en la
Tabla 2.

Los resultados de estos andlisis seran discutidos en las observaciones de cada
especie en particular.

Se confeccion6 una clave dicotomica con las especies identificadas dentro de esta

seccion, la cual se presenta al final de la descripcion de las especies.

Aspergillus australensis (Samson, S.B. Hong & Varga) Houbraken, Visagie & Samson,
Stud. Mycol. 78: 154, 2014
= Neosartorya australensis Samson, S.B. Hong & Varga, Stud. Mycol. 59: 174, 2007.

Lamina 2

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 16-18 mm diam., de color blanco, surcadas,
velutinosas, exudado muy escaso y claro; 14 dias de incubacion 36-37 mm diam., color
blanquecino, exudado escaso y claro; reverso claro color crema. Esporulacion asexual
escasa. A 37°C, 7 dias, 59-61 mm diam. En MEA, 25 °C, 7 dias, 25-33 mm diam., de
color blanquecino con sectorizaciones de color verde grisadceo palido, surcadas; 14 dias
de incubacion 53-58 mm diam., blancas, granulosas debido a la presencia abundante de
ascomas, exudado de color claro a amarillo muy palido; reverso claro. Esporulacion
asexual escasa, principalmente presente en areas con menor numero de ascomas
cleistoteciales. Desarrollo ausente a 10 °C y a 45 °C. En OA, 25°C, 7 dias, 45-52 mm
diam., claras a verdosas en sectores donde esta presente en mayor cantidad el anamorfo,
exudado abundante, hialino; 14 dias de incubacion claras a verdosas, cubriendo
completamente la placa de cultivo, sectorizaciones con esporulacién asexual sin la

presencia de ascomas, exudado ausente; reverso claro.
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Tabla 2: Secuencias de referencia utilizadas de especies de la sect. Fumigati y del
“outgroup” A. clavatus de la sect. Clavati

Numero de acceso de GenBank

Especie Numero de coleccion BenA CaM
A. assulatus KACC 41691T DQ114123 DQ114131
A. auratus CBS 466.65T = NRRL 4378T EF669835 AY870685
A. aureolus NRRL 2244T EF669808 EF669877
A. australensis CBS 112.55T= NRRL 2392 AY870739 AY870698
A. brevipes NRRL 2439 EF669812 EF669881
A. caatingaensis IFM 61335 AB743854 AB743860
A. clavatus CBS 513.65 EU076340 EU078665
A. denticulatus CBS 652.73T DQ114125 DQ114133
A. duricaulis NRRL 4021T EF669827 EF669897
A. felis CBS 130245T JX021700 JX021715
A. fennelliae CBS 598.74T DQ114127 DQ114135
A. ferenczii NRRL 4179T EF669833 EF669903
A. fischeri CBS 544.65T = NRRL 181 EF669796 EF669865
A. fumigatiaffinis IBT 12703T DQ094885 DQ094891
A. fumigatus NRRL 163T EF669791 EF669860
A. fumisynnematus IFM 42277 AB248076 AB259968
A. galapagensis IBT 16756T DQ534145 DQ534151
A. hiratsukae KACC 41689 DQ534096 AY870699
A. huiyaniae IFM 57847T AB787219 AB787564
A. laciniosus KACC 41657T AY870756 AY870716
A. lentulus NRRL 35552T EF669825 EF669895
A. marvanovae CCM 8003T HE974387 HE974389
A. multiplicatus CBS 646.95T DQ114129 DQ114137
A. neoglaber CBS 111.55T AY870734 AY 870693
A. nishimurae IFM 54133 AB201360 HE974392
A. novofumigatus IBT 16806T DQ094886 DQ094893
A. otanii NRRL 32571T EF669818 EF669888
A. papuensis CBS 841.96T AY870738 AY 870697
A. pernambucoensis IFM 61342 AB743856 AB743862
A. quadricinctus CBS 135.52T KJ175525 DQ114138
A. shendaweii IFM 57611T AB488754 AB488762
A. siamensis KUFC 6349 = [FM 59793T AB646989 AB776704
A. spathulatus NRRL 20549T AF057327 EF669872
A. spinosus CBS 483.65T AF057329 EF669914
A. solicola NRRL 35723T EU220283 EU220284
A. stramenius CBS 498.65T AY870766 AY 870726
A. sublevisporus IFM 53598 AB488759 AB488767
A. takakii CBM FA4-884T AB787221 AB787566
A. tatenoi CBS 407.93T DQ114130 DQ114139
A. thermomutatus CBS 208.92 AY870742 AY870702
A. tsunodae IFM 57609T AB488755 AB488763
A. tsurutae CBM FA4-0933T AB488760 AB488768
A. turcosus KACC 42091T DQ534143 DQ534148
A. udagawae CBM FA4-0702T AB248302 AB748566
A. unilateralis NRRL 577T EF669852 EF669923
A. viridinutans IMI 062875T AF134779 DQ534162
A. waksmanii NRRL 179 EF669794 EF669863
A. wyomingensis CCF 4417T HF933359 HF933397
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Ascomas cleistoteciales superficiales, mayormente globosos a subglobosos,
blancos amarillentos, 240-340 % 230-320 um diam., rodeados de una red laxa de hifas,
que en algunas zonas presenta una pigmentacion amarillo clara, peridio con textura
angularis. Ascos globosos a subglobosos evanescentes, 11-14 x 10-11 um, con 8 esporas.
Ascosporas hialinas, lenticulares, 6-7,5 X 4-5 um, con dos crestas ecuatoriales, superficie
convexa de apariencia lisa en el MO, microtuberculada a mayores aumentos (MEB).
Cabezuelas conidiales columnares cortas. Conidioforos curvados, 99-148 x 3-4 um,
raramente se observan de menor longitud (45 um long.) provenientes del micelio aéreo.
Vesiculas globosas a piriformes, fértiles en la mitad superior, 11,5-16 x 11,5-13 pm diam.,
uniseriadas. Células conidiogenas (fialides) 6-8 x 2-3 um. Conidios lisos, globosos, 2-

2,5 pm diam.

Materiales examinados: Catamarca, 0411a, 05/01/09, RN 60 km 1102, 28°55,246'S, 66°
08,768'W, 338 msnm.

Materiales adicionales: Australia, NRRL 2392, cultivo ex typo, aislado de suelo.

Citas geograficas: Australia (Samson ef al. 2007).

Habitat: suelo (Samson et al. 2007).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La presente descripcion coincide en términos generales con la provista por
Samson et al. (2007); sin embargo, en CYA y en MEA a 25°C, 7 dias, los didmetros de
las colonias resultaron menores que los informados por estos autores en su descripcion
original. El andlisis del cultivo ex typo presentd didmetros coincidentes con los de las
colonias del aislamiento propio.

Por otra parte, los analisis filogenéticos (MP y NJ, Figs. 4 y 7), resultaron
coincidentes con la secuencia del tipo de A. australensis, agrupandose con un valor de
100 y 100 para BenA y CaM, respectivamente en el arbol de MP, y de 91 para BenA y
98 para CaM, en el de NJ (Figs. 5 y 8).

La presente constituye la segunda cita a nivel mundial.
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Aspergillus biparmatus S. M. Romero, Comerio & A. I. Romero sp. nov.

Holotypus: Argentina, Catamarca, 0526, 05/01/09, RN 60 km 1146, 28°13,086'S, 66°22,675'W., 1051

msnm. Cultivo seco.

Lamina 3
Species diversa corpore ascosporarum, ab aliis speciebus homothallicis generis
Aspergilli sectionis Fumigatorum microtuberculis discretis et conjunctis dispositisque in
circumferentiarum arcibus gaudentibus propter corpora subglobosa vel late elliptica a
latere visa atque dorsum auranticum concomitatum coloniarum (CYA, 25 °C, 7 d)

distincta.

Etimologia: bi-, compuesto por dos + parmatus -a -um, adj. armado de broquel o rodela.

Parma -ae, n., broquel, escudo pequeno, rodela.

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 32-40 mm diam, de color blanco, velutinossa,
exudado muy escaso, pigmento soluble naranja claro a color salmén; 14 dias de
incubacion, color crema, 57-70 mm diam., exudado marrén muy claro, pigmento soluble
castafo (pardo) anaranjado; reverso marron anaranjado. Esporulacion asexual escasa a
nula. A 37°C, 7 dias, hasta 55-60 mm diam. En MEA, 25 °C, 37-57 mm diam, de color
blanco a verde grisaceo a causa de la presencia del anamorfo, textura velutinosa a flocosa
especialmente en el centro de la colonia, exudado escaso y amarillento; 14 dias de
incubacion, blancas a verde grisaceo por la presencia del anamorfo, cubriendo toda la
placa y con exudado amarillento, textura granulosa por la presencia de los ascomas
cleistoteciales; reverso anaranjado. Esporulacion asexual muy abundante. Desarrollo
presente a 10 °C y ausente a 45 °C. En OA, 25°C, 7 dias, 55-62 mm diam., blancas,
granulosas, exudado ausente; 14 dias de incubacion, blancas, exudado ausente; reverso
claro. En M20, 25°C, 7 dias, 62-64 mm diam., verde grisaceo, esporulacion asexual muy
abundante, funiculosas; a 37 °C extendidos por toda la placa de cultivo, verde grisaceo,
aunque mas claras que a 25 °C, esporulacion asexual muy abundante.

Ascomas cleistoteciales globosos, blancos, 200-320 pum diam. rodeados de una red
laxa de hifas hialinas, peridio compuesto por células angulares. Ascos globosos a
subglobosos evanescentes, 15-18 x 12-15 um, 8-esporados. Ascosporas hialinas,
ampliamente lenticulares, 7-8 x 5-6 um, con superficies convexas y lisas, y dos crestas

delgadas y curvadas al MO; en MEB la superficie es microtuberculada, crestas lisas o con
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pocas verrugas, con dos anillos ecuatoriales con proyecciones (Lam. 3.1.) Cabe destacar
que en las crestas suele observarse, en la mayoria de las ascosporas, cierta rugosidad en
sentido perpendicular al borde de la cresta. Estudios adicionales son necesarios con el fin
de discernir si es un caracter estructural o un artefacto relacionado con la técnica
empleada. Cabezuelas conidiales columnares. Conidioforos curvados 43-125 x 3-5 um.
Vesiculas subglobosas a claviformes, fértiles en la mitad superior, 7-17 um diam.,
uniseriadas. Células conidiogenas (fialides) 4-7 x 2-3 pm. Conidios lisos, subglobosos a

elipsoidales 2-2,5 x 2 um.

Material examinado: Catamarca, 0526, 05/01/09, RN 60 km 1146, 28°13,086'S,
66°22,675'W, 1051 msnm (holotipo).

Citas geograficas: -.

Habitat: suelo.

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

Este aislamiento reine caracteristicas que no coinciden con ninguna de las
especies conocidas hasta el momento. A. biparmatus se integra en el grupo de especies
que poseen esporas sexuales microtuberculadas (Samson et al., 2007); no sélo se vincula
con A. australensis, A. papuensis (Samson, S.B. Hong & Varga) Samson, S.B. Hong & Varga y 4.
solicola Samson, Visagie & Houbraken sino también con 4. galapagensis (Frisvad, S.B. Hong &
Samson) Samson, Frisvad & Houbraken, A. shendaweii (Yaguchi, Abliz & Y. Horie) Samson, Visagie
& Houbraken y A. tubercularis S. M. Romero, Comerio & A. 1. Romero. Entre las mencionadas
especies solamente A. tubercularis presenta reverso anaranjado (CYA, 25 °C, 14 d) como
A. biparmatus. No obstante, el cuerpo subgloboso o ampliamente elipsoidal de las
ascosporas de A. biparmatus distingue a esta especie como autébnoma (Lam. 3.I). Para
poder diferenciar las especies dentro de este grupo es necesario recurrir al analisis de
caracteres moleculares.

En los arboles filogenéticos (Figs. 4 y 7) se puede observar que con BenA A.
biparmatus integra un peine con varias especies, entre ellas 4. papuensis, en ambos

analisis; con CaM se agrupa con 4. papuensis, con bs de 99 para NJ y sin soporte para

35



Capitulo I

MP, formando un clado con A. australensis y A. solicola sin soporte para ambos analisis
(Figs. 6 y 8). Debido a estos resultados, se compar6 con mas detalle con A. papuensis y
A. solicola. Como se menciono anteriormente, A. australensis con BenA formé un clado
separado de estas especies con buen soporte y por sus caracteristicas descritas
anteriormente no se compara con la presente cepa argentina.

Las colonias de A. papuensis desarrollan 35 a 40 mm de diametro en MEA vy las
colonias son blancas; nuestro aislamiento mostré mayor velocidad de crecimiento en ese
medio y las colonias son blancas a verde grisaceas debido a la abundante esporulacion
que se observa a partir del séptimo dia de incubacion. El protologo de A. papuensis
destaca la escasa presencia de conidioforos tanto en CYA como en MEA y la
sectorizacion en CY A; esta tltima caracteristica no fue observada en A. biparmatus. Por
otra parte, los conidioforos y fidlides en la cepa argentina presentaron menor longitud que
los de 4. papuensis.

A. solicola tiene como caracteristicas diagnodsticas la secrecion al medio de un
pigmento azul y escaso desarrollo en CYA a 25 °C (hasta 22 mm diam.), caracteristicas
que lo diferencian claramente de nuestro aislamiento.

Por todo lo anteriormente dicho se propone esta nueva especie.

Aspergillus cacuminosus S. M. Romero, A. I. Romero & Comerio sp. nov.

Holotypus: Argentina, Catamarca, 0912, 06/01/09, RP 25, 28°22,677'S, 66°11,836'W, 1304 msnm. Cultivo

S€CO.

Lamina 4

A speciebus homothallicis microtuberculatis generis Aspergilli sectionis Fumigatorum

differt vero microtuberculis praecipue aggregatis fasciculatisve.

Etimologia: cacumen-minis, picos + -osus, indica abundancia, totalidad o un marcado

desarrollo; con muchas cumbres.

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 22-24 mm diam, de color blanco, velutinosas,
exudado ausente; 14 dias de incubacion, 31-35 mm diam., blanca, muy arrugada, exudado

escaso, claro; reverso claro. Esporulacion asexual ausente. A 37 °C, 7 dias, 61-65 mm
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diam. En MEA, 25 °C, 7 dias, 42-44 mm diam., blancas, centro azulado a causa del
anamorfo, velutinosas, surcadas, exudado escaso incoloro; 14 dias de incubacion 52-54
mm diam., crémeas a grisaceas debido a la presencia del anamorfo especialmente en el
centro de la colonia, bordes festoneados, exudado amarillento, abundante principalmente
en los bordes; reverso de color marrén oscuro. Esporulacion asexual abundante.
Desarrollo presente a 10 °C y a 48 °C. En OA, 25°C, 7 dias, 42-46 mm diam., blancas,
granulosas, con exudado hialino; 14 dias de incubacidon, 69-70 mm diam., blancas,
granulosas con centro grisdceo debido al anamorfo, exudado hialino a ligeramente
amarillento; reverso claro.

Ascomas cleistoteciales, globosos, blancos, 110-560 um diam. rodeados de una
red laxa de hifas hialinas, peridio con fextura angularis. Ascos globosos a claviformes
evanescentes, 13-17 x 13-14 um, 8-esporados. Ascosporas hialinas, lenticulares, 7-8 x
4,5-5 um, con superficies convexas y con microtubérculos que se anastomosan en
pequeiios grupos. Cabezuelas conidiales columnares, cortas. Conidioforos 22-77 % 2,5-3
um. Vesiculas globosas a subglobosas, fértiles en la mitad superior, 5-10 um diam.,
uniseriadas. Células conidiogenas (fialides) 5-6 x 2-2,5 um. Conidios lisos, globosos, 2-

2,5 pum diam.

Materiales examinados: Catamarca, 0912, 06/01/09, RP 25, 28°22,677'S, 66°11,836'W,
1304 msnm (holotipo).

Citas geograficas: -.

Patogenicidad: -.

Habitat: suelo.

Observaciones:

Este aislamiento combina caracteristicas morfologicas que no coinciden con
ninguna de las especies conocidas hasta el momento. Las ascosporas son
microtuberculadas y los tubérculos se anastomosan en pequefios grupos. Por otra parte,
las ascosporas no poseen tubérculos sobre las crestas como A. shendaweii. Respecto a
esta Ultima especie, si bien el aspecto general de las colonias es similar A. cacuminosus

los conidi6éforos son mas grandes (largo del conididforo, ancho del estipite y tamafio de
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la vesicula) que los de nuestra cepa. A diferencia de otras especies con ascosporas
microtuberculadas tales como A. australensis, A. galapagensis y A. papuensis, las
colonias de nuestros aislamientos son mucho menores en CYA, 25 °C, 7 dias. A.
galapagensis posee abundante produccion de funiculos, los cuales no fueron observados
en nuestro aislamiento. El aspecto general de las colonias, a 25 °C, 14 dias, de 4.
papuensis en MEA y de A. australensis en MEA y CYA, es muy diferente del de la cepa
argentina.

En cuanto a los anélisis moleculares esta cepa no se asocia con ninguna de las
especies conocidas, al menos con estos dos marcadores utilizados (Figs. 6 y 8). Con el
marcador CaM se agrupa con A. tubercularis sin soporte en el analisis de MP y con un bs
de 71 con NJ (Fig. 8). Sin embargo, la ornamentacion de las ascosporas,
microtuberculadas mayoritariamente asociadas en ciimulos o haces y las velocidades de
crecimiento en CYA a 37 °C diferencian a A. cacuminosus de A. tubercularis. Asimismo,
estas ultimas especies poseen conididforos de menor tamaio.

Por lo anteriormente mencionado se propone este aislamiento como una especie

nucva.

Aspergillus fischeri Wehmer, Zentbl. Bakt. Parasitenk, Abt. IT 18: 390, 1907
= Neosartorya fischeri (Wehmer) Malloch & Cain, Can. J. Bot. 50: 2620, 1973.
= Aspergillus fischerianus Samson & W. Gams, Adv. Penicillium Aspergillus Syst.: 39, 1985.

Lamina 5

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 68-72 mm diam, de color blanco a crémeo,
velutinosas, surcadas, sectores verdeazulado debido a la presencia del anamorfo, exudado
ausente; 14 dias de incubacion 67-73 mm diam., de color crema a azulado a causa de la
abundante esporulacion asexual, centro umbonado, bordes granulosos por la presencia de
cleistotecios; reverso castafio (pardo) claro. Esporulacion asexual muy abundante. A
37°C, 7 dias, 65-75 mm diam. En MEA, 25 °C, 64-72 mm diam., de color blanco a
amarillento con sectores verde azulado debido al anamorfo, textura velutinosa a
ligeramente granular por la produccion de cleistotecios, exudado escaso; 14 dias de
incubacidn color crema a palido amarillento, cubriendo toda la placa y con abundante
exudado hialino; reverso marrén anaranjado. Esporulacion asexual abundante. Desarrollo

presente a 10 °C y a 48 °C. En OA, 25°C, 7 dias, 55-73 mm diam., blanco verdoso,
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granulosas, con exudado hialino; 14 dias de incubacion con color crema a verdoso en el
centro, exudado hialino; reverso claro.

Ascomas cleistoteciales, globosos, blancos, 180-250 um diam. rodeados de una
red laxa de hifas hialinas de color amarillo palido, peridio compuesto por células
angulares. Ascos globosos a subglobosos, evanescentes, 12-13 x 9-11 um, 8-esporados.
Ascosporas hialinas, lenticulares, 6-7 x 4 pm, con superficies convexas y que se observan
reticuladas en MO y en MEB. Cabezuelas conidiales columnares. Conidioforos 200-525
x 3,5-6 um. Vesiculas piriformes a espatuladas, fértiles en la mitad superior, 11-19 um
diam., uniseriadas. Células conidiogenas (fidlides) 6-7 pm long. Conidios lisos,

subglobosos a elipsoidales, 2-2,5 x 2,5-3 um diam.

Materiales examinados: Catamarca, 0511, 0522 y 0527 (BAFCcult 1799), 05/01/09, 3511
y 3521, 23/08/11, RN 60 km 1146, 28°13,086'S, 66°22,675'W, 1051 msnm;
BAFCcult1664 (0811) y 0823, 06/01/09, RP 25, 28°15,510'S, 66° 08,788'W, 1424 msnm,;
211 y 212, 14/01/09, RP 33, 28°42,057'S, 65°46,128'W, 418 msnm; 5014, 23/08/11, RN
38 km 563, 28°35,088'S, 65°52,451'W, 522 msnm.

Materiales adicionales: NRRL 181 (= QM1983 = CBS 544.65T), ex typo, aislado de

manzanas €n conserva.

Citas geograficas: Argentina, Australia, Brasil, Estados Unidos, India, Islas Salomon,
Israel, Jamaica, Japon, Las Bahamas, Paquistdn, Reino Unido, Republica Popular de

Bangladés, Rusia, Sudafrica, Turquia, Uganda y Zaire (Domsch et al., 2007).

Patogenicidad: patdgeno de animales y humanos (Coriglione et al., 1990; Lonial ef al.,

1997; Mellado et al., 2006).

Hébitat: suelo, arroz molido, algodén, papas, mani, cuero, papel, conservas (Pitt &

Hocking, 1997).

Observaciones:
La presente descripcion coincide con la provista por Samson et al. (2007), sin
embargo, nuestros aislamientos alcanzaron didmetros ligeramente mayores en CYA y

MEA a 25 °C. El diametro de las ascosporas, aunque presentd valores dentro del rango
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destacado por estos autores, no alcanz6 nunca los de 8 um de diam. Se analiz6 la cepa
NRRL 181, ex typo de A. fischeri, a fin de comparar la identidad de los presentes
aislamientos.

Con respecto a los analisis moleculares, los aislamientos argentinos se agruparon
satisfactoriamente con A4 fischeri para los marcadores, BenA y CaM, coincidiendo para
ambos andlisis (Fig. 5: BenA, MP = 100 bs, NJ = 88; Fig. 9: CaM, MP = 100, NJ = 97).

Los siete aislamientos se obtuvieron en sitios relativamente cercanos e incluso en
diferentes estaciones (invierno y verano).

En Argentina fue aislada por primera vez por Winitzky (1953).

Aspergillus fumigatiaffinis S.B. Hong, Frisvad & Samson, en Hong, Go, Shin, Frisvad
& Samson, Mycologia 97 (6): 1326, 2005

Lamina 6

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 21-23 mm diam, blancas, surcadas, exudado
claro; reverso castafio (pardo) claro a naranja palido. Esporulacion asexual ausente. A
37°C, 7 dias, 65-69 mm diam. En MEA, 25 °C, 38-41 mm diam., blancas con sectores
verde azulados debido al anamorfo, flocosas, pero no elevadas, exudado ligeramente
amarillento. Esporulacion asexual abundante. Desarrollo presente a 10 °C, ausente a 50
°C.

Teleomorfo ausente. Cabezuelas conidiales columnares cortas. Conidioforos 140-
230 x 4,5-7 um. Vesiculas globosas a subglobosas (también se observaron
subclaviformes), fértiles en la mitad superior, 12-20 um diam., uniseriadas. Células
conidiogenas (fidlides) 6-8 x 2-3 um. Conidios lisos, globosos a subglobosos, 2-3 pm

diam.

Materiales examinados: Catamarca, 0713 y 0714, 06/01/09, RP 25, 28°14,602'S
66°08,849'W, 1507 msnm.

Citas geograficas: Estados Unidos (Hong et al., 2005), Iran (Samadi et al., 2015).

Patogenicidad: patdgeno humano, exhibe elevadas CIM respecto de anfotericina B y

varios triazoles (Alcazar-Fuoli ef al., 2008).

40



Capitulo I

Haébitat: suelo (Hong et al., 2005).

Observaciones:

En este aislamiento ademas de vesiculas globosas a subglobosas se observaron
vesiculas subclaviformes, no descritas para A. fumigatiaffinis. Ademas, las colonias en
CYA y MEA (25 °C, 7 d) presentaron didmetro menor que el referido en el protologo de
A. fumigatiaffinis; el desarrollo a 37 °C (CYA, 7 d), en cambio, fue coincidente con el
destacado por Hong et al. (2005). La identificacion del presente material como A.
fumigatiaffinis se sustenta sobre las caracteristicas diagnosticas de esta especie: vesiculas
globosas a subglobosas de 18-24 um, conidios lisos y capacidad para crecer a 10 °C y no
a 50 °C (Hong et al., 2005). Por otro lado, en el analisis de MP se une a la secuencia de
la especie tipo con valores de bs de 100 tanto para BenA como para CaM, y en los de NJ
con bs de 96 y 97 para BenA y CaM, respectivamente (Figs. 5y 9).

Esta seria la primera cita para Argentina.

Aspergillus affinis fumigatus Fresen., Beitr. Mykol. 3: 81 (1863)

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 35-53 mm diam., blancas a grisaceas,
velutinosas, exudado ausente, reverso anaranjado muy palido. Esporulacion asexual
escasa a muy abundante dependiendo de las cepas. A 37 °C, 7 dias, 40-70 mm diam. En
MEA, 25 °C, 38-68 mm diam., de color blanco a grisaceo, velutinosas a flocosas, a veces
sectorizadas, exudado claro a amarillento; reverso pardo anaranjado. Esporulacion
asexual abundante. Desarrollo presente a 10 °C, ausente a 50 °C. En OA, 25 °C, 7 dias,
35-65 mm diam., verde grisaceo, velutinosas a flocosas, exudado claro; reverso claro. En
MEAB, 25 °C, 38-64 mm diam., de color blanco a grisaceo, velutinosas. En YES, 25 °C,
7 dias, 40-75 mm diam. En CZ, 25 °C, 7 dias, 35-52 mm diam., blancas a grisaceas,
flocosas, exudado claro; reverso anaranjado a castafio. En CREA, 25 °C, 7 dias, 33-50
mm diam., buen crecimiento, produccién o ausencia de 4cido variable segun las cepas
estudiadas.

Teleomorfo ausente. Cabezuelas conidiales columnares. Conidioforos

pigmentados con estipites lisos y sinuosos, 38-200 x 3-7 um. Vesiculas globosas a
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subglobosas, fértiles en la mitad superior, 12-20 um diam., uniseriadas. Conidios rugosos,

subglobosos a elipsoidales, 2-4 um diam.

Materiales examinados: Catamarca, 0321, 05/01/09, 2312, 2323 y 2324, 02/01/10, RN 60
km 1016, 29°30,068'S, 65°37,951'W, 237 msnm; 0420, 05/01/09, 3414, 23/08/11, RN 60
km 1102, 28°55,246'S, 66°08,768'W, 338 msnm; 0714, 0715, 0716 y 0724, 06/01/09,
3723, 23/08/11, RP 25, 28°14,602'S, 66°08,849'W, 1507 msnm; 1613, 10/01/09, Camino
Corral Quemado a Papachacra, 27°07,545'S, 66°56,598'W, 2152 msnm; 5024, 23/08/11,
RN 38 km 563, 28°35,088'S, 65°52,451'W, 522 msnm; 5111, 22/08/11, RP 33,
28°42,057'S, 65°46,128'W, 418 msnm; 5212, 5221, 5222, 5213a, 5214a, 5222a,5223ay
5224a, 24/08/11, RP 47, 27°30,012'S, 66°22,835'W, 1555 msnm.

Observaciones:

Las cepas citadas en los materiales examinados reunen un conjunto de
caracteristicas morfoldgicas que las relacionan en sentido amplio con 4. fumigatus Fresen.
y especies cercanas como A. lentulus Balajee & K.A. Marr, A. fumigatiaffinis, A.
fumisynnematus Y. Horie, Miyaji, Nishim., Taguchi & Udagawa, A. novofumigatus S.B. Hong,
Frisvad & Samson y los anamorfos de especies heterotalicas. Los caracteres morfologicos
no bastan para distinguir a estas especies entre si. Por el momento, presentamos este grupo
de cepas bajo A. aff. fumigatus hasta poder proseguir con los estudios moleculares
pertinentes.

Si se puede afirmar que no se trata de 4. fumigatus s.s. debido a que éste no crece
a 10 °C y si a 50 °C. Por otra parte, con respecto al crecimiento en CREA, A. fumigatus
presenta crecimiento pobre y produccion de dcido débil o ausente, en cambio en nuestros
aislamientos se observo buen crecimiento. En cuanto a la morfologia, el ancho de los
estipites de los conididforos y la forma de sus vesiculas constituyen caracteristicas
variables entre cepas y no son suficientes para fundamentar el diagnostico diferencial
entre A. fumigatus y especies relacionadas. Cabe destacar, no obstante, que el ancho de
los estipites de nuestros aislamientos oscil6 entre los 3 um y los 10 um, mientras que 4.
fumigatus s.s., A. lentulus, A. fumigatiaffinis, A. fumisynnematus y A. novofumigatus

presentan estipites con anchos nos superiores a 8 pm.
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Aspergillus geometricus S. M. Romero, Comerio & A. I. Romero sp. nov.

Holotypus: Argentina, Catamarca, 3221, 22/08/11, RN 60 km 934, 29°33,581'S, 64° 52,937'W, 186 msnm.

Cultivo seco.

Lamina 7

Species insignis ornamento ascosporarum, a speciebus homothallicis microtuberculatis
generis Aspergilli sectionis Fumigatorum propter microtubercula praecipue conjuncta
dispositaque in lineis fractiflexis et cristas multangulas notabiles margines praebentes

distincta.

Etimologia: geometricus —a —um, adj., geométrico, caracterizado por lineas rectilineas o

curvilineas, o figuras utilizadas en la geometria.

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 55-58 mm diam., blancas, velutinosas y surcadas;
14 dias de incubacidn, extendidas por toda la placa de cultivo, blancas a crémeas,
velutinosas y surcadas, exudado claro en area central; reverso castafio claro con un leve
tinte color salmon. Esporulacion escasa a nula. En MEA, 25 °C, 7 dias, 64-73 mm diam.,
de color blanco a amarillo palido en el centro, muy granulosas, exudado claro en el centro;
14 dias de incubacion, extendidas por toda la placa de cultivo, blancas a crémeas muy
granulosas, exudado claro; reverso en tonos de color marron. Esporulacion asexual escasa
a nula. Desarrollo presente a 10 °C, ausente a 48 °C. En OA, 25 °C, 7 dias, 53-55 mm
diam., blancas, de aspecto granuloso por la produccion de cleistotecios, exudado escaso
y claro; cubriendo toda la placa de cultivo a los 14 dias de incubacion y de igual aspecto
que a los 7 dias, exudado claro; reverso claro.

Ascomas cleistoteciales globosos, blancos, 270-420 um diam., pared del peridio
compuesta por células angulares. Ascos globosos, evanescentes, 11-12 um diam., con 8
esporas. Ascosporas hialinas, lenticulares, 7 x 4-4,5 um, con superficies convexas muy
ornamentadas. En MEB se observan crestas poligonales, no muy separadas entre si con
borde conspicuo; las caras convexas del cuerpo de la espora presentan espinas, tubérculos
y barras anastomosadas. Cabezuelas conidiales columnares. Conidioforos con estipites
sinuosos en algunos casos, 73-325 x 2-5 um. Vesiculas globosas a subglobosas o
piriformes, 8-16 um diam., uniseriadas. Células conidiogenas (fialides) 5-8 % 2-3 um.

Conidios globosos a subglobosos, con ornamentacion muy delicada 2,5-3 x 2-2,5 um.
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Materiales examinados: Catamarca, 3221, 22/08/11, RN 60 km 934, 29°33,581'S, 64°
52,937'W, 186 msnm (holotipo).

Citas geograficas: -.

Habitat: suelo.

Patogenicidad: -

Observaciones:

Esta cepa presenta caracteristicas morfoldgicas que no coinciden con las especies
conocidas hasta el momento, especialmente en relacion con la morfologia de las
ascosporas, que presentan espinas, tubérculos y barras anastomosadas en las caras
convexas del cuerpo de la espora, crestas poligonales, con borde muy conspicuo y no muy
separadas entre si.

Tanto en el analisis de MP y de NJ (Figs. 4 y 7) la nueva especie propuesta se
relaciona con buenos soportes (Figs. 5 y 9) con A. fumisynematus en un grupo formado
por A. lentulus, A, fumigatus y A. fischeri. Este ultimo agrupamiento coincide con el
obtenido por Samson et al. (2007).

A. fumisynematus es una especie solo conocida en estado anamorfico,
caracterizada por la formacion de sinemas en MEA (Horie ef al., 1993). Este caracter ha
sido utilizado como definitorio para separarla de otras relacionadas (Horie ef al., 1993) y
aceptado por Samson ef al. (2007). La especie nueva argentina no presenta sinemas,
desarrolla también estado teleomorfico y se incorporaria al grupo de especies afines
mencionado en el parrafo anterior.

Debido a estos resultados se propone esta especie nueva.
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Aspergillus huiyaniae Y. Horie, Matsuzawa, Abliz & Yaguchi, Mycoscience 55: 218,
2014

Lamina &

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 44-48 mm diam., blanquecinas, velutinosas, con
exudado escaso y claro; 14 dias de incubacion 60-64 mm diam., de color amarillento mas
intenso en el centro que en los bordes, surcada transversal y radialmente, pigmento
soluble en tonos pardos; reverso de color marrén rojizo. Esporulacion asexual escasa a
nula. A 37 °C, 7 dias, 25-28 mm diam. En MEA, 25 °C, 43-48 mm diam., de color blanco
con centro castafo claro, poco surcada sin exudado, textura predominantemente
granulosa a causa de la abundante produccién de cleistotecios; 14 dias de incubacion 72
mm diam., blancas amarillentas surcadas y con abundante exudado amarillo; reverso de
color marrén anaranjado. Esporulacion asexual escasa a nula. Desarrollo presente a 10 y
45 °C, ausente a 48 °C. En OA, 25 °C, 7 dias, 34-44 mm diam., blancas, granulosas, sin
exudado; 14 dias de incubacion color blanco a amarillento verdoso en los bordes,
extendiéndose por toda la placa de cultivo, granulosa debido a la presencia de
cleistotecios, sin exudado; reverso amarillento. En PDA, 14 dias, 25 °C, 65 mm diam., de
color blanco con centro y exudado amarillento, pigmento soluble anaranjado; reverso
anaranjado. Esporulacion asexual ausente. En M20, 25 °C, 7 dias, esporulacion asexual
abundante y ausencia de cleistotecios.

Ascomas cleistoteciales superficiales, mayormente globosos a subglobosos,
blanquecinos a blanco amarillentos, 90-250 pm diam., cubiertos por una red poco profusa
y laxa de hifas hialinas, en algunas zonas se observan hifas con ligera pigmentacion
castafa, peridio compuesto por células angulares. Ascos globosos, evanescentes, 10-13 x
10-12 pum, con 8 esporas. Ascosporas hialinas, lenticulares, 5-6,5 x 4,5-5 um, con
superficies convexas rugosas, con verrugas irregulares en algunos casos anastomosadas,
rara vez formando reticulos incompletos y con dos crestas ecuatoriales. Cabezuelas
conidiales columnares cortas. Conidioforos 110-175 % 2-4 um algunos muy sinuosos.
Vesiculas piriformes a espatuladas, algunas deformes, fértiles en la mitad superior, 10-15
% 7-10 um diam., uniseriadas. Células conidiogenas (fialides) 3-7 % 2-3 um. Conidios

lisos, globosos a subglobosos, 2-3 um diam.
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Materiales examinados: Catamarca, 0515, 05/01/09, RN 60 km 1146, 28°13,086'S
66°22,675'W, 1051 msnm; 3421, 23/08/11, RN 60 km 1102, 28°55,246'S 66° 08,768'W,

338 msnm.

Habitat: suelo (Matsuzawa et al., 2014).

Citas geograficas: China (Matsuzawa et al., 2014).

Observaciones:

Esta descripcion coincide con la de Horie et al. (2014). Sin embargo, el didmetro
de los cleistotecios segun la descripcion original no supera los 190 um. Las ascosporas
de esta especie presentan cierta similitud con las de 4. fennelliae Kwon-Chung & S.J. Kim,
pero esta Ultima es heterotdlica, a diferencia de A. huiyaniae que es homotalica. Las
ascosporas de nuestros aislamientos son hialinas, Matsuzawa et al. (2014) describen en
el protologo ascosporas de color marrén amarillento a marréon amarillento claro. Sin
embargo, es caracteristico del grupo A. fumigatus (Raper y Fennell, 1965) la produccion
de ascosporas sin color. Por otra parte, los conidiéforos presentes en el micelio aéreo de
las cepas argentinas nunca alcanzaron una longitud de 270 um, como describieron
Matsuzawa et al. (2014).

El estudio de los caracteres moleculares refuerza la identificacion realizada, ya
que de acuerdo con los analisis de MP y NJ de BenA y CaM (Figs. 4 y 7) las cepas
argentinas identificadas como A4. huiyaniae integraron un clado con buen soporte (Figs. 5
y 9) con la secuencia de referencia de esta especie. Dicho clado es compartido con 4.
fennelliae, A. denticulatus (Samson, S.B. Hong & Frisvad) Samson, S.B. Hong, Visagie & Houbraken
y A. sublevisporus Someya, Yaguchi & Udagawa. Matsuzawa et al. (2014) exhiben similares
resultados. Ademas, se agregan al clado A. ofanii Takada, Y. Horie & Abliz y A. ferenczii
(Varga & Samson) Samson, Varga, Visagiec & Houbraken coincidiendo con Novakova et al.
(2014).

Se encontraron dos aislamientos de esta especie pertenecientes a distintos
muestreos, verano de 2009 e invierno de 2011, y muy cercanos geograficamente
(aproximadamente 40 km).

La presente constituye la segunda cita mundial para esta especie.
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Aspergillus laciniosus S.B. Hong, Frisvad & Samson, Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56:
484, 2006

= Neosartorya laciniosa S.B. Hong, Frisvad & Samson, Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56: 484,
2006.

Lamina 9

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 52-64 mm diam., de color amarillo palido a
crema. velutinosas a granulosas debido a la presencia de ascomas cleistoteciales, exudado
escaso, claro; 14 dias de incubacion de color amarillo palido, extendiéndose por toda la
placa de cultivo, exudado escaso, transparente; reverso anaranjado palido. Esporulacion
asexual escasa a nula. A 37 °C, 7 dias, hasta 75 mm diam. En MEA, 25 °C, 7 dias, 65-68
mm diam., de color blanco a amarillento, textura granulosa; 14 dias de incubacion color
amarillento, cubri6 la placa de cultivo, textura predominantemente granulosa debido a la
abundante produccion de ascomas cleistoteciales, abundante exudado transparente;
reverso castafio anaranjado. Esporulacion asexual escasa a nula. Desarrollo presente a 10
y 48 °C. En OA, 25°C, 7 dias, 40-60 mm diam., blancas, delicadas; 14 dias de incubacion
de color blanquecino, extendiéndose por toda la placa de cultivo, crecimiento delicado y
con poca presencia de ascomas cleistoteciales, exudado abundante y transparente; reverso
claro. En M20, 25 °C y 37 °C, 7 dias, esporulacion asexual abundante.

Ascomas cleistoteciales globosos, blanquecinos a amarillo palidos, 200-350 um
diam., cubiertos por una red laxa formada por hifas hialinas a ligeramente amarillentas,
peridio constituido por células angulares. Ascos globosos a subglobosos, evanescentes,
11-14 x 10-13 pm, con 8 esporas. Ascosporas hialinas, lenticulares, 6-7 x 5 um, con
superficies convexas y con espinas que se anastomosan formando un reticulo delicado
(Lam. 9.H). En MEB también se pueden apreciar los dos anillos de proyecciones
microtuberculadas en la zona ecuatorial (Lam 9.1).

Cabezuelas conidiales columnares, cortas. Conidioforos 190-475 x 3-4,5 um. Vesiculas
subglobosas a subclaviformes, fértiles en la mitad superior, 10-13 um diam., uniseriadas.
Células conidiogenas (fialides) 4-5 x 2,5-3um. Conidios lisos, globosos a subglobosos,

2-2,5 pm diam.

Materiales examinados: Catamarca, BAFCcult 3021 (022), 05/01/09, y 221, 02/01/10,
RN 60 km 934, 29°33,581'S, 64°52,937'W, 186 msnm; 1111, 09/01/09, RP 46 Km 70,
28°05,578'S, 66°12,913'W, 859 msnm; 2012, 12/01/09 y 5023, 23/08/11, RN 38 km 563,
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28°35,088'S, 65°52,451'W, 522 msnm; 4423, 25/08/11, RN 40, 27°18,858'S, 66°
53,584'W, 1707 msnm.

Citas geograficas: Corea, Estados Unidos, Holanda, Kenia, Pakistan, Republica

Dominicana, Surinam (Hong et al., 2006), Tailandia (Eamvijarn ef al., 2013).

Habitat: suelo (plantacion de tomate), corales (referencias idem punto anterior).

Patogenicidad: reporte de un caso en ser humano inmunocomprometido (Malejczyk et

al., 2013).

Observaciones:

La descripcion de los presentes aislamientos coincide, en cuanto a las
caracteristicas culturales y micromorfolégicas, con Hong et al. (2006) y Samson et al.
(2007); sin embargo, los conidios se presentan ligeramente mas pequefios en nuestros
aislamientos.

En el estudio de los caracteres moleculares (Figs. 4 y 7), las cepas argentinas se
presentan asociadas a 4. laciniosus, A. spinosus Kozak. y A. takakii Y. Horie, Abliz & K.
Fukush. con buenos soportes, especialmente para CaM (MP y NJ, Fig. 9). La relacion entre
A. laciniosus y A. spinosus coincide con Hong et al. (2006), estos autores no incluyeron
a A. takakii. Por otro lado, Hong et al. (2006) incluyeron a A. coreana que no fue
considerada en la lista de nombres aceptados por la ICPA (Samson et al., 2014) que se
sigue en esta Tesis. Dentro de este grupo, las cepas argentinas se relacionan mas entre si
que con A. laciniosus, excepto con el marcador CaM (MP y NJ). Sin embargo, hasta poder
comparar con el tipo, se tomo la decision de identificar como A. laciniosus a los
aislamientos estudiados. Las ascosporas de A. spinosus poseen espinas y proyecciones
circulares o triangulares; A. takakii también posee proyecciones dispuestas mas o menos
circularmente (Horie ef al., 2001), y algunos autores proponen su sinonimia con A.
spinosus (Hong et al., 2006; Samson et al., 2007). De todas maneras, 4. fakakii es
considerada actualmente una especie valida (Samson et al., 2014).

Las seis cepas aisladas provinieron de muestras tomadas en las tres campanas.

Este constituye el primer registro para Argentina.
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Aspergillus lentulus Balajee & K.A. Marr, in Balajee, Gribskov, Hanley, Nickle & Marr,
Eukaryotic Cell 4(3): 631, 2005

Lamina 6

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 40-45 mm diam, de color blanca con bordes
ligeramente azulados, velutinosas, surcadas, exudado ausente; reverso castafio claro.
Esporulacion asexual muy escasa. A 37 °C, 7 dias, 40-45 mm diam. En MEA, 25 °C, 43-
44 mm diam., de color blanco con sectores verde azulados debido al anamorfo,
velutinosas, elevadas, exudado claro; reverso de color marrén anaranjado. Esporulacion
asexual abundante. Desarrollo presente a 10 °C, no crece a 50 °C.

Teleomorfo ausente. Cabezuelas conidiales columnares cortas. Conidioforos lisos
con estipites sinuosos que presentan una constriccion inmediatamente debajo de la
vesicula, 75-190 x 3-5 um. Vesiculas globosas a piriformes, 7-17 pm diam., uniseriadas.
Células conidiogenas (fialides) 5-6 x 2 pym. Conidios lisos, subglobosos a elipsoidales,

2,5-3 x 2-2,5 um diam.

Materiales examinados: Catamarca, 1612, 10/01/09, Corral Quemado a Papachacra,

27°07,545'S, 66°56,598'W, 2152 msnm.

Citas geograficas: Argentina (Montenegro ef al., 2009), Corea (Hong et al., 2005), Espana
(Alhambra et al., 2008), Estados Unidos (Balajee ef al., 2005).

Patogenicidad: patogeno humano (idem referencias anteriores).

Habitat: suelo, fosa nasal de un delfin, ser humano (Hong et al., 2005).

Observaciones:

Esta cepa se ubica tentativamente bajo el nombre de esta especie debido a las
diferencias observadas. La descripcion antes enunciada concuerda con la de Balajee ef al.
(2005). Sin embargo, 4. lentulus presenta respecto de la cepa 1612 conidioforos mas
largos (de hasta 300 um) y vesiculas mas pequefias, de 8-10 um (descritas como
diminutas). En nuestro aislamiento fueron observadas vesiculas muy pequefias pero
también de mayor tamafio, igual que lo informado por Samson et al. (2007) quienes

registraron vesiculas de hasta 25 pm. Estos ultimos también describen a los conidios
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como lisos a finamente rugosos; no obstante, Balajee et al. (2005) los describe como
rugosos en el protologo de la especie. Los conidios de la cepa 1612 se observaron lisos
bajo el microscopio 6ptico; no se dispone de imagenes de MEB para este aislamiento.

En los arboles de MP se une a la secuencia de la especie tipo con valores de bs de
100 para BenA y 87 para CaM. Con NJ se agrupa con bs de 91 y 71 para BenA y CaM,
respectivamente (Figs. 5y 9).

A. lentulus es una especie recientemente descrita (Balajee et al., 2005) y
practicamente idéntica a A. fumigatus y a otros miembros de la seccion. Probablemente
aislamientos de origen clinico identificados como A. fumigatus se traten de A. lentulus
(Montenegro et al., 2009) o alguna especie relacionada.

Montenegro et al. (2009) aisld esta especie en nuestro pais a partir de una paciente

con probable aspergillosis pulmonar.

Aspergillus sculptus S. M. Romero, A. I. Romero & Comerio sp. nov.

Holotypus: Argentina, Catamarca, 0821, 06/01/09, RP 25, 28°15,510'S, 66° 08,788'W, 1424 msnm. Cultivo

S€CO.

Lamina 10

Inter species homothallicas generis Aspergilli sectionis Fumigatorum microtuberculis
atque angustis plicis ascosporarum ad A. aureolum et A. laciniosum accedens sed a
priore nullis hyphis flavis ascomatibus cingentibus, a posteriore coloniis (CYA, 25 °C,

7d) lente crescentibus recedens.

Etimologia: sculptus, adj., grabado, tallado.

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 11-16 mm diam., blancas muy arrugadas,
exudado ausente; 14 dias de incubacion, 17-20 mm, de color amarillo grisaceo claro muy
arrugadas y elevadas, exudado ausente; reverso castafio claro. Esporulacion asexual
ausente. A 37°C, 7 dias, 20-32 mm diam. En MEA, 25 °C, 7 dias, 12-21 mm diam., de
color blanco, apretadas, surcadas, con anillos y bordes irregulares; 14 dias de incubacion,
25-28 mm, blancas con abundante exudado amarillento; reverso en tonos de marron.

Esporulacion asexual escasa. Desarrollo presente a 10 °C, ausente a 45 °C. En OA, 25 °C,
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7 dias, 43-50 mm diam., blancas, de aspecto granuloso por la produccion de cleistotecios,
exudado ausente; cubriendo la placa de cultivo a los 14 dias de incubacion y de igual
aspecto que a los 7 dias, exudado claro; reverso claro. En M20, 25 °C, 7 dias, 31-34 mm
diam., blancas con sectores grisaceos debido a la presencia del anamorfo; 14 dias hasta
44 mm diam.

Ascomas cleistoteciales, globosos, blancos, 120-220 um diam, pared del peridio
compuesta por células angulares. Ascos globosos a subglobosos, evanescentes, 13-17 x
11-14 um, con 8 esporas. Ascosporas hialinas, lenticulares, 8-9 x 5-7 um, con superficies
convexas y ornamentacion conspicua que consiste en formaciones irregulares a modo de
barras sinuosas que parecen esculpidas, y crestas onduladas no muy separadas entre si
(Lam 10.H-J). Cabezuelas conidiales columnares cortas. Conidioforos septados, 95-225
x 3-5 um. Vesiculas globosas, fértiles en los dos tercios superiores, 10-15 um diam.,
uniseriadas. Células conididgenas (fialides) 5-7 pm long. Conidios lisos, subglobosos a

elipsoidales, 2-2,5 x 1,5-2 um diam.

Materiales examinados: Catamarca, 0821, 06/01/09, RP 25, 28°15,510'S, 66° 08,788'W,
1424 msnm (holotipo).

Citas geograficas: -.

Habitat: suelo.

Patogenicidad: -

Observaciones:

El presente aislamiento exhibe una combinacion de caracteristicas morfologicas y
de cultivo no compartida con las especies conocidas hasta el momento. Estas
caracteristicas son: la ornamentacion de las ascosporas junto con colonias de crecimiento
lento en MEA a 25 °C, 14 dias.

Si bien en los analisis filogenéticos (MP y NJ, Figs. 5 y 8) se presenta muy
relacionada con A. hiratsukae Udagawa, Tsub. & Y. Horie con valores de bs de 99 para BenA
y 100 para CaM (Fig. 8) para MP y, con bs de 75 y 99 para BenA y CaM (Fig. 8),
respectivamente, para NJ, A. hiratsukae se diferencia morfolégicamente de manera

notoria de la cepa argentina.
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Las ascosporas de A. sculptus y A. hiratsukae comparten una caracteristica en
cuanto a la disposicion de las crestas ecuatoriales: estas se encuentran separadas por un
espacio muy estrecho. No obstante, 4. hiratsukae se diferencia de A. sculptus porque
posee ascosporas de menor tamafo, ornamentadas con un reticulo delicado y con crestas
ecuatoriales de menor tamafio (Udagawa ef al., 1991; Samson et al., 2007; Guarro et al.,
2002). Por otra parte, los conidioforos de 4. sculptus son mas cortos y con estipites mas
delgados. En cuanto a las caracteristicas culturales nuestro aislamiento presenta menores
velocidades de crecimiento en MEA y OA. En MEA, ademas, A. sculptus produce un
exudado muy abundante, no descrito para A. hiratsukae (Udagawa et al., 1991; Samson
etal., 2007).

La ornamentacion de las ascosporas de 4. sculptus recuerda, de modo general, a
las ascosporas de 4. aureolus y A. laciniosus. A. sculptus se diferencia de la primera por
la ausencia de hifas amarillas asociadas a los ascomas, y de la segunda a causa de su
diferente desarrollo en CYA, 25 °C, 7 d (Samson et al., 2007).

Por lo tanto, se presenta la hipotesis de esta cepa como una especie nueva.

Aspergillus shendaweii (Yaguchi, Abliz & Y. Horie) Samson, Visagie & Houbraken,
Stud. Mycol. 78: 157,2014
= Neosartorya shendaweii Yaguchi, Abliz & Y. Horie, Mycoscience 51 (4): 260, 2010.

Lamina 11

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 11-17 mm diam., blancas, rugosas, sin exudado;
14 dias de incubacion 17-27 mm diam., blancas, exudado escaso y claro; reverso de color
castafio claro con tintes grisaceos. Esporulacion asexual muy escasa a nula. A 37°C, 7
dias, 38-57 mm diam., ausencia de esporulacion tanto sexual como asexual. En MEA, 25
°C, 38-50 mm diam., blancas a crémeas con bordes de color amarillo verdoso claro,
velutinosa, exudado ligeramente amarillento; 14 dias de incubacion crémeo grisaceo, 48-
55 mm diam., con exudado amarillento principalmente en los bordes; reverso marrén
anaranjado. Desarrollo presente a 10 °C y a48 °C. En OA, 25 °C, 7 dias, 48-55 mm diam.,
blancas a grisaceas debido a la presencia del anamorfo principalmente en el centro,
granulosas; 14 dias de incubacion blancas a grisaceas, mas oscuras en el centro, exudado

abundante y transparente; reverso claro. En M20, 25 °C, 7 dias, blancas ligeramente
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verdeazulado esporulacion asexual abundante; a 37°C esporulacion asexual muy
abundante.

Ascomas cleistoteciales, globosos, blancos a ligeramente amarillentos, 70-240 pm
diam., rodeados de una red laxa de color amarillo palido formada por hifas hialinas,
peridio formado por células angulares. Ascos globosos a subglobosos evanescentes, 11-
15 x 11-14 um, con 8 esporas. Ascosporas hialinas, lenticulares, 6-8 x 4-5 um, con
superficies convexas y tuberculadas. A mayores aumentos (MEB) se aprecian dos anillos
de proyecciones microtuberculadas en la zona ecuatorial y tubérculos aislados sobre las
crestas (Lam. 11.H-I). Cabezuelas conidiales columnares, cortas. Conidioforos 80-185 x
3,5-4 um. Vesiculas piriformes a espatuladas, fértiles en la mitad superior, 10-13 pum
diam., uniseriadas. Células conidiogenas (fidlides) 5 x 2 pym. Conidios lisos, globosos a

subglobosos, 2-3 um diam.

Materiales examinados: Catamarca, 0411, 0414, 0424, 05/01/09, 3411, 3415, 3416, 3422
y 3425bis, 23/08/11, RN 60 km 1102, 28°55,246'S, 66°08,768'338W; 0512 y 0524,
05/01/09, RN 60 km 1146, 28°13,086'S, 66°22,675' W, 1051 msnm; 0611 (BAFCcult
1674), 05/01/09, RP 46, 28°46,365'S, 66°09,940'W, 1317 msnm; 0721, 06/01/09 y 3721,
3722, 23/08/11, RP 25 28°14,602'S, 66°08,849'W, 1507 msnm; 0911 y 0922, 06/01/09,
28°22,677'S, 66°11,836'W, 1304 msnm; 1411, 10/01/09, RN 40, 27°18,858'S, 66°
53,584'W, 1707 msnm; 2011, 2022, 12/01/09 y 5015, 5022, 23/08/11, 28°35,088'S,
65°52,451'W, 522 msnm; 4221, 24/08/11, RP 46, 27°35,217'S, 66°22,183'W, 996 msnm,;
4321, 26/08/11, RP 46 km 185, 27°45,202'S, 66°47,989'W, 1069 msnm; 5122 y 5124,
22/08/11, RP 33, 28°42,057'S, 65°46,128'W, 418 msnm; 5724, 25/08/11 RN 40 km
4206,3, 27°00,294'S, 66°21,584'W, 2243 msnm; 5921, 26/08/11, RN 40 km 4019,
28°11,546'S, 67°08,201'W, 1065 msnm. La Rioja, 1921, 12/01/09, RN 60 Km 1172, 28°
40,507'S, 66° 30,038'W, 653 msnm; 6321 y 6328, 27/08/11, RN 60 Km 1226,
28°25,352'S, 66°53,113'W, 911 msnm.

Citas geograficas: China (Yaguchi ef al., 2010).

Habitat: suelo (Yaguchi et al., 2010).

Patogenicidad: no se registran datos.
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Observaciones:

Yaguchi et al. (2010) describieron ascomas pardo amarillento a amarillo claro de
55-135 um diam. y conidi6foros de longitud no superior a 100 um para A. shendaweii.
Los aislamientos estudiados en esta Tesis en cambio, exhibieron ascomas de color blanco
a amarillo palido (sin tonos parduzcos) de didametro mayor y conidiéforos de longitud
superior. Por otra parte, las colonias (MEA, 25 °C, 14 d) de nuestros aislamientos
desarrollaron didmetros mayores en relacion con los descritos para A. shendaweii.
Adicionalmente, los cultivos en CYA (25 °C, 14 d) de la mayoria de nuestros aislamientos
presentaron pigmento amarillo en el micelio subyacente al estrato de los ascomas; esta
caracteristica no se encuentra descrita para A. shendaweii. Los aislamientos 1411 y 1921
presentaron caracteristicas particulares. El primero desarrolld colonias con bordes
irregulares y 40 mm de diam. (CYA, 25 °C, 14 d); el segundo no presentd pigmentacion
amarilla en el micelio subyacente a los ascomas.

En el presente trabajo se obtuvieron 30 aislamientos, a partir de 18 muestras de
las campanas de invierno y verano; se analizaron 26 secuencias del gen BenA y 25 de
CaM (Figs. 4y 9). En el arbol obtenido por MP, nuestros aislamientos se agruparon con
la secuencia del tipo de A. shendaweii con un valor de bs de 100 tanto para BenA como
para CaM. Por NJ se agruparon con bs de 86 para CaM y 99 para BenA (Figs. 6 y 8).

Entre los aislamientos argentinos no se observan mayores diferencias en su
morfologia y en sus caracteristicas de cultivo, salvo las ya mencionadas anteriormente.
No obstante, en la filogenia se agrupan en forma de peine entre si y separadas de la
secuencia del tipo, indicando que al menos con dos marcadores no quedan bien
establecidas las relaciones entre las cepas argentinas. Esto podria indicar que estamos
frente a la presencia de un complejo de especies. Todo lo antedicho demuestra que el
estudio filogenético requiere un andlisis mas detallado aumentando el niimero de
secuencias provenientes de diversas regiones para confirmar si existe mas de una entidad
taxonomica.

La presente constituye la segunda cita a nivel mundial.

Aspergillus tatenoi Horie, Miyaji, Yokoyama, Udagawa & Takagi, Trans. Mycol. Soc.
Japan 33: 395, 1992

= Neosartorya tatenoi Horie, Miyaji, Yokoyama, Udagawa & Takagi, Trans. Mycol. Soc. Japan
33: 395, 1992.
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= Aspergillus delicatus H.Z. Kong, Mycotaxon 62: 429. 1997 = Neosartorya delicata H.Z. Kong,
Mycotaxon 62: 429, 1997.

Lamina 12

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 46-68 mm diam., de color blanco a amarillo muy
palido, velutinosas en la zona central, granulosas en la periferia debido a la presencia de
ascomas cleistoteciales, exudado escaso y claro; 14 dias de incubacion color crema,
extendiéndose por toda la placa de cultivo, exudado escaso, transparente a amarillento;
reverso anaranjado. Esporulacion asexual escasa a nula. A 37 °C, 7 dias, hasta 75 mm
diam. En MEA, 25 °C, 7 dias, 60 mm diam., de color blanquecino a amarillento, textura
predominantemente granulosa debido a la abundante produccion de ascomas
cleistoteciales; 14 dias de incubacion color crema extendiéndose por toda la placa de
cultivo y con abundante exudado amarillento; reverso anaranjado. Esporulacion asexual
escasa a nula. Desarrollo presente a 45 °C, ausente a 10 °C y a 48 °C. En OA, 25 °C, 7
dias, 65-72 mm diam., blanco amarillento, granulosas, con exudado abundante, hialino;
14 dias de incubacion color crema, mas oscuras en los bordes, exudado abundante y
hialino; reverso claro. En M20 y en ATA, 25 °C, 7 dias, esporulacion asexual abundante;
a 37°C esporulacion asexual muy abundante.

Ascomas cleistoteciales globosos, blancos, 200-480 um diam., rodeados de una
red laxa de color amarillo palido formada por hifas hialinas, peridio constituido por
células angulares. Ascos globosos, evanescentes, 11-15 % 11-14 pm, con 8 esporas.
Ascosporas hialinas, lenticulares, 6,5-7 X 5 pum, con superficies convexas, reticuladas.
Cabezuelas conidiales columnares, cortas. Conidioforos 180-340 x 4-7 pum. Vesiculas
piriformes a espatuladas, fértiles en la mitad superior, 10-17 pm diam., uniseriadas.
Células conidiogenas (fidlides) 6-7 pym long. Conidios lisos, globosos a subglobosos hasta

elipsoidales, 2-3 pm diam.
Materiales examinados: Catamarca, 0413 (BAFCcult1666) y 0412, 05/01/09, RN 60 km
1102, 28°55,246'S, 66°08,768'W, 338 msnm; y 222, 02/01/10, RN 60 km 934,

29°33,581'S 64°52,937'W, 186 msnm.

Materiales adicionales: Panama, NRRL 4584, aislado de suelo. Esta cepa fue considerada

de referencia ya que no se conto con el cultivo ex typo para su comparacion.
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Citas geograficas: Brasil (Horie e al., 1992), China (Samson et al., 2007), Panama (NRRL
coleccion de cultivos), Republica Dominicana (CBS coleccion de cultivos), Tailandia

(Sanmanoch et al., 2013; Yim et al., 2014).

Habitat: suelo (referencias idem punto anterior).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La descripcion de estos aislamientos coincide con la de Horie et al. (1992) a
excepcion de algunos comentarios que se detallan a continuacion.

En CYA y MEA, 25°C, 7 dias, nuestros aislamientos alcanzaron mayores
diametros que los presentados por Samson ef al. (2007); no obstante, exhibieron estrecha
similitud con el desarrollo descripto en el protologo de la especie (Horie et al., 1992). En
particular, las colonias del aislamiento 222 (MEA, 25°C) mostraron bordes mas
irregulares que el resto a los 7 dias de crecimiento en MEA 25 °C. Samson et al. (2007)
utilizaron M20 y M40 para favorecer el desarrollo del anamorfo. En el presente trabajo,
ademas de dichos medios de cultivo, se utilizo ATA a 30 °C y 37 °C; la esporulacion
asexual observada resulté abundante para ambas temperaturas de incubacion.

Respecto de la morfologia microscopica, tanto Horie et al. (1992) como Samson
et al. (2007) describieron ascomas cleistoteciales de 140-360 % 140-310 pum, los de
nuestros aislamientos presentaron forma mas globosa y alcanzaron didmetros mayores
(llegando a 480 um). Los conididforos presentes en el micelio aéreo evidenciaron menor
longitud que aquellos surgidos del estrato basal; sus vesiculas expresaron menor didmetro
(9-12 pm) y menor ntimero de fidlides. Los aislamientos analizados en esta oportunidad,
cultivados en M20 y M40 a 30°C, manifestaron conidioforos espiralados (Lam 12.L) en
el estrato basal del cultivo (en M20 con menos frecuencia). Esta Giltima particularidad, no
observada en MEA, ni en ATA, ni en Agar Heno, podria constituir una caracteristica
morfolégica diferencial que justifique ulteriores estudios comparativos en relacion con
aislamientos de A. tatenoi provenientes de otros sitios geograficos. Adicionalmente, en
M?20, tanto a 25 °C como a 37 °C, nuestros aislamientos produjeron mayor cantidad de
conididforos que los de la cepa NRRL 4584 tomada como referencia. Los aislamientos

0412 y BAFCcult1666 (0413) presentaron vesiculas de tamano levemente mayor que las
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aqui descriptas anteriormente (18-29 um diam.). Ademas, el aislamiento 0412 no
evidencid conidios globosos sino subglobosos a elipsoidales.

Nuestros aislamientos se agruparon con la secuencia del tipo de A. tatenoi con un
valor de bs de 100 para BenA (Fig. 5) y 99 en CaM (Fig. 8) en el arbol de MP, y de bs de
97 para BenA (Fig. 5) y 95 para CaM (Fig. 8), en el NJ.

Horie et al. (1992) fundaron Neosartorya tatenoi conjuntamente con su estado
anamorfico Aspergillus tatenoi. Posteriormente, un aislamiento con ascosporas de similar
ornamentacion, fue descrito como N. delicata H.Z. Kong y A. delicatus H.Z. Kong por Kong
(1997). Samson et al. (2007) consider6 a N. delicata como sindnimo de N. fatenoi. Sin
embargo, Samson et al. (2014) y el listado de las especies reconocidas en la pagina del
International Commission of Penicillium and Aspergillus (ICPA) citan a A. delicatus sin
hacer ninguna referencia a dicho sinénimo. En la lista de tipos la /CPA cita solamente a
A. tatenoi y no al tipo de A delicatus. Por lo tanto, la ausencia de A. tatenoi entre las
especies aceptadas podria interpretarse como una omision involuntaria.

La presente constituye la primera cita para nuestro pais.

Aspergillus tubercularis S. M. Romero, Comerio & A. I. Romero sp. nov.

Holotypus: Argentina, Catamarca, 0418, 05/01/09, RN 60 km 1102, 28°55,246'S, 66°08,768'338W. Cultivo

S€CO.

Lamina 13

Species peculiaris, ab aliis speciebus homothallicis generis Aspergilli sectionis
Fumigatorum microtuberculis discretis et conjunctis dispositisque in circumferentiarum
arcibus gaudentibus propter corpora late elliptica vel elliptica a latere visa atque dorsum

auranticum concomitatum coloniarum (CYA, 25 °C, 7 d) distincta.

Etimologia: tubercularis —e, adj., que posee proyecciones similares a verrugas, que posee

tubérculos.

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 14-20 mm diam., blancas, velutinosas, lisas a
surcadas; 14 dias de incubacion, 36-50 mm blancas, velutinosas a ligeramente flocosas,

lisas a surcadas, exudado claro abundante a muy abundante; reverso pardo anaranjado.
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Esporulacion asexual ausente. A 37°C, 7 dias, 20-32 mm diam. En MEA, 25 °C, 7 dias,
25-42 mm diam., blancas, velutinosas con o sin surcos; 14 dias de incubacion, 38-54 mm,
blancas con abundante exudado claro; reverso de color marrén anaranjado a marroén en
los bordes. Esporulacion asexual generalmente escasa. Desarrollo presente a 10 °C,
ausente a 48 °C. En OA, 25°C, 7 dias, 34-40 mm diam., blancas, planas, con cleistotecios
dispersos; 14 dias de incubacion, 65-70 mm, blancas, granulosas, exudado claro; reverso
claro.

Ascomas cleistoteciales globosos, blancos, 100-420 um diam, pared del peridio
compuesta por células angulares. Ascos globosos, evanescentes, 12-15 x 10-14 pm, con
8 esporas. Ascosporas hialinas, lenticulares, 6-8 x 4-5 um, con superficies convexas
microtuberculadas y crestas con borde. Cabezuelas conidiales columnares cortas.
Conidiodforos con estipites flexuosos y tabicados en algunos aislamientos, 110-185 x 2,5-
4,5 pm. Vesiculas subclaviformes, 7-15 pm diam., uniseriadas. Células conidiogenas

(fialides) 4-7 pm long. Conidios lisos, globosos a subglobosos, 2 x 2,5 pm diam.

Materiales examinados: Catamarca, 0418, 05/01/09, RN 60 km 1102, 28°55,246'S,
66°08,768'338W. La Rioja, 6311, 6315, 6316, 6324 y 6327, 27/08/11, RN 60 km 1226,
28°25,352'S, 66°53,113'W, 911 msnm.

Citas geograficas: -.

Habitat: suelo.

Patogenicidad: -

Observaciones:

Los presentes aislamientos exhiben una combinacién de caracteristicas no
observadas en las especies hasta ahora descritas. Adicionalmente, se observaron algunas
diferencias entre los mismos. El aislamiento 6315 en MEA, 25 °C, 14 dias, presenta mayor
velocidad de crecimiento que los otros aislamientos, hasta 70 mm, ademas las colonias
poseen centro azulado debido a la presencia del anamorfo y borde festoneado. Se
observaron conidioforos de menor longitud, 25-63 y 31-90 um para las cepas 6311 y
6315, respectivamente. Por otra parte, las cepas 0418 y 6327 (MEA, 25 °C, 14 d)

presentan funiculos en bajo numero. Los seis aislamientos poseen ascosporas
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microtuberculadas de igual aspecto, aunque en las ascosporas del 6315 la ornamentacion
pareceria abarcar los bordes de las crestas y presentar mayor densidad de tubérculos.

Una particularidad de A. tubercularis solo compartida, en el grupo de las especies
microtuberculadas, por 4. biparmatus es el color anaranjado del reverso de las colonias
en CYA, 25 °C, 14 d. De todas maneras, 4. tubercularis se diferencia de A. biparmatus
por la forma ampliamente elipsoidal del cuerpo de sus esporas, de su desarrollo lento en
CYA, 25 °C, 7 d (moderado en el caso de 4. biparmatus) y de su desarrollo lento a
moderado en CYA, 37 °C, 7 d (rapido en el caso de A. biparmatus).

A diferencia de otras especies con ascosporas microtuberculadas tales como A.
galapagensis y A. papuensis, las colonias de nuestros aislamientos resultaron menores en
CYA, 25 °C, 7 dias. Por otra parte, 4. tubercularis se diferencia de A. shendaweii y de A.
australensis porque presenta desarrollo mas lento en CYA, 37 °C, 7 d.

En base a los estudios moleculares (Figs. 4 y 7), las cepas argentinas se
relacionaron moderadamente con A. galapagensis con el marcador BenA (MP bs = 97,
NJ bs = 51, Fig. 6); en cambio con el marcador CaM (Fig. 8) no se relacionaron con A.
galapagensis y se mantuvieron unidas (MP: bs = 100; NJ: bs = 98). A. galapagensis se
caracteriza por la abundante produccion de funiculos tanto en CYA como en MEA (la
colonia es conspicuamente funiculosa), la produccion de los ascomas se produce a las dos
semanas de incubacion, y la liberacion de las ascosporas a las tres semanas. En nuestras
cepas siempre se observaron ascosporas maduras a los 14 dias de incubacion.

En esta Tesis se propone una especie nueva, no obstante, podria tratarse de un

complejo que requerira posteriores estudios para su elucidacion.
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Clave para las especies de Aspergillus sect. Fumigati estudiadas en el presente

trabajo
I Teleomorfo PreSente ........c.ovuiineitiit ettt e e eaeee e 2
17 Teleomorfo QUSENE ........o.uinei e 12
2 Ascosporas reticuladas .........o.oiuiitiii e 3
27 Ascosporas N0 reticuladas ..........oiiiiiiiiiii e 4
3 Anamorfo abundante en MEA, 25°C, 7d .....cooeeiiiiiiinini.. Aspergillus fischeri
3> Anamorfo escaso o nulo en MEA, 25°C,7d ...................... Aspergillus tatenoi
4 Colonias en CYA, 25 °C, 7 d mayores de 40 mm de diam. ...................cceenenn. 5
4> Colonias en CYA, 25 °C, 7d menores de 40 mm de diam. ..............ccevveeennnnn. 7
5  Ascosporas ornamentadas con pliegues groseros a modo de cordones, sin
MICTOtUDErCULOS ..ot Aspergillus huiyaniae
5> Ascosporas ornamentadas con pliegues angostos y/o microtubérculos ............... 6
6  Ascosporas ornamentadas con microtubérculos y pliegues radiales angostos que se
extienden hasta las crestas inclusive ....................oceeeen. Aspergillus laciniosus
6’ Ascosporas ornamentadas solo con microtubérculos, éstos mayoritariamente

8’

9’

10

10°

11

11’

12
12°

13
13’

asociados en complejos lineales zigzagueantes; crestas de las ascosporas con bordes

notorios que describen un poligono .......................... Aspergillus geometricus
Colonias en CYA, 25 °C, 7 d 30-40 mm de diam. ........... Aspergillus biparmatus
Colonias en CYA, 25 °C, 7d menoresde 30 mm de diam. ................coevvvvnn.. 8
Ascosporas con microtubérculos y pliegues radiales angostos que se extienden hasta
las crestas iINCIUSIVE ........ooiuiiiii i Aspergillus sculptus
Ascosporas solo con microtub@rculos .........oovvviiiiiiiiiii e, 9
Colonias en CYA, 37 °C, 7 d mayores de 35 mm de diam. ........................... 10

Colonias en CYA, 37 °C, 7 d menores de 35 mm de diam.
...................................................................... Aspergillus tubercularis
Microtubérculos mayoritariamente asociados en cumulos o haces de tres a seis
unidades;  vesiculas de los conidiéforos 5-100 pum de diam.
..................................................................... Aspergillus cacuminosus
Microtubérculos mayoritariamente solitarios no asociados en ctimulos ni en haces;
vesiculas de los conididforos 10-16 um de diam. ...............ccooiiiiiiien... 11
Colonias en CYA, 25 °C, 14 d mayores de 35 mm de diam., con reverso palido
.................................................................... Aspergillus australensis
Colonias en CYA, 25 °C, 14 d menores de 35 mm de diam., con reverso castafio

ClATO. ..ttt Aspergillus shendaweii
Conidioforos con forma de clava presentes ............c.oceveiiiiiiiiiiiiiniiiniinnn.. 13
Conidiéforos con forma de clava ausentes, con una constriccion notoria
inmediatamente debajo de la vesicula .................cccceeeni Aspergillus lentulus
Conidios 11SOS . ..viriiii e Aspergillus fumigatiaffinis
Conidios TUZOSOS ...uvineeintiite e eeeae e Aspergillus aff. fumigatus
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Aspergillus subg. Nidulantes (sect. Nidulantes)

El subgénero Nidulantes contiene las secciones Nidulantes, Ochraceorosei, Usti,
Sparsi 'y Aeni (Frisvad et al., 2005, Peterson, 2008, Varga et al., 2010; Houbraken ef al.,
2011).

La sect. Nidulantes contiene especies con teleomorfos tipo emericella (Pitt et al.,
2000; Samson et al., 2000; Frisvad & Samson, 2004).

Raper & Fennell (1965: 491) resumen los caracteres mas destacados de esta

seccion.

Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church, Aspergilli: 147, 1926
= Sterigmatocystis sydowii Bainier & Sartory, Ann. Mycol. 11: 25, 1913.

Descripciones e ilustraciones: Raper & Fennell, 1965; Klich, 2002; Domsch et al., 2007.

Materiales examinados: Catamarca, 1024, 08/01/09, Rincon; 3911, 23/08/11, RP 25,
28°22.677'S, 66°11,836'W, 1304 msnm.

Citas geograficas: Argentina (Winitzky, 1948), Alaska, Australia, Austria, Brasil,
Canada, EEUU, Egipto, Espana, India, Italia, Islas Britanicas, Japon, Kuwait, Malasia,
Namibia, Pakistan, Peru, Singapur, Sudafrica, Siria, ex Unidn soviética (Domsch ef al.,

2007).

Hébitat: principalmente suelo, pero también de ambientes externos e internos (Klich,
2002). Esta especie ha sido encontrada en numerosos alimentos, especialmente en

alimentos secos (Pitt & Hocking, 2009). Esponjas marinas (Ein-Gil et al., 2009).
Patogenicidad: en humanos fue informado un caso de onicomicosis (Yamada ef al., 2012)

y de peritonitis (Chiu et al., 2005). Produccion de dermatitis en caballos (Lee et al., 2012).
Patdgeno de corales (Rypien et al., 2008; Ein-Gil et al., 2009).
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Observaciones:

Las caracteristicas de los aislamientos concuerdan con las descripciones de Raper
& Fennell (1965) y Klich (2002).

En nuestro pais ha sido aislada previamente a partir de muestras de aire de la
Ciudad de Buenos Aires (Winitzky, 1948), semillas de amaranto (Bresler et al., 1995),
pasas de uva (Romero et al., 2005), de granos de maiz y soja (Septlveda et al., 2005), de
suelos semiaridos de San Luis (Mangiaterra et al., 2006), de hierbas medicinales (Sanchez
et al., 2006) y en suelo de bosques nativos de Celtis tala de la Provincia de Buenos Aires

(Eliades et al., 2006a; Allegrucci et al., 2007).

Aspergillus subg. Nidulantes (sect. Usti)

Raper & Fennell (1965) propuso el “Aspergillus ustus species group” que incluyd
a A. ustus (Bainier) Thom & Church junto con otras cuatro especies. Actualmente la seccion
Usti incluye 21 especies, de las cuales dos poseen teleomorfo (Peterson, 2008; Samson ef
al.,2011).

Raper & Fennell (1965: 543) resumen los caracteres mas destacados de esta

seccion.

Aspergillus fuscicans S. M. Romero, A. I. Romero & Comerio sp. nov.

Holotypus: Argentina, Catamarca, 1611, 10/01/09, Corral Quemado a Papachacra, 27°07,545'S,
66°56,598'W, 2152 msnm. Cultivo seco.

Lamina 14
Habitu morphologiaque A. usto et affinibus speciebus similis; ad A. calidoustum
accedens, sed ab ea specie conidiis modice majoribus ac cellulis obtengentibus non modo

irregulariter elongatis sed etiam oviformibus recedens.

Etimologia: fuscus —i, adjectivo, pardo grisaceo o negruzco, pardo negruzco muy oscuro;

-icans, sufijo, indica proceso de conversion o un parecido tan cercano como para ser casi
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idéntico); fusc- + -icans = fuscicans; fuscicans: que llega a ser marrén negruzco muy

oscuro.

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 33-35 mm, blancas con centro grisdceo, pigmento
soluble amarillo, exudado amarillento; reverso amarillo anaranjado. A 37 °C, 7 dias, 23-
27 mm diam. En CZ, 25 °C, 7 dias, 30-34 mm diam., blancas centro pardo muy claro;
reverso claro. En MEA, 25 °C, 7 dias, 37-47 mm diam., de color gris parduzco con gotas
pequeiias de exudado oscuro. Se torna de color castafio muy oscuro a negro luego de dos
semanas de incubacion (detalle en Lam. 14.C). A 40 °C, 7 dias, 4-5 mm diam. Desarrollo
ausente a 42 °C. En MEAB, 25 °C, 7 dias, 38-48 mm diam., pardo grisaceo; con pigmento
soluble y reverso amarillos. En OA, 25°C, 7 dias, 35-37 mm diam., de color pardo
grisaceo; pigmento soluble amarillo ligeramente verdoso, reverso amarillo verdoso. En
CREA, 25 °C, 7 dias, 20-21 mm diam., esporulacion pobre, sin produccion de acido,
micelio hialino.

Teleomorfo ausente. Conidioforos con tintes de color marrén, lisos, cortos en el
micelio aéreo, con septos, 48-178 x 4-6 um, algunos curvados. Vesiculas globosas a
piriformes, 10-16 pm diam., biseriadas. Células conididgenas (fidlides) 5-6 yum long.
Conidios muy ornamentados con espinas gruesas y barras, globosos, 3,5-5 um diam.
C¢lulas de Hiille hialinas, escasas, irregularmente elongadas a ovoides. En los sucesivos

cultivos se encontraron en numero decreciente.

Materiales examinados: Catamarca, 1611, 10/01/09, Corral Quemado a Papachacra,

27°07,545'S, 66°56,598'W, 2152 msnm (holotipo).

Citas geograficas: -.

Habitat: suelo.

Patogenicidad: -.

Observaciones:

Este aislamiento reune caracteristicas que no coinciden con ninguna de las

especies conocidas hasta el momento. A diferencia de A. ustus, la especie mas conocida

y mas frecuentemente aislada de la sect. Usti, nuestra cepa crece a 37C°. A. calidoustus
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Varga, Houbraken & Samson y A. pseudodeflectus Samson & Mouch. Son especies
estrechamente vinculadas con A. fuscicans. No obstante, esta se diferencia de A.
calidoustus por la reaccion de Ehrlich, la morfologia y el tamafio de los conidios. Por otra
parte, se distingue de A. pseudodeflectus, porque esta especie no produce células de Hiille.
En la Tabla 3 se compara la especie nueva aqui propuesta con las tres especies de mas

parecidas de la sect. Usti.

Tabla 3: Caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de A. fuscicans y otras especies

relacionadas de la sect. Usti.

Diam (mm) ., .
. Reaccion Conidios
Especie . CREA Color MEA
p cvA37 yEs de Ehrlich (um)

Crecimiento débil a Gri
A. calidoustus 20-35 36-41 Violeta moderado. S 2,7-3,5
R amarronado
Micelio hialino

A. fuscicans 3335 3840 Ninguna Crecimientodébil. oL o 3,5-5
Micelio hialino

Crecimiento débil a Sin
A. pseudodeflectus 15-20 20-30  Ninguna moderado. ., 3,5-5
o esporulacion
Micelio hialino

Buen crecimiento.
A. ustus - 43-49  Ninguna Micelio amarillo Castano 3,2-4,5
tenue

Los analisis filogenéticos en base a los marcadores BenA y CaM realizados,
confirman los resultados previos con respecto a la sect. Usti (Varga et al., 2008) cuyas
especies forman un clado bien definido (Fig. 10, MP BenA y CaM). El aislamiento 1611
se agrupod con A. calidoustus y A. pseudodeflectus con buen soporte. La relacion
filogenética de esta especie nueva con A. calidoustus y A. pseudodeflectus es la misma
que la observada entre estas dos especies en trabajos previos (Samson ef al., 2007 y 2011;
Varga et al., 2008), es decir siempre estan relacionados A. calidoustus y A.
pseudodeflectus con soportes altos (entre 90 y 100) para ambos marcadores y actina, y
diferenciados entre si principalmente por caracteres morfologicos y fisiologicas (tamafio
de colonia, reaccion de Ehrlich, presencia/ausencia de células de Hiille, etc.).

En base a las diferencias en estos caracteres es que se propone la presente especie

nucva.
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Hamigera Stolk & Samson, Persoonia 6 (3): 342, 1971

Especie tipo del género: Hamigera avellanea (Thom & Turesson) Stolk & Samson.

Hamigera avellanea (Thom & Turesson) Stolk & Samson, Persoonia 6 (3): 343, 1971
= Penicillium avellaneum Thom & Turesson, Mycologia 7 (5): 284, 1915.

= Talaromyces avellaneus (Thom & Turesson) C.R. Benj., Mycologia 47 (5): 682, 1955.

= Hamigera avellanea Stolk & Samson, Persoonia 6 (3): 345, 1971 var. avellanea

= Hamigera avellanea var. alba Morinaga, lkeda & Nomi, J. Jap. Bot. 58 (8): 253, 1983.

Lamina 15

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 35-38 mm diam., lanosas, surcadas, de color
amarillento a marrén claro, rosado en sectores con conididéforos; reverso de color marron
oscuro a rojizo. En MEA, 25 °C, 7 dias, 38-45 mm diam., de color blanco o amarillo
palido en el centro; exudado transparente, el tono rojizo y la abundancia del exudado se
incrementan con el aumento del tiempo de incubacion. Ascomas gimnoteciales globosos,
blanquecinos, 120-280 um diam., rodeados de hifas rojizas con incrustaciones (Lam.
15.E). Ascos subglobosos a claviformes, solitarios, 22-18 x 12-14 um, con 8 esporas.
Ascosporas hialinas, elipsoidales anchas, de pared gruesa y espinas delicadas, 6,5-8 x 5-
7 um. Conididforos 110-380 x 2,5-5 um con los apices ensanchados. Métulas 7-9 x 2-4
um, dispuestas de manera regular o irregular sobre el apice del conididforo, en algunos
casos subterminales (Lam. 15. J-K), ensanchadas apicalmente. Células conidiogenas

(fialides) 7-9 x 2-3 um long. Conidios elipsoidales lisos, 3-4 % 2-3 um.

Materiales examinados: Catamarca, 0416, 05/01/09, y 3424, 23/08/11, RN 60 km 1102,
28°55,246'S, 66°08,768'W, 338 msnm; 0525, 05/01/09, RN 60 km 1146, 28°13,086'S,
66°22,675'W, 1051 msnm; 0824, 06/01/09, RP 25, 28°15,510'S, 66°08,788'W, 1424
msnm; 5713, 25/08/11, RN 40 km 4206,3, 27°00,294'S, 66°21,584'W, 2243 msnm.

Secuencias: BenA y CaM para 0416.

Materiales adicionales: EEUU, Texas, San Antonio, NRRL 1938 ex typo, aislado de suelo.
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Citas geograficas: Argentina (Godeas, 1975), EEUU (Stolk & Samson, 1971), Espafia,
(Peterson et al., 2010), Tailandia (Piasai et al., 2009), Taiwan (BCRC Coleccion de
Cultivos).

Habitat: suelo, estiércol (idem referencias anteriores).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La descripcion de nuestros aislamientos concuerda en gran parte con la del
protologo (Stolk & Samson, 1971) y con Peterson et al. (2010). Sin embargo, en CYA,
25 °C, 7 dias, el cultivo ex tipo presentd reverso de color rojo intenso, casi purpura,
mientras que el presente aislamiento exhibid reverso rojizo.

En nuestro pais el primer y tnico registro de esta especie hasta el presente fue el
realizado por Godeas (1975) en Chascomus, Provincia de Buenos Aires.

Se han llevado a cabo estudios de termorresistencia de esta especie debido a que
es frecuentemente encontrada como contaminante de alimentos pasteurizados que

contienen azucar y derivados de frutas (Scaramuzza & Berni, 2014).

Hamigera ingelheimensis (J.F.H. Beyma) S.W Peterson, Mycology 5 (3): 105, 2014

= Penicillium ingelheimense J.F . H. Beyma, Antonie van Leuuwenhoek 8:109, 1942.

= Merimbla ingelheimensis (J.F.H. Beyma) Pitt, in Pitt & Hocking, Can. J. Bot. 57 (21): 2394,
1979.

= Raperia ingelheimensis (J.F.H. Beyma) Arx, Mycotaxon 26:121, 1986.

Lamina 14

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 54-60 mm diam., velutinosas, planas, aunque
con micelio aéreo en el centro sobre los conididforos, de color marrén claro con bordes
amarillentos, sin exudado ni pigmento soluble; reverso de color marrdn rojizo oscuro en
el centro, mas claro y anaranjado en los bordes. Esporulacion asexual muy abundante. En
MEA, 25 °C, 7 dias, 58-70 mm diam., similares a las observadas en CY A aunque sin
surcos; reverso de color rojizo mas intenso que en CYA.

No se observo teleomorfo. Conidioforos con estipites lisos 160-350 x 2,5-5 pm,

en algunos casos con apices vesiculados o espatulados de 5-8 um de ancho. Métulas
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anchas 7-11 x 3-6 um. Células conidiogenas (fidlides) cilindricas a ampuliformes 7-8 x
3 um, agrupadas generalmente en grupos de 5 o mas por métula. Frecuentemente se
observan conidi6foros de mayor tamano que sustentan métulas y fidlides subapicales.

Conidios lisos, elipsoidales, 3-4 x 2-3 um diam.

Materiales examinados: Catamarca, 0422, 05/01/09, RN 60 km 1102, 28°55,246'S,
66°08,768'W, 338 msnm; 0514, 05/01/09, RN 60 km 1146, 28°13,086'S, 66°22,675'W,

1051 msnm.

Materiales adicionales: Alemania, NRRL 2110 ex typo, aislado de aire.

Citas geograficas: Alemania, EEUU, India, Rumania, Suiza (Peterson ef al., 2010),

Habitat: suelo, aire, estiércol (idem referencias anteriores).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La morfologia de los aislamientos obtenidos coincide con el protologo (Pitt &
Hocking, 1979) y con la descripcion de Peterson et al. (2010).

Se obtuvieron dos aislamientos en muestras cercanas geograficamente en la
campafia de verano.

La presente constituye la primera cita para nuestro pais.

Hamigera paravellanea S.W. Peterson, Jurjevic, Bills, Stchigel, Guarro & F.E. Veja
Mycologia 102 (4): 852, 2010

Lamina 16

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 50-70 mm diam., de color tostado a anaranjado
palido (Light Brownish Olive a Isabella, R. Pl. XXX); reverso pardo rojizo oscuro. En
MEA, 25 °C, 7 dias, 47-67 mm diam., de color claro o anaranjado palido a tostado;

reverso oscuro principalmente en el centro de la colonia.
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Ascomas gimnoteciales, globosos, blanquecinos, 120-280 um diam., rodeados de
hifas. Ascos subglobosos a claviformes, solitarios, 15-20 x 11-12 pum, con 8 esporas.
Ascosporas hialinas, ampliamente elipsoidales, con pared gruesa y espinas delicadas, 7-
7,5 x 5-6 um. Conidioforos lisos a rugosos en la base, 120-480 x 3-5 um con los apices
ensanchados. Métulas ensanchadas apicalmente, 10-15 x 4-6 um. Células conidiogenas
(fialides) ampuliformes, 8-6 x 2-3 um. Conidios elipsoidales lisos, 3-4

X 2-3 um.

Materiales examinados: Catamarca, 0813, 06/01/09, 3811 y 3812, 23/08/11, RP 25,
28°15,510'S, 66°08,788'W, 1424 msnm; 5721, 25/08/11, RN 40 km 4206,3, 27°00,294'S,
66°21,584'W, 2243 msnm.

Citas geograficas: Espaia, Polonia (Peterson ef al., 2010),

Hébitat: (idem referencias anteriores).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

Las descripciones de los aislamientos obtenidos en el presente trabajo coinciden
con Peterson et al. (2010).

La cepa 5721 present6 colonias de color mas anaranjado en el centro y bordes
irregulares.

Este constituye el primer registro de la especie para nuestro pais.

Leiothecium Samson & Mouch., Can. J. Bot. 53(16): 1634, 1975

Especie tipo del género: Leiothecium ellipsoideum Samson & Mouchacca.

El género Leiothecium fue descrito por Samson & Mouchacca (1975), a partir de
un aislamiento de suelos rocosos en Grecia, durante un estudio de micobiota
termorresistente. En ese trabajo se describio una unica especie, L. ellipsoideum.

Leiothecium ellipsoideum Samson & Mouch., Can. J. Bot. 53(16): 1634, 1975
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Lamina 17

Colonias en MEA, 25 °C, 7 dias, 82-83 mm diam., oscuras, con micelio blanco
superficial en circulos concéntricos; reverso oscuro. A 35 °C, extendiéndose por toda la
placa de cultivo antes de 7 dias; reverso oscuro debido a la abundancia de ascomas. En
OA, 25 °C, 7 dias, colonias oscuras formadas por una capa continua de ascomas
cleistoteciales, practicamente sin micelio aéreo. A 35 °C, extendiéndose por toda la placa
de cultivo antes de 7 dias; el desarrollo en circulos sutil, micelio aéreo menos flocoso que
en MEA.

Hifas vegetativas lisas, hialinas de 3-11 um diam. Ascomas cleistoteciales,
globosos, 40-90 pum diam., color marréon muy oscuro, tanto superficiales como
semisumergidos en el agar y cubiertos por micelio aéreo blanco donde también se
observan ascomas. Los ascomas cleistoteciales poseen una pared persistente de 5-8 pm
de grosor, textura angularis compuesta por células de color marrén oscuro de 15-25 um
diam. 4scos globosos a subglobosos, 14-18 x 13-15 um. Ascosporas elipsoidales hialinas
de 7-9 x 5,5-7 um con una ornamentacion en placas reticuladas. En ascosporas jovenes
se observa una capa interna blanca que va desapareciendo con la madurez de la ascospora
(Lam. 17.H). En MEB se observan, en ascosporas maduras, las placas que conforman la
pared que, a su vez contienen un reticulado (Lam. 17.M-N). Clamidosporas solitarias,
subglobosas a elipsoidales, umbonadas, de 4,5-11 pum diam., lisas, se originan

endogenamente y también de modo terminal al madurar (Lam. 17.J-K).

Materiales examinados: Catamarca, 0311, 05/01/09, 2322, 02/01/10 y 3321, 22/08/11 RN
60 km 1016, 29°30,068'S, 65°37,951'W, 237 msnm; 0417, 05/01/09, RN 60 km 1102,
28°55,246'S, 66°08,768'W, 338 msnm; 0521, 23/08/11, RN 60 km 1146, 28°13,086'S,
66°22,675'W, 1051 msnm; 2013 y 2021, 12/01/09, RN 38 km 563, 28°35,088'S,
65°52,451'W, 522 msnm; 5012, 5013 y 5021, 23/08/11, RN 38 km 563, 28°35,088'S,
65°52,451'W, 522 msnm; 5121, 22/08/11, RP 33, 28°42,057'S, 65°46,128'W, 418 msnm;
5311, 24/08/11, RP 47 km 35,5, 27°26,840'S, 66°24,427'W, 2700 msnm; 5712, 25/08/11,
RN 40 km 4206,3, 27°00,294'S, 66°21,584'W, 2243 msnm.

Citas geograficas: Grecia y Canadad (Samson & Mouchacca, 1975), Colombia (Marin et

al.,2011), EEUU, Espana, Hungria, Portugal y Venezuela (CBS, Catalogo de cultivos).
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Habitat: suelo (idem referencias anteriores).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

Nuestros aislamientos coinciden en gran parte con la descripciéon de Samson &
Mouchacca (1975). Sin embargo, nuestras cepas crecieron mas rapido en MEA, 35 °C, 7
dias, que en lo indicado en la descripcion de la especie (70 mm a los 7 dias). En cuanto a
la micromorfologia, no se observaron clamidosporas en cadenas y los ascomas no
alcanzaron 125 um diam. Las ascosporas del tipo en MEB (Guarro et al., 2012) presentan
placas con bordes mas elevados que los observados en nuestras ascosporas.

Cabe destacar que se pudo observar el desarrollo particular de formacién de las
clamidosporas no descrito en el protologo de la especie. Este proceso comienza con el
colapso del citoplasma de una célula intercalar quedando éste como una banda
citoplasmatica en el centro de la célula, posteriormente uno de los extremos cercano al
septo comienza a ensancharse hasta adquirir forma globosa o subglobosa con un pequeno
umbon que ejerce presion sobre centro del septo coincidiendo con el poro del mismo. Al
desintegrarse las paredes celulares de dicha célula la clamidospora queda libre en el
extremo de una hifa delgada (Lam 17.K).

L. ellipsoideum fue descrito por Samson & Mouchacca (1975) cuando
describieron el género. Marin et al. (2011) citaron un aislamiento identificado s6lo a nivel
genérico a partir de suelo de Colombia. Marin-Felix et al. (2014) describieron una nueva
especie para el género, denominada, L. cristatum Y. Marin, Stchigel & Cano, a partir de suelo
del Parque Iguazii en Misiones, Argentina. No se encontraron otras menciones
bibliograficas de esta especie.

Nuestros trece aislamientos, identificados por el momento como L. ellipsoideum,
constituirian la primera cita para Argentina, y fueron hallados en 10 muestras distintas
tanto en el muestreo de invierno como en el de verano. Se realizardn estudios con
marcadores moleculares de nuestras cepas para analizar si existe una variacion
intraespecifica o si se trata de especies diferentes, debido a que se observan algunas
diferencias entre las cepas argentinas y las ya mencionadas al compararlas con la

descripcion original de la especie.
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Penicillium Link Mag. Gesell. naturf. Freunde, Berlin 3(1-2): 16, 1809: Fr., Syst.
mycol. 3: 406, 1832

Especie tipo del género: Penicillium expansum Link, 1809.

Visagie et al. (2014) describen detalladamente la historia del género y los
numerosos cambios ocurridos desde su descripcion original por Link in 1809. Peterson
(2000) demostro que Penicillium es polifilético y, por lo tanto, la clasificacién basada en
la ramificacion de los conidioforos no es congruente con la filogenia. Houbraken &
Samson (2011) redefinieron el género Penicillium y crearon un género monofilético
(Penicillium sensu stricto) con anamorfos y teleomorfos, dentro de la Fam.
Aspergillaceae, y lo dividieron en dos subgéneros (Aspergilloides y Penicillium) y 25
secciones. Otras especies, antes pertenecientes a Penicillium, actualmente se ubican en el
género Talaromyces C.R. Benj., y se discutira en dicho género.

En el presente trabajo se obtuvieron ocho aislamientos de Penicillium. Se

identificaron dos cepas pertenecientes a dos secciones diferentes del subg. Aspergilloides.

Penicillium subg. Aspergilloides (sect. Ramigera)

Penicillium capsulatum Raper & Fennell, Mycologia 40(5): 528, 1948

Lamina 18

Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 12-15 mm diam., mas o menos elevadas respecto
del sustrato, surcadas; textura superficial tenuemente fasciculada; micelio blanco;
conidiogénesis densa, color verde grisaceo a verde opaco; exudado ausente; pigmento
soluble ausente y reverso palido amarillento. A 37 °C, 7 dias, 18-21 mm diam.; textura
superficial funiculosa; micelio blanco; exudado ausente; pigmento soluble ausente y
reverso de color palido a castafio claro. A 5 °C germinacion ausente. Colonias en MEA,
25 °C, 7 dias, 14-18 mm diam., practicamente no elevadas en relacién con el sustrato,
planas; textura superficial velutinosa; micelio blanco; conidiogénesis densa pero menor
que en CYA, de idéntico color que en CYA; exudado ausente; pigmento soluble ausente
y reverso palido amarillento. Colonias en G25N, 25 °C, 7 dias, 6 mm diam., surcadas;

textura superficial velutinosa a flocosa; micelio blanco; conidios en masa de idéntico
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color que en CYA; exudado ausente; pigmento soluble ausente y reverso palido
amarillento.

Teleomorfo ausente. Conidioforos que se originan desde la superficie del sustrato
o desde el micelio superficial, pies de los conidiéforos 10-40 um long., algo sinuosos,
con paredes lisas, monoverticilados, mayoritariamente no vesiculados, aunque en algunos
casos con vesiculas de hasta 4 um diam. (Lam 18.F). Células conidiogenas (fidlides) 5-
8, ampuliformes a acerosas, 6 X 2 um, con cuellitos cortos. Conidios elipsoidales a

cilindricos 3-3,5 x 2 um con paredes lisas.

Material examinado: Catamarca, 5125 (BAFCcult1627), 22/08/11, RP 33, 28° 42,057'S,
65° 46,128'W, 418 msnm.

Citas geograficas: Islas Gilbert, Panama (Raper & Fennell, 1948); China (Chen et al.,
2013).

Habitat: Instrumento Optico, telas y equipamiento militar deteriorado (Raper & Fennell,

1948), pulpa de remolacha contaminada (Puls & Coughlan, 1996).

Patogenicidad: patdgeno humano, tracto respiratorio de paciente diabético (Chen et al.,

2013).

Observaciones:

La descripcion del presente aislamiento coincide generalmente con la descripcion
original y con la de Pitt (1979). Al igual que lo informado por este Ultimo autor, se
observaron conidioforos vesiculados y fidlides un poco mas largas (8 um long.). Pitt
(1979) describe las colonias en CYA 25 °C como deprimidas en el centro, en cambio las
estudiadas en este trabajo son elevadas y fasciculadas centralmente.

La presente constituye la primera cita para muestro pais.
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Penicillium subg. Aspergilloides (sect. Citrina)

Penicillium citrinum Thom, U.S.D.A. Bur. Animal Industr. Bull. 118: 61. 1910

Descripcion e ilustracion: Pitt, 1979.

Materiales examinados: Catamarca, 1617, 10/01/09, Corral Quemado a Papachacra,

27°07,545'S, 66°56,598'W, 2152 msnm.

Citas geograficas: Argentina (Bonera et al., 1982), Australia, Brasil, Chile, China, Costa
de Marfil, Egipto, Escocia, India, Israel, Japon, Nepal, Paquistdn, Peru, Polinesia,
Polonia, Siria, Somalia, Sudafrica, Suecia, Sri Lanka, Tahiti, Turquia, ex Unidon Soviética

(Domsch et al., 2007).

Haébitat: suelo, vegetacion en descomposicion, textiles y otros materiales en degradacion
y una gran variedad de alimentos como cereales, carnes curadas y fermentadas, uvas y
pasas de uva, quesos, agua mineral embotellada, granos de cacao y de café, etc. (Domsch

etal.,2007).

Patogenicidad: es el principal productor de citrinina, una micotoxina de toxicidad

moderada (Pitt & Hocking, 2009).

Observaciones:
La descripcion de nuestro aislamiento coincide con la descripcion de Pitt (1979).
En nuestro pais ha sido aislado en numerosas ocasiones, generalmente a partir de
alimentos, tales como semillas de amaranto (Bresler et al., 1991, 1995), alimento
balanceado para aves (Magnoli et al., 1998), pasas de uva (Romero et al., 2005), entre

otros.
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Trichocomaceae

Talaromyces C.R. Benj., Mycologia 47 (5): 681, 1955

Especie tipo del género: Talaromyces flavus (Klocker) Stolk & Samson, 1972.

Benjamin (1955) introdujo el género Talaromyces para especies de Penicillium
con estados teleomorficos. Otros autores propusieron géneros adicionales, Hamigera,
Rasamsonia Houbraken & Frisvad, Thermomyces Tsikl. y Warcupiella Subram. (Stolk &
Samson, 1971; Houbraken et al., 2012 y 2014).

Houbraken & Samson (2011) demostraron que Penicillium subg. Biverticillium y
especies de Talaromyces forman un clado monofilético. Samson et al. (2011)
recombinaron a todas las especies aceptadas de Penicillium subg. Biverticilium en
Talaromyces de acuerdo con las nuevas normas nomenclaturales (McNeill et al., 2012).
Yilmaz et al. (2014) realizaron una monografia del género, aplicando el concepto
polifasico de especie y propusieron una nueva clasificacion, ubicando a las 88 especies
aceptadas en siete secciones distintas.

Se obtuvieron 18 aislamientos pertenecientes a este género, de los cuales se
identificaron cinco taxones (ubicados en dos secciones) a partir de nueve cepas

estudiadas.

Talaromyces sect. Talaromyces

Talaromyces macrosporus (Stolk & Samson) Frisvad, Samson & Stolk, Antonie van
Leeuwenhoek 57: 186, 1990
= Talaromyces flavus var. macrosporus Stolk & Samson, Stud. Mycol. 2: 15, 1972.

= Penicillium macrosporum Frisvad et al., Antonie van Leeuwenhoek 57: 186, 1990.

Descripcion e ilustracion: Stolk & Samson, 1972.

Materiales examinados: Catamarca, 5123, 22/08/11, RP 33, 28°42,057'S, 65°46,128'W,

418 msnm.
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Citas geograficas: Corea, Estados Unidos, Ghana, Holanda, Japon, Malasia, Nueva

Guinea, Panam4, Polonia, Sudafrica (CBS, Catalogo de Cultivos; Stolk & Samson, 1972).

Habitat: suelo, conservas de manzanas (Stolk & Samson, 1972).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

Nuestro material coincide con la descripcion de Stolk & Samson (1972). Estos
autores reconocieron dos variedades: 7. flavus var. flavus y T. flavus var. macrosporus.
Esta ultima posee ascosporas de mayor tamafio, pero comparten el resto de las
caracteristicas morfoldgicas. Frisvad ef al. (1990) las elevo al rango de especie basandose
en las diferencias de tamafio de las ascosporas, resistencia térmica de las mismas y
produccion de metabolitos secundarios. Beuchat (1988) compar6 aislamientos de 7.
flavus y encontro6 que las cepas de ascosporas pequefias eran menos termorresistentes que
las de ascosporas grandes. Entre las cepas de ascosporas grandes ¢l incluyé al cultivo tipo
de la entidad que luego se denominaria 7. flavus var. macrosporus.

En la Argentina hay registros de la presencia en suelo de 7. flavus var. flavus
(Bertoni 1973; Eliades et al., 2006a y b; Magnoli et al., 1998) o T. flavus sin aclarar
variedad. Frison et al. (2012) aislaron 7. macrosporus a partir de frutillas recién

cosechadas, tratadas a 80 °C por 15 min.

Talaromyces pinophilus (Hedgc.) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert, Stud. Mycol. 70:
176,2011
= Penicillium pinophilum Hedgc., U.S.D.A. Bur. Animal Industr. Bull. 118: 37, 1910.

= Penicillium korosum Rai, Wadhani & Tewari, Antonie van Leeuwenhoek 35: 430, 1969.

Descripcion e ilustracion: Pitt (1979).

Materiales examinados: Catamarca, 1616, 10/01/09, Corral Quemado a Papachacra,

27°07,545'S, 66°56,598'W, 2152 msnm.
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Citas geograficas: Australia, EEUU, Francia, India, Papua Nueva Guinea (Pitt, 1979),
Argentina (Magnoli et al., 1998), Uruguay (Galvalisi et al., 2012).

Habitat: suelo, vegetacion en descomposicion, materiales deteriorados, granos de cebada,
embutidos fermentados secos, alimento balanceado para aves (idem referencias

anteriores).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

No se encontraron diferencias con la descripcion de Pitt (1979).

Esta especie ha sido aislada previamente en nuestro pais, como Penicillium
pinophilum, a partir de muestras de maiz y alimento balanceado para aves (Magnoli ef
al., 1998; Etcheverry et al., 1999; Nesci et al., 2006) y de suelos semidridos de San Luis
(Mangiaterra et al., 2006).

Talaromyces sect. Trachyspermi

Talaromyces systylus S. M. Romero, V. A. Barrera, A. I. Romero & Comerio, sp. nov.

Holypus: Argentina, Catamarca, 5421a (Cultivo seco BAFC 52367, culture ex type BAFCcult 3419),

24/08/11, RP 47 km 43,5, 27°24,147'S, 66°24,149'W, 3056 msnm.

MycoBank MB 812381

Laminas 19 y 20
Ab affinibus biverticillatis symmetricis penicillatis cum synnematibus aut grossis
funiculis speciebus praeclare distinguitur conidiis globosis manifeste rugosis et

evidentibus conidiorum columnis.

Etimologia: Syn (ocuv, prefijo), con + Stylos (otvlog, sustantivo masculino), pilar,

columna = sy + stylus = systylus. Hace referencia a las columnas de conidios.
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Colonias en CYA, 25 °C, 7 dias, 14-18 mm diam., blancas a color rosa palido
(Cartridge Buff, R. Pl. XXX), coriaceas, haces de micelio semejantes a sinemas en el
centro de las colonias y sinemas inmaduros en la periferia, esporulacion muy pobre o
ausente, exudado ausente; reverso castaiio palido (Cream-Buff, R. PL. XXX); pigmento
soluble ausente. A 5 °C, 7 dias, desarrollo ausente. A 37 °C, 7 dias, 16-19 mm diam.,
convexas, compuestas de sinemas inmaduros en éareas centrales y haces blancos de
micelio semejantes a sinemas en la periferia, esporulacion ausente, exudado ausente;
reverso castafio palido. En MEA, 25 °C, 7 dias, 18-21 mm diam., de color crema a marron
palido, con textura coridcea, ligeramente himedas; reverso castafio palido a tostado (Clay
Color. R. Pl. XXIX); esporulacion ausente; presencia abundante de cristales
bipiramidales cuadrados elongados en el agar; 14 dias, azulado a verde grisaceo
(Gnaphalium Green o Celandine Green, a Artemisia Green, R. Pl. XLVII), buena
esporulacion. En OA, 25 °C, 7 dias, plana, esporulacion escasa pero densa en el area de
inoculacion, conidios en masa de color verde oscuro (Dull Greenish Black, R. P1. XLVII);
reverso verde amarillento claro (Pale Chalcedony Yellow, R. Pl. XVII); 14 dias de
incubacidn, presencia en las dreas periféricas de estructuras globulares blancas
semejantes a ascomas inmaduros, pero sin ascos ni ascosporas; cristales presentes al igual
que en MEA, pero no tan facilmente observables. En CZ, 25 °C, 7 dias, 21-23 mm diam.,
blancas, con haces de micelio semejantes a sinemas en el centro de las colonias, sin
sinemas en la periferia, esporulacion ausente, exudado ausente; reverso marron
amarillento pélido (Chamois to Honey Yellow, R. Pl. XXX); 14 dias de incubacion, 31-
34 mm diam., con esporulacion escasa, anverso de color gris palido en el punto de
inoculacion (Pear! Gray, R. Pl. LII) rodeada por tres anillos periféricos de micelio en
tonos anaranjados: castaio anaranjado (Antique Brown to Amber Brown, R. Pl. 1II),
anaranjado amarillento (Pale Orange-Yellow to Orange-Buff, R. PL. III) y color terracota
(Mars Orange to Burnt Sienna, R. P1. II); un halo transparente sutil rodea completamente
a las colonias; reverso del mismo color. Sectores de micelio inconspicuo usualmente
presentes. En BMEA, 25 °C, 7 dias, 21-25 mm diam., blancas, verde azulado palido en
el centro (Pale Blue Green to Pale Turquoise Green, R. Pl. VII) a causa de la
esporulacion, planas y poco elevadas, sinemas en el centro pero no en los margenes de
las colonias, exudado y pigmento soluble ausentes; reverso palido a amarillento (/vory
Yellow to Colonial Buff, R. Pl. XXX). No se desarroll6 a 10 °C ni a 45 °C. A 30 °C se
observé la mayor velocidad de crecimiento. En G25N, 25 °C, 7 dias, germinacion de

conidios pero sin crecimiento lineal. La germinacion observa principalmente en aquellos
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conidios agregados en grupos y esta practicamente ausente en conidios aislados. En YES,
25 °C, 7 dias, 9-12 mm diam., convexas, amarillo palidas (Cream-Buff, R. Pl. XXX),
compuestas de sinemas inmaduros en areas centrales y haces de micelio semejantes a
sinemas en los margenes; reverso anaranjado palido (Chamois, R. P1. XXX). En CREA,
25°C, 7 dias, desarrollo ausente o débil alcanzando 11 mm diam., sin esporulacion; buena
produccion de dcido sin produccion posterior de base. La primera semana de cultivo
desprende aroma a levaduras en MEA, OA, CYA, CZ, BMEA and YES.

Teleomorfo ausente. Micelio crémeo en MEA, inconspicuo en OA. Sinemas en
MEA indeterminados paralelos, subulados, 1200-3000 (-4000) pum long, conidios
mayoritariamente en los % mas basales. Conididoforos penicilados en MEA originados a
partir de sinemas, aunque también escasamente originados desde funiculos; en OA se
originan desde funiculos postrados, sinemas ausentes; mayoritariamente adpresos
simétricos y biverticilados, aunque a veces con algunas ramas adicionales. Estipites con
paredes lisas 25-60 % 2,5-3 um. Métulas en grupos de tres o cinco, adpresas, lisas, 10-11
x 2,5-3 um. Células conidiogenas (fialides) en grupos de tres o cinco, acerosas o
estrechamente ampuliformes, 10-12 % 2,5-3 um, con cuellos 2-3 um long. mas o menos
visible a bajos aumentos. Conidios maduros globosos, verdes, 3,5-4 pm didm., con
paredes gruesas, ornamentadas con espinas obtusas; espinas a menudo combinadas para
formar crestas; cadenas de conidios estrechamente asociadas para formar columnas de

120-180 x 30-50 pm.

Materiales examinados: Catamarca, 5421a (BAFC 52367, cultivo ex fype BAFCcult
3419), 24/08/11, RP 47 km 43,5, 27°24,147'S, 66°24,149'W, 3056 msnm (holotipo).

Citas geograficas: -.

Habitat: suelo.

Patogenicidad: -.

Observaciones:

El presente aislamiento constituye un caso especial dentro del género porque

combina la produccion de sinemas indeterminados y conidios globosos muy rugosos. Con

respecto de la forma del conidioforo y de los conidios resulta similar a 7. aculeatus (Raper
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& Fennell) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert, T. apiculatus Samson, Yilmaz & Frisvad, T. diversus
(Raper & Fennell) Samson, Yilmaz & Frisvad, 7. solicola Visagie & K. Jacobs y T. verruculosus
(Peyronel) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert (Samson ef al., 2011; Visagie et al., 2009; Visagie
& Jacobs, 2012 y Yilmaz et al., 2014). Por otro lado, la produccion de sinemas sugiere
una conexion con 7. allahabadensis (B.S. Mehrotra & D. Kumar) Samson, Yilmaz & Frisvad y 7.
duclauxii (Delacr.) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert. La presencia de sinemas indeterminados
y columnas de conidios indicaria también una relacion con 7. palmae (Samson, Stolk &
Frisvad) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert. La textura de la colonia de 7. systylus se asemeja a
la de T. funiculosus (Thom) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert (Fig. 39 B de Yilmaz et al.,
2014), el que tiene como caracteristica distintiva la produccion de colonias fuertemente
funiculosas.

La Tabla 4 presenta algunas de las caracteristicas evidenciadas por Talaromyces
productores de sinemas; en la Tabla 5 se describen algunas de las caracteristicas de
Talaromyces spp. no productores de sinemas y con conidios rugosos.

Con relacion a las colonias en MEA de nuestro aislamiento, después de dos
semanas de incubacion, ademas de los sinemas, bajo el microscopio estereoscopico se
observaron funiculos delicados que se conectaban de un sinema a otro (Lam. 19.G). La
presencia de estructuras globulares blancas semejantes a ascomas en sus primeros
estadios (Lam 19.E) podria reforzar la conexion con el estado sexual.

Desde el punto de vista filogenético, nuestro aislamiento representa una nueva
especie debido a que se encontraron diferencias con otras especies relacionadas de
Talaromyces basandose en las secuencias de /7, BenA y CaM. Los arboles obtenidos a
partir de los anélisis de MP y NJ no mostraron diferencias con los clados de Talaromyces
obtenidos en Yilmaz et al. (2014). En el presente trabajo se compararon las secuencias de
nuestro aislamiento y 29 secuencias de todas las especies tipo relacionadas y aceptadas
en Yilmaz et al. (2014). El conjunto de datos de /7S incluyo6 31 taxones y 574 caracteres;
para BenA, 31 taxones y 503 caracteres y para CaM, 29 taxones y 537 caracteres. En MP
de /TS, 155 caracteres resultaron informativos, se obtuvieron 17 arboles, con un largo de
917 pasos con CI = 29, RI = 23. En el andlisis de BenA, 238 caracteres resultaron
informativos, se obtuvieron 6 arboles, con un largo de 1618 pasos con C/ =30, y R/ = 30.
En el analisis de MP de CaM 297 caracteres resultaron informativos, se obtuvieron 4

arboles, con un largo de 2394 pasos con C/ =27 y RI =29.
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Tabla 4: Caracteristicas morfologicas de especies de Talaromyces que producen sinemas

. . Organizacion
. Pies de los o Forma de los Ornamentacion g
Especies < 1e s Fialides . 1. ‘3. de las cadenas
conidioforos conidios de los conidios c 1
de conidios
clinsoidales a lisos, en columnas
T. allahabadensis* lisos acerosas® ps ocasionalmente sueltas
fusiformes c
finamente rugosos  desordenadas
elipsoidales .
. ps ’ espiralado-
e finamente ampuliformes fusiformes . largas
T. calidicanius d . estriados
rugosos a acerosas cortos, ovoides desordenadas
(transversalmente)
o0 subglobosos
acerosas o lisos o ligeramente
T. cecidicola lisos estrechamente ellipsoidales u % Sos desordenadas®
ampuliformes &
T. chloroloma lisos acerosas elipsoidales lisos desordenadas
, agregadas en
comunmente
. S columnas
lisos, rara elipsoidales pero .
T. coalescens d acerosas ., lisos compactas, a
VeZz rugosos también
. veces
subesferoidales .
retorcidas
ordenadas en
T. dendriticus lisos acerosas elipsoidales lisos largas
columnas
lisos a L .
. elipsoidales a lisos a finamente
T. duclauxii finamente acerosas . desordenadas
d apiculados rugosos
rugosos
T. flavovirens . . . ovoide- ligeramente
S lisos cilindroides o & -
elipsoidales VErrucosos
. o . largas
T. palmae lisos acerosas elipsoidales lisos 585,
columnares
T. panamensis lisos acerosas elipsoidales lisos -
. . subesféricos a . cadenas
T. pittii lisos acerosas o lisos
elipsoidales enredadas
T. pseudostromaticus lisos acerosas elipsoidales lisos desordenadas
. subesferoidales . estrechamente
T. ramulosus lisos acerosas o lisos
a elipsoidales agrupadas
acerosas o rugosos, espinas
) & » OSP ordenadas en
T. systylus lisos estrechamente globosos combinadas
. columnas
ampuliformes formando crestas

* Descrito como fuertemente funiculoso y con produccion de sinemas después de un prolongado
periodo de incubacion (Van Reenen-Hoekstra e al.1990).

b No se describen explicitamente, conjecturable a partir del protologo.

¢ Segun la ilustracion de Van Reenen-Hoekstra et al. (1990).

d Lisos de acuerdo a Yilmaz et al. (2014).

(-): informacién no encontrada.
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En el andlisis de los tres genes concatenados /7S + BenA + CaM, se utilizaron
1614 caracteres de los cuales 689 resultaron informativos, produciendo cuatro arboles
parsimoniosos (4934 pasos; CI = 28; RI = 28). Secuencias de Trichocoma paradoxa se
utilizaron como outgroup para los analisis (Yilmaz et al., 2014). Los arboles de consenso
estricto de MP basados en /7S, BenA and CaM, separados y combinados, también con
los valores de bs de NJ (Figuras 11 a 14).

La posicion de la secuencia de nuestra cepa fue la misma para ambos analisis (MP
y NJ), para los tres marcadores (/7S, BenA, CaM), separados o combinados; siempre se
agrupo dentro de la sect. Trachyspermi segin Yilmaz et al. (2014). En el arbol de MP de
ITS, T. systylus (GenBank KP026917) se agrup6 en el mismo clado (MP = 63 bs; NJ =
55 bs) formado por 7. assiutensis IN899323 y T. trachyspermus JN899354. En el arbol
de MP de BenA, T trachyspermus KF114803 se agrup6 en el mismo clado (MP = 86 bs;
NJ =67 bs) formado por 7. systylus KR233838 y T assiutensis KI865720. En los analisis
filogenéticos de CaM, las tres especies agruparon juntas en una politomia (MP = 96 bs;
NJ =99 bs). En el arbol de MP con los marcadores concatenados, los clados son idénticos
al abol de ITS pero con mayores valores de bs = 100 en el clado correspondiente a 7.
systylus, T. trachyspermus and T. assiutensis. Sin embargo, el largo de las ramas es
diferente (38 para 7. systylus vs 21 para el par compuesto por 7. assiutensis y T.
trachyspermus).

El presente andlisis filogenético no sélo sustenta a 7. systylus, sino que lo ubica
cercano a los miembros de la sect. Trachyspermi (definida por Yilmaz et al., 2014). T.
systylus comparte las caracteristicas principales de esta seccion, como el lento
crecimiento de CYA y YES, y més rapido en MEA, crecimiento pobre en CREA, y la
produccion de pigmento anaranjado intenso.

Ademas, dentro de la sect. Trachyspermi la nueva especie se separa de otros
miembros por sus conidios globosos groseramente rugosos y dispuestos en columnas. En
todo el anélisis filogenético realizado en el presente estudio, 7. systylus siempre aparece
asociado en el mismo clado con 7. trachyspermus (Shear) Stolk & Samson y 7. assiutensis
Samson & Abdel-Fattah, pero en el analisis de la longitud de las ramas en el arbol de la matriz
combinada con los tres marcadores, se pueden apreciar 38 cambios que separan 7. systylus
de las otras dos especies. Desde el punto de vista morfologico, 7. trachyspermus y T.
assiutensis tienen fidlides acerosas, conidios lisos ovoides a elipsoidales en cadenas

desordenadas; estas caracteristicas son diferentes a las de 7. systylus (Tabla 5). Ademas,
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T. systylus produce acido en el CREA y T. trachyspermus y T. assiutensis no. Estas dos

especies desarrollan ascomas, no se conoce un teleomorfo de nuestro aislamiento.

Desde el punto de vista practico, vale la pena sefalar que s6lo el MEA Oxoid

favorecio el buen desarrollo de sinemas en 7 dias y su esporulacion en dos semanas. Este

hecho sugiere dicho medio de cultivo seria 1til para comprobar la produccion de sinemas

en especies de Talaromyces. Ademas, CZ resultd el medio mas util para la expresion de

pigmentos.

Por todas las caracteristicas mencionadas se propone a esta cepa como una especie

nucva.

Tabla 5: Caracteristicas morfologicas de especies de Talaromyces, cercanas a T. systylus,

que no producen sinemas

. ., Organizacion
. Pies de los . rre Forma de los Ornamentacion 8
Especies C1e s Fialides ¢ 1 ‘1 de las cadenas
conidioforos conidios de los conidios . qs
de conidios
. ampuliforme mayormente muy Verrucosos
T. aculeatus lisos P yor yvel desordenadas
-acerosas esferoidales a espinosos
globosos y
. . con formade  apiculados en .
T. apiculatus lisos equinulados -
matraz menor
proporcion
) ) .. lisos a
. lisos o casi elipsoidales a . cadenas
T. diversus . acerosas delicadamente
lisos subglobosos paralelas, laxas
rugosos
. . . VEIrrucosos
T. solicola lisos acerosas subesferoidales ’ desordenadas
rugosos
. ampuliforme esferoidales, notoriamente
T. verruculosus lisos . desordenadas
-acerosas subesferoidales VEITucosos

(-): informacién no encontrada.

Talaromyces trachyspermus (Shear) Stolk & Samson, Stud. Mycol. 2: 32, 1972, var.

trachyspermus

= Arachniotus trachyspermus Shear, Science, N.Y. 16: 138, 1902.

= Penicillium spiculisporum Leman, Mycologia 12: 268, 1920.

Descripcion e ilustracion: Stolk & Samson, 1972.
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Materiales examinados: Catamarca, 1211 y 1212, 09/01/09, RP 46, 27°35,217'S,
66°22,183'W, 996 msnm; 3613, 24/08/11, RP 46, 28°46,365'S, 66°09,940'W, 1317
msnm; 4613, 25/08/11, 27°07,545'S, 66°56,598'W, 2152 msnm; 5321, 24/08/11, RP 47
km 35,5, 27°26,840'S, 66°24,427'W, 2700 msnm.

Secuencias: BenA y ACT para 1211y 1212.

Citas geograficas: Alemania, Argentina, Estados Unidos, India, Japon, Nepal, Pakistan,
Reino Unido, Republica Popular de Bangladés, Sudafrica, Tahiti, Uganda (Domsch et al.,
2007).

Habitat: suelo, estiércol, vifiedos, granos, frutos (Domsch et al., 2007).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La descripcion de los aislamientos coincide con la descripcion original. Pitt (1979)
considero consideré a T. trachyspermus var. macrocarpus J.E. Wright & Loewenb. Sindnimo
de la presente especie; sinonimia que no se comparte y que se explica en el taxon
correspondiente.

Se obtuvieron cinco aislamientos a partir de las dos estaciones muestreadas.

En Argentina fue aislado a partir de suelos de Provincia de Buenos Aires (Wright

et al., 1971; Godeas, 1975).

Talaromyces trachyspermus var. macrocarpus J.E. Wright & Loewenb.

Descripcion e ilustracion: Bertoni et al., 1973.

Materiales examinados: Catamarca, 132, 09/01/09, RP 46 km 185, 27°45,202'S,
66°47,989'W, 1069 msnm.

Secuencias: BenA y ACT.
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Citas geograficas: Argentina (Bertoni et al., 1973).

Habitat: suelo (Bertoni ef al., 1973).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La descripcion de nuestro aislamiento coincide con la descripcion de Bertoni et
al. (1973). Pitt (1979) considero a este taxdn como un sinonimo 7. trachyspermus, sin
embargo, la variedad argentina posee cleistotecios de mayor tamafio (500-1500 pm vs 50-
350 um) y también ascosporas ligeramente mayores. Pitt (1979) desestim6 esta diferencia
y no justifico la propuesta de la variedad; sin embargo, no realiz6 el estudio del tipo.

Hasta estudiar el tipo y mayor numero de cepas, secuenciando algunos

marcadores, se prefiere mantener la propuesta de este taxén como una variedad.

PLEOSPORALES

Pleosporaceae

Epicoccum Link, Mag. Gesell. naturf. Freunde, Berlin 7: 32, 1816

Especie tipo del género: Epicoccum nigrum Link, 1816.

Epicoccum nigrum Link, Mag. Gesell. naturf. Freunde, Berlin 7: 32, 1816

Numerosos sindnimos, ver en Schol-Schawrz, 1959.

Descripcion e ilustraciones: Ellis, 1971; Domsch et al., 2007.

Materiales examinados: Catamarca, 1712, 10/01/09, Papachacra 2564 msnm.

Citas geograficas: Australia, Canada, Egipto, Estados Unidos, Holanda, India, Japon,

Nepal, Nueva Zelanda, Pakistan, Reino Unido, Somalia, Sudéfrica, entre otros (Domsch

etal.,2007).

84



Capitulo I

Habitat: suelo, granos, cereales, frutos, entre otros (Domsch et al., 2007).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La descripcion del presente aislamiento coincide con las descripciones de Ellis
(1971) y Domsch et al. (2007).

Se obtuvo una Unica cepa en el muestreo de verano.

En Argentina se encuentran numerosos registros de esta a especie, como por
ejemplo fue aislada de suelo de Jujuy (Giusiano et al., 2002), en trigo y soja de Entre Rios
(Broggi et al., 2007), suelo y hojarasca de la Provincia de Buenos Aires (Allegruchi et
al., 2005, 2007), de frutos de alpataco (Canafoglia et al., 2007), entre otros.

SORDARIALES

Chaetomiaceae

Trichocladium Harz, Bull. Soc. Imp. nat. Moscou 44 (1): 125, 1871

Especie tipo del género: Trichocladium asperum (Corda) Harz, 1871.

Trichocladium pyriforme M. Dixon, Trans. Br. Mycol. Soc. 51 (1): 160, 1968

Lamina 18

Colonias en MEA, a 25 °C, 7 dias, 36-40 mm, de color verde grisaceo a oliva,
reverso muy oscuro; extendiéndose por toda la placa de cultivo a los 21 dias de
incubacion.

Clamidosporas (conidios holotéalicos) terminales, lisas, piriformes 16-19 x 6-7,5
um, formadas frecuentemente por tres células, pero en algunos casos por cuatro, célula
distal de color marron oscuro, apice mas agudo y poro germinativo. El micelio se oscurece

con a medida que envejece el cultivo, 2-5 um de ancho.
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Materiales examinados: Catamarca, 021, 05/01/09, RN 60 km 934, 29°33,581'S,
64°52,937'W, 186 msnm; 5611, 25/08/11, RN 40 km 4243,5, 26°51,378'S, 66°05,859'W,

2031 msnm.

Citas geograficas: Irlanda (Dixon, 1968), Republica Checa (Mantle et al., 2006).

Haébitat: suelo (Dixon, 1968; Goh & Hyde, 1999).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La descripcion de nuestro aislamiento coincide plenamente con la de Dixon
(1968) y con la de Goh & Hyde (1999).

Domsch et al., (2007) senalan una notable resistencia térmica por parte de esta
especie, los cultivos toleraron hasta 95 °C durante 10 min (Dixon, 1968). Bollen (1969)
encontr6 que solamente fue aislado en tratamientos con temperaturas mayores a 55 °C.

La presente constituye la primera cita para Argentina.

Lasiosphaeriaceae

Arthrinium Kunze, in Kunze & Schmidt, Mykologische Hefte (Leipzig) 1: 9, 1817

Especie tipo del género: Arthrinium caricicola Kunze & J.C. Schmidt, 1817.

Arthrinium phaeospermum (Corda) M.B. Ellis, Mycol. Pap. 103: 8, 1965
= Gymnosporium phaeospermum Corda 1837.

Numerosos sindonimos, ver en Ellis, 1965.

Descripcion e ilustraciones: Ellis, 1971; Domsch et al., 2007, Crous & Groenewald,
2013.

Materiales examinados: Catamarca, 4121, 24/08/11, RP 46 km 70, 28°05,578'S,
66°12,913'W, 859 msnm; 4222, 24/08/11, RP 46, 27°35,217'S, 66°22,183'W, 996 msnm.
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Citas geograficas: Argentina (Broggi et al., 2007), Alemania, Australia, Estados Unidos,
Francia, Holanda, Italia, Nueva Zelanda, Polonia, Reino Unido, Republica Popular de

Bangladés (Domsch et al., 2007), Iran, Japon (Crous & Groenewald, 2013).

Habitat: suelo, estiércol, cereales y materiales vegetales en general (Domsch et al., 2007).

Patogenicidad: Ha sido citado como productor de infecciones cutdneas en humanos (De

Hoog. et al., 2000).

Observaciones:

La descripcion de estos aislamientos coincide con la descripcion de Domsch et al.
(2007). Los mismos fueron obtenidos solamente a partir de muestras de la campana de
invierno.

En Argentina, esta especie ha sido aislada previamente de suelos de la region
interserrana en la Pcia. De Buenos Aires (Cabello, 1986) y de cereales de Entre Rios

(Broggi et al., 2007; Sacchi et al., 2009).

POSICION INCIERTA

Gilmaniella G.L. Barron, Mycologia 56 (4): 514, 1964

Especie tipo del género: Gilmaniella humicola G.L. Barron, 1964.

Gilmaniella humicola G.L. Barron, Mycologia 56 (4): 514, 1964

Lamina 18

Descripcion e ilustraciones: Barron, 1964.

Materiales examinados: Catamarca, 3622, 24/08/11, RP 46, 28°46,365'S, 66°09,940'W,
1317 msnm, 3813 y 3821, 23/08/11, RP 25, 28°15,510'S, 66°08,788'W, 1424 msnm.

Citas geograficas: Canada, Egipto, India, Islas Salomon, Japon, Namibia (Domsch ef al.,

2007).
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Haébitat: suelo, estiércol, mani, papas, tomates (Domsch et al., 2007).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

La descripcion de estos aislamientos concuerda con la descripcion de Barron
(1964).

Gilmaniella humicola es una especie termorresistente (Domsch et al., 2007), y
resulté la mas resistente encontrada por Bollen (1969), 90 °C por 30 minutos.

Fueron aisladas tres cepas a partir de dos muestras, ambas del muestreo de
invierno.

En Argentina fue aislada a partir de suelos de bosques de coihue (Nothofagus

dombeyi) en la Provincia de Rio Negro (Godeas, 1977).

Analisis cualitativo de datos

A continuacion, se presentan los resultados respecto de la presencia estacional de
las especies identificadas. Asi mismo se informa la cantidad de muestras a partir de la
cual cada especie fue aislada (Tabla 6). En este andlisis no se consideraron las dos
muestras tomadas en el verano de 2010. Por ejemplo, 7. saturnisporum se aislo de 3
muestras en verano, en cambio no se aislo durante la campaiia de invierno. Como se ve
en la Tabla 6 la riqueza de verano y de invierno es de 56 y 45, respectivamente.

En la Tabla 7 se presentan los indices de riqueza en base a los datos de presencia/
ausencia de cada especie por sitio geografico. Cabe destacar que en los sitios de las
muestras 10 y 17 sélo fueron tomadas en la campafia de verano, por otro lado, en los sitios
de las muestras 52 a 63 solamente fueron coleccionadas en invierno. Los sitios 04/34,

05/35 y el 21/51 son los que registraron mayor riqueza.
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Tabla 6: Lista de especies por cantidad de muestras en las que se aislaron en cada
estacion. En la tercera columna se agrega el nimero total de veces que fue aislada
cada especie.

N° de muestras®*  N° total de

Especies —
verano  invierno cepas

Arthrinium phaeospermum 0 2 2
Aspergillus australensis 1 0 1
Aspergillus biparmatus 1 0 1
Aspergillus cacuminosus 1 0 1
Aspergillus fischeri 6 2 10
Aspergillus flavus 1 0 1
Aspergillus fumigatiaffinis 1 0 1
Aspergillus aff. fumigatus 5 5 19
Aspergillus fuscicans 1 0 1
Aspergillus geometricus 0 1 1
Aspergillus huiyaniae 1 1 2
Aspergillus laciniosus 3 2 5
Aspergillus lentulus 1 0 1
Aspergillus montevidensis 2 0 2
Aspergillus perforatus 1 1 1
Aspergillus sculptus 1 0 1
Aspergillus shendaweii 9 9 30
Aspergillus sydowii 1 1 2
Aspergillus tatenoi 1 0 2
Aspergillus tubercularis 0 1 6
Epicoccum nigrum 1 0 1
Gilmaniella humicola 0 2 3
Hamigera avellanea 3 2 5
Hamigera ingelheimensis 2 0 2
Hamigera paravellanea 0 2 4
Leiothecium ellipsoideum 5 6 12
Penicillium capsulatum 0 1 1
Penicillium citrinum 1 0 1
Talaromyces macrosporus 0 1 1
Talaromyces pinophilus 1 0 1
Talaromyces systylus 0 1 1
Talaromyces trachyspermus var. 1 0 1
macrocarpus
Talaromyces trachyspermus var. 1 3 5
trachyspermus
Trichocladium pyriforme 1 1 2
Trichoderma saturnisporum 3 0 9
Total 56 45 145

*Como se tomo6 una muestra por sitio, el nimero de muestras es equivalente al numero de
sitios.

&9



Capitulo I

Tabla 7: Presencia/ausencia de especies por sitio geografico. Los valores totales corresponden a los valores de riqueza absoluta.

Sitios de muestreo

Especies 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
32 33 34 35 36 37 38 39 41 42 43 44 45 46 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63

Arthrinium
phaeospermum
Aspergillus
australensis

A. biparmatus X

X X

A. cacuminosus X

A. fischeri X X X X

A. flavus X

A. fumigatiaffinis X

A. aff. fumigatus X X X X X X X
A. fuscicans X

Aspergillus
geometricus
A. huiyaniae X X

A. laciniosus X X X X

A. lentulus X

A. montevidensis X X

A. perforatus X

A. sculptus X

A. shendaweii X X X X X X X X X X X X X X
A. sydowii X X

A. tatenoi X X

A. tubercularis X X

Epicoccum
nigrum
Gilmaniella
humicola
Hamigera
avellanea
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Tabla 7 continuacion: Presencia/ausencia de especies por sitio geografico. Los valores totales corresponden a los valores de riqueza absoluta.

Sitios de muestreo

02 03 04 05
32 33 34 35

Especies

06 07 08 09
36 37 38 39

10

11
41

12 13 14 15
42 43 44 45

16 17 18 19 20
46 48 49 50

21
51

52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63

H. ingelheimensis X X

H. paravellanea

Leiothecium
ellipsoideum

Penicillium
capsulatum

P. citrinum

Talaromyces
macrosporus

T. pinophilus

T. systylus

T. trachyspermus
var. macrocarpus

T. trachysper. var.
trachyspermus

Trichocladium
pyriforme

Trichoderma
saturnisporum

Aspergillus spp. X X

Hamigera sp. X

Penicillium spp.

Talaromyces spp.

Total con especies

sin identificar w9 1w
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DISCUSION GENERAL

El presente trabajo de Tesis Doctoral representa el primer estudio polifasico de
ascomicetes termorresistentes de suelo en nuestro pais. Se describieron, citaron e
ilustraron 34 taxones. Se incorporaron a la micobiota argentina 8 especies, y 3
constituyeron la segunda cita a nivel mundial. Se describieron 7 especies nuevas, de las
cuales cinco correspondieron a Aspergillus sect. Fumigati.

En la serie de trabajos titulados “Micoflora del suelo de la Argentina” (Godeas,
1972; Wright et al., 1971; Wright & Marchand, 1972; Bertoni et al., 1973; Godeas, 1975;
Godeas et al., 1977a) se presentan aislamientos de distintas regiones de Argentina
(diferentes zonas de la Provincia de Buenos Aires, Salta, Chaco y Santiago del Estero)
obtenidos mediante varias técnicas de aislamiento entre ellas, en algunos casos, la
relacionada con hongos termorresistentes. El trabajo de estos autores ofrece 64 especies
(dos taxones nuevos) pertenecientes a 6rdenes diversos. Los estudios realizados en la
Argentina, en general, utilizaron otras técnicas de aislamiento de hongos de suelo. Y, a
excepcion de Wright ef al. (1971) o de los articulos relacionados con alimentos
(Vincenzini et al., 1998; Sobrero et al., 2002; Frison et al., 2012), no se hallaron
comunicaciones que amplien el conocimiento sobre micobiota termorresistente en
nuestro pais. La escasez de informacion sobre hongos termorresistentes en el plano
nacional ocasion¢ cierta dificultad en cuanto a la comparacion de los resultados de esta
Tesis.

La caracterizacion morfologica llevada a cabo en Aspergillus de la sect. Fumigati
fue consistente en su mayor parte con los analisis filogenéticos realizados en la presente
Tesis y con los de Samson et al. (2007). Por otro lado, en el caso de cepas identificadas
como A. shendaweii (26), no se observaron diferencias al menos con estos dos
marcadores, por lo cual podria interpretarse a este conjunto de cepas como un complejo
de especies. Estos complejos requeririan andlisis filogenéticos mas detallados, con mayor
nimero de secuencias de diversas regiones y otros marcadores. Esto ha sido demostrado
para muchos grupos, como es el caso del complejo o clado Aspergillus niger (Samson et
al., 2004) o el caso de Trichoderma harzianum que se ha resuelto en varias especies
(Chaverri et al., 2015).

Nuestras cepas se obtuvieron a partir de mas de 50 muestras en el curso de un

trabajo de aislamiento e identificacion que se extendié durante cinco afos. Varias de las
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especies nuevas se propusieron a partir de un aislamiento unico, o sea que los holotipos
constituyen las cepas de esas especies exclusivamente. Existe en el &mbito micologico
cierta opinidn acerca de la inconveniencia de proponer nuevas especies sobre la base de
aislamientos unicos. Desde luego, una sola cepa no es suficiente para construir la filogenia
de cada una de estas especies. No obstante, en el contexto de este trabajo, las
caracteristicas morfoldgicas, fisioldogicas y moleculares de las cepas obtenidas
sustentaron adecuadamente su caracter de entidades biologicas autonomas. Posteriores
estudios ecologicos y moleculares podrian arrojar luz sobre la biologia de las nuevas
especies descriptas y sus variaciones intraespecificas.

Las especies halladas en el presente trabajo y que fueron citadas anteriormente
como termorresistentes son: Gilmaniella humicola (Bollen, 1969; Jesenska et al., 1992),
Hamigera avellanea (Jesenska et al., 1992; Scaramuzza & Berni, 2014), Leiothecium
ellipsoideum (Samson & Mouchacca, 1975), Talaromyces macrosporus (Beuchat, 1988;
Frison et al., 2012), Trichocladium pyriforme (Dixon, 1968; Bollen, 1969), Neosartorya
fischeri (= Aspergillus fischeri; Bollen, 1969; Jesenska et al., 1992; Frison et al., 2012) y
en general los Aspergillus tipo neosartoria (Samson et al., 2007). Arthrinium
phaeospermum fue aislado de mermelada de frutillas tratadas térmicamente y sus
conidios fueron sometidos a ensayos de termorresistencia (Kashiwagi et al., 2009); en
Argentina esta especie fue encontrada en frutillas frescas, pero no en frutillas sometidas
a tratamiento térmico (Frison et al., 2012).

No fue posible obtener informacion sobre termorresistencia en relacion con
Aspergillus  montevidensis. Sin embargo, Eurotium herbariorum (actualmente
Aspergillus glaucus (L.) Link), una especie de la misma sect. aunque xerofilica, se aislo de
un evento de contaminacion de jaleas y mermeladas de uvas y se analizd su
termorresistencia (Splittstoesser ef al., 1989). La literatura consultada tampoco presentod
informacion acerca de la termorresistencia de 7Trichoderma saturnisporum; no obstante,
la produccion de clamidosporas (Samuels et al., 1998) explicaria la supervivencia al
tratamiento térmico en nuestras muestras.

Byssochlamys nivea, tal vez la especie mas conocida como termorresistente, no se
aislo durante este trabajo. Esto podria deberse a que no tolero el tratamiento aplicado (75
°C, 30 min), ya que otros autores determinaron que puede sobrevivir a 70 °C por 60-75
min pero no a 80 °C durante 1 min (Pieckova et al., 1994). A partir de la aplicacion de
este ultimo tratamiento, los mismos autores indican también que a 80 °C Talaromyces

flavus sobrevive 300 min, Hamigera avellanea 120 min y Aspergillus fischeri 175 min; a
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esta misma temperatura Dichotomomyces cejpii, Gilmaniella humicola y T. bacillisporus
sobreviven entre 8-14 min. Aunque no se hallaron trabajos sobre termorresistencia de H.
paravellanea, dada la resistencia que numerosos articulos describen para H. avellanea es
de suponer que la primera posea una capacidad similar. Por otro lado, se desconoce la
produccion de ascosporas por H. ingelheimensis (conocido sélo en estado anamorfico),
con lo cual su presencia podria deberse a un teleomorfo no recuperado ain, como se
interpretd en el caso de Paecilomyces variotii/Byssochlamys spectabilis (Houbraken et
al., 2008).

Las especies obtenidas que no han sido citadas como termorresistentes podrian ser
consideradas como contaminaciéon ambiental de las muestras posterior al tratamiento
térmico. Asimismo, podrian atribuirse a cierta heterogeneidad en el tratamiento aplicado.
Pitt & Hocking (2009) sefialan que la presencia de especies de Aspergillus como A. flavus,
entre otros, indicarian contaminacion. Sin embargo, como esta especie es heterotalica
(Horn et al., 2009) la presencia de ascosporas que resistieron el tratamiento con calor no
podria excluirse. Una interpretacion similar (heterotalismo) podria aplicarse a las otras
especies aisladas durante el presente trabajo y que no han sido citadas como
termorresistentes en la literatura como A. fumigatiaffinis, A. lentulus, Penicillium

capsulatum, P. citrinum y Talaromyces pinophilus.

Si bien en esta Tesis no se realizaron muestreos con disefio experimental ni
analisis estadisticos para obtener resultados ecologicos significativos, cualitativamente se
observd que A. phaeospermum, A. tubercularis, A. geometricus, G. humicola, H.
paravellanea, T. macrosporus y T. systylus se aislaron solamente de las muestras
recolectadas durante el invierno; sin embargo, como se obtuvieron uno o pocos
aislamientos de cada una de las especies no se puede afirmar que existan diferencias
estacionales (Tabla 6). El total de especies por estacion fue similar (45 vs 56). En cuanto
a las especies de la sect. Fumigati, el indice de riqueza para cada estacion fue de 21 para
el verano y de 22 para el invierno. No se hallaron trabajos sobre la ecologia de
Aspergillaceae en suelo, ni acerca de su variacion estacional. Los trabajos citados
anteriormente (Godeas, 1972; Bettucci et al., 2002; etc.) no presentan informacion
vinculada con las variaciones estacionales de ascomicetes termorresistentes. Si existen
trabajos de ecologia de hongos de suelos pero que involucran especies de diversas
familias y con objetivos ecologicos propiamente dichos (Cabello & Arambarri, 2002;

Mangiaterra et al., 20006; etc.).
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Aunque en este estudio de ascomicetes termorresistentes no se analiz6 el estudio
de la composicion de suelos, se pudieron observar algunas caracteristicas particulares de
los mismos. Las muestras 02 y 32, corresponden a las Salinas Grandes (Tabla 1). Al
observar las fotos de éstas (Fig. A y B), se aprecian diferencias en la disponibilidad salina
en las distintas estaciones. No obstante, la composicion de especies encontrada (Tablas 6
y 7) resulté similar. En este sitio la riqueza fue baja, solamente se obtuvieron 4 especies
(Aspergillus geometricus, A. laciniosus, A. tatenoi y Trichocladium pyriforme)
generalmente presentes en ambas estaciones. No se aislaron especies de Aspergillus sect.
Aspergillus citadas como parte de la micobiota de otras regiones salinas (Butinar ef al.,
2005; Zalar et al., 2008). Por otra parte, no se obtuvieron aislamientos de las muestras 60,
61 y 62. Aunque estas muestras corresponden a tres sitios cercanos geograficamente

(Tabla 1), el tipo de suelo recolectado presentaria diferencias.
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CONCLUSIONES

El trabajo desarrollado confirm6 la hipdtesis planteada sobre la existencia de
especies de ascomicetes termorresistentes novedosos en los suelos semiaridos de la region
fitogeogafica del Monte de la Provincia de Catamarca. Los objetivos propuestos se

llevaron a cabo satisfactoriamente y, en consecuencia, puede puntualizarse lo siguiente:

v" Como contribucién al conocimiento de la diversidad de especies de este grupo fungico
se propusieron 7 especies nuevas para la ciencia. Por otra parte, se identificaron 27
especies previamente descriptas para otros paises; 9 de éstas constituyeron primeras

citas para nuestro pais y 3 segundas citas mundiales.

v" El mayor niimero de especies identificadas corresponden al género Aspergillus (17)
distribuidas en cinco secciones. Entre éstas, la seccion Fumigati, manifestod la mayor

representacion en las muestras analizadas.

v' A. shendaweii resulté la especie mas frecuentemente aislada (30 cepas provenientes de

18 muestras y 14 sitios de muestreo).
v" En el presente trabajo se encontraron especies con antecedentes de termorresistencia.

v Este es el primer estudio polifasico de ascomicetes termorresistentes de suelos

semiaridos en nuestro pais.
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Figura 1: Mapa politico de la Provincia de Catamarca con la ubicacion aproximada de los sitios de
muestreo (puntos rojos).
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Figura 2: Vistas de algunos sitios de muestreo. A-B. Salinas, muestras 02 (Verano) y 32 (Invierno),
respectivamente. C. RP 25, entre Poman y Rosario de Colana (09, V). D. RN 60, entre Mazan y Villa
Mazan (49, I). E. RN 40, San Fernando a Puerta de Corral Quemado (14, V). F. RN 40 (57, I). G. Entre
Corral Quemado y Papachacra (16, V). H. RN 60, entre Tinogasta y Fiambala (61, I).



Aislamiento

N
5 g de suelo ,

75 °C, 30 min
> —_
&
100 ml MEA 30°C 25°C
(con 50 ppm cloranfenicol) 30 dias

Identificacion
Suspension de esporas *

Medios de cultivo *
Otros* M20, ATA,
G25N, YES, CZ,
BMEA, CREA.

Incubacién 7 y/o 14 dias

T°C*
Caracteristicas del Micromorfologia Estudios moleculares*
cultivo Preparados de MEA ACT, BenA, CaM, ITS

Color, textura, velocidad Maxima Parsimonia y

Anamorfos y teleomorfos*

de crecimiento, reversos, Neighbour Joining
pigmentos  solubles y Estructuras vegetativas C e

dados de las colonias otripatacion con
XU Lupa, MO, MEB secuencias de referencia

Figura 3: Esquema de la metodologia del aislamiento e identificacion de cepas
termorresistentes. * Segun los géneros tratados.
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Figura 5: Ampliacion 1 del arbol de la Figura 4, que exhibe las conclusiones en cuanto a las
identificaciones de las cepas argentinas.



—— A. neoglaber
A. marvanovae
A. waksmanii
——— A. nishimurae

A. turcosus

0526

0912

100

—9o
99

e L—

97

(Bens)

A. papuensis

—— A. solicola
—— A. assulatus
—— A. unilateralis

A. tsunodae
A. multiplicatus

A. pernambucoensis

A. caatingaensis

A. galapagensis

51

100

100

99

99

100

62

6324
6316
0418

63

—— A. shendaweii

6328
6321
5928
5724
5124
5128
5022
4321
4221
3728
3422
3416
3415
3411
1411
0922
0911
0721
0611
0524
0512
0424
0414
0411
2011
1921

Figura 6: Ampliacion 2 del arbol de la Figura 4, que exhibe las conclusiones en cuanto a las
identificaciones de las cepas argentinas.
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Figura 8: Ampliacion 1 del arbol de la Figura 7, que exhibe las conclusiones en cuanto a las
identificaciones de las cepas argentinas.
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Figura 9: Ampliacion 2 del arbol de la Figura 7, que exhibe las conclusiones en cuanto a las
identificaciones de las cepas argentinas.
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Figura 10: Arboles de consenso estricto (BenA y CaM), obtenidos por Méaxima Parsimonia mostrando las
relaciones del aislamiento argentino con las especies de la sect. Usti. Los valores de bs de MPy NJ >50%
se muestran por encima y debajo de las ramas respectivamente. En los nodos terminales se indica el
nimero de GenBank, el nombre de la especie y el numero de la coleccion.
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Figura 11: Arbol de consenso estricto construido por Méaxima Parsimonia en base a secuencias de ITS.
Se muestran arriba y debajo de las ramas los valores de bs de MP y NJ >50%, respectivamente. En los
nodos terminales se indican los numeros de GenBank, los nombres de las especies y el numero de
coleccion.
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Figura 12: Arbol de consenso estricto construido por Méxima Parsimonia en base a secuencias de BenA.
Se muestran arriba y debajo de las ramas los valores de bs de MP y NJ >50%, respectivamente. En los
nodos terminales se indican los numeros de GenBank, los nombres de las especies y el numero de
coleccion.
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Figura 13: Arbol de consenso estricto construido por Maxima Parsimonia en base a secuencias de CaM.
Se muestran arriba y debajo de las ramas los valores de bs de MP y NJ >50%, respectivamente. En los
nodos terminales se indican los numeros de GenBank, los nombres de las especies y el numero de
coleccion.
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Figura 14: Arbol de consenso estricto construido por Maxima Parsimonia en base a secuencias de ITS,
BenA y CaM combinadas. Se muestran arriba y debajo de las ramas los valores de bs de MP y NJ >50%,
respectivamente. En los nodos terminales se indican los numeros de GenBank, los nombres de las
especies y el nimero de coleccion.
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Lamina 1: Aspergillus montevidensis. A-D. Colonias a 25°C. A. MEA, 7 dias. B. MEA, 14 dias. C.
CY20S, 7 dias. D-F. Ascomas. G. Ascos y ascosporas. H. Ascosporas (a) y conidios en cadena (c). L.
Ascospora, vista frontal (SEM). J. Ascomas rotos, ascos y ascosporas (MEB). K. Ascos con ascosporas
(MEB). L. Conidiéforo y conidios. Escala: E,F,J=100 um; G,L=10 um; H=5 um; [, K=1 um.



Lamina 2: Aspergillus australensis. A-D.Coloniasa?25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. C. OA. D. Reverso
en CYA. E. Ascomas. F. Detalle de ascoma abierto. G. Ascos (a) y ascosporas (as). H-J. Ascosporas
(MEB). c =cresta, mt = microtubérculos. K. Conidiéforo. L. Detalle de cabezuela. Escala: F =100 pm; G,
K,L =10 um; H,I=1 um.
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Lamina 3: Aspergillus biparmatus (holotipo). A-D. Colonias a 25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. C. OA.
D. Reverso en CYA. E. M20. F. Ascomas. G. Asco con ascosporas. H. Ascosporas. I-K. Ascosporas
(MEB). ¢ = cresta, mt=microtubérculos, pe = proyecciones ecuatoriales. L. Conidiéforo. Escala: G, H, J,
L=10pm;,K=1pm.



Lamina 4: Aspergillus cacuminosus (holotipo). A-D. Colonias a25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. C. OA.
D. Reverso en CYA. E-F. Detalle de colonias. E. Exudado abundante del centro de la colonia, ascomas
inmersos. F. Ascomas jovenes en el borde de la colonia. G. Cleistotecio abierto con ascos liberados. H-I.
Ascos y ascosporas. ¢ = crestas. J-K. Ascosporas (MEB). ¢ = crestas, m = tubérculos. K. Conidiéforo y
conidios. Escala: G=50 um; H, , L,M=10pum;J=1 pm; K=5 pum.



Lamina 5: Aspergillus fischeri. A-D. Colonias a25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. C. OA. D. Reverso en
CYA. E. Ascomas y anamorfo (flecha). F. Ascoma roto y ascosporas. G. Ascos con ascosporas. H.
Ascosporas. I-J. Ascosporas, frente y perfil (MEB). ¢ = cresta. K. Asco (flecha) y ascosporas en MEB. L.
Conidiéforo. Escala: F=100 um; G,H,L,M=10 um; K=5pum;I,J=1 pm.
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Lamina 6: A-E. Aspergillus fumigatiaffinis. A-C.Coloniasa?25°C, 14 dias. A. CYA. B. Reversoen CYA.
C. MEA. D-F. Conidioforos. G-L. Aspergillus lentulus. G-1. Colonias a 25°C, 14 dias. G. CYA. H.
Reversoen CYA.I. MEA. J-L. Conidiéforos. Escala: D-F, J-L=10 pm.
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Lamina 7: Aspergillus geometricus (holotipo). A-D. Colonias a 25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. C. OA.
D. Reverso en CYA. E-F. Ascomas. G-H. Ascos (a) y ascosporas. I-J. Ascosporas (MEB). c¢=crestas. K-
L. Conidiéforo y conidios. Escala: F=100 um; G, H, K,L=10 pm; [=1 pum; J=5 pm.
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Lamina 8: Aspergillus huiyaniae. A-D. Colonias a25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. C. OA. D. Reverso
en CYA. E-F. Ascomas. G. Asco y ascosporas. H-J. Ascosporas (MEB). ¢ = cresta. K. Conidioforos.
Escala: F=100 um; G=10 pm; K=20 pm; J=5 pm; H,I=1 pm.
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Lamina 9: Aspergillus laciniosus. A-D. Colonias a 25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. C. OA. D. Reverso
en CYA. E-F. Ascomas. G. Ascos (a) y ascosporas (b). H-J. Ascosporas (MEB). c¢ = crestas, mt =
microtubérculos, p = anillos de proyecciones microtuberculadas. K. Conidiéforo y conidios. Escala: F =
100 um; G, K=10 pm; H, I=1 pm; J=5 pm.
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Lamina 10: Aspergillus sculptus (holotipo). A-D. Colonias a 25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. Note los
surcos radiales y los anillos. C. OA. D. Reverso en CYA. E. Ascomas inmersos en micelio con exudado
muy abundante. F. Ascomas. G. Asco y ascosporas. H-J. Ascosporas (MEB). ¢ = cresta. K. Conidiéforo.
Escala: F=100 pm; G=10 pm; K, L=10 um; J=5 pum; H, [=1 pm.



Lamina 11: Aspergillus shendaweii. A-D.Coloniasa25°C, 14dias. A. CYA.B. MEA. C. OA.D. Reverso
en CYA. E-F. Ascomas. G. Ascos y ascosporas. H-J. Ascosporas (MEB). ¢ = crestas, mt =
microtubérculos, p = anillos de proyecciones microtuberculadas. K-L. Conidi6foros. Escala: F =50 um;
G,J=5um; H,I=1pum; K,L=10 pm.



Lamina 12: Aspergillus tatenoi. A-D. Colonias a25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. C. OA. D. Reverso en
CYA. E. Ascomas con exudado. F. Ascoma abierto y ascos libres. G. Ascos y ascosporas. H. Ascosporas.
I-J. Ascos (flechas) y ascosporas (MEB), ¢ = cresta. K. Conididforo. L. Conidiéforo con pie espiralado.
Escala: F=50um; G,K,L =10 um; H,J=5 pm; [=1 um.
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Léamina 13: Aspergillus tubercularis (holotipo). A-D. Colonias a 25°C, 14 dias. A. CYA. B. MEA. C. OA.
D. Reverso en CYA. E. Ascomas con exudado. F. Ascoma abierto. G. Ascos y ascosporas. H. Ascosporas.
I-J. Ascosporas (MEB). ¢ = cresta. mt = microtubérculos. K. Conidioforo. Escala: F =100 pm; G, H, K =
10 pm; J=5 pm; =1 pm.
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Lamina 14: A-H. Aspergillus fuscicans. (holotipo). A-C. Colonias a 25°C, 7 dias. A. CYA. B. Reverso en
CYA. C. MEA, detalle de la colonia a los 30 dias (flecha). D-F. Conidiéforos. G. Conidios. H. Célula de
Hiille. I-L. Hamigera ingelheimensis. I-K. Colonias a 25°C, 7 dias. I. CYA. J. Reverso en CYA. K. MEA.
L-N. Conidioforos y conidios. Escala: D, E=20 um; F, G, L-N=10 pm.
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Lamina 15: Hamigera avellanea. A-C. Colonias a 25°C, 7 dias. A. CYA. B. Reversoen CYA. C. MEA.
D. Detalle de colonia en MEA a 25°C, 14 dias; a. coloracion rojiza debido a hifas coloreadas, b. gotas de
exudado, c. ascomas. E. Hifas rojizas con incrustaciones. F. Asco con ascosporas. G. Ascosporas. H-1.
Ascosporas (MEB). J-L. Conidioforos. Escala: E-H=5 pm; [=1 pm; J-L=10 um.



Lamina 16: Hamigera paravellanea. Colonias a 25°C, 7 dias. A. CYA. B. Reversoen CYA. C. MEA. D.
Detalle de colonia en MEA a 25°C, 14 dias; a. ascomas, b. conidiéforos en masa (color amarronado). E.
Asco con ascosporas. F. Ascosporas. G-H. Ascosporas (MEB). I. Conididforo. Escala: E-G=5um;H=1
pm; I=10 um.



Lamina 17: Leiothecium ellipsoideum. A-B. Colonias a25°C, 14 dias. A. MEA. B. OA. C. Ascomas en
el micelio aéreo. D. Ascomas semisumergidos en el medio de cultivo. E. Hifas ascdgenas, célula inicial
del asco. F. Ascomas, pared de fextura angularis. G. Ascomas. H. Ascos y ascosporas, pared interna
gruesa mas evidente en ascos jovenes (flechas). I. Ascosporas, detalle de placas. J. Clamidospora dentro
de una hifa. K. Clamidospora libre. L. Ascos con ascosporas bajo una porcion de peridio (MEB). M-N.
Ascosporas (MEB). p=placas, r=reticulo. Escala: E,H,J=10 um; F=20 um; G=50 pm; [, K, L=35 pum;
M,N=1pum.
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Lamina 18: A-F. Penicillium capsulatum. A-C. Colonias a 25°C, 14 dias. A. CYA. B. Reverso en CYA.
C.MEA. D-F. Conidioforos y conidios. G-H. Gilmaniella humicola. G. Colonias en MEA a 30°C, 7 dias.
H. Conidios con poro germinativo (flechas) . I-K. Trichocladium pyriforme. 1. Colonias en MEA a25°C,
14 dias. J-K. Clamidosporas. Escala: D,J=10 um; E, F, H, K =5 pm.



Lamina 19: Talaromyces systylus (holotipo). A-C. Colonias a 25°C, 14 dias. A. MEA. B. OA. C. CZ. D.
Detalle de la colonia en MEA. E. Estructuras globulares blancas similares a ascomas en etapas tempranas
de formacion (flecha negra) y columnas de conidios (flecha blanca). F-G. Sinemas (flechas negras) y
funiculos (flechas blancas). Escala: E-G =500 um.
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Lamina 20: Talaromyces systylus (holotipo). A. Dibujo cortesia del Dr. R. Comerio. a. Tres sinemas en
MEA (se sefialan con flechas las bases y los apices de los mismos). b. Conididforos sinematosos con
ramas adicionales. c. Conididforos biverticilados funiculosos en OA. d. Fialides. e. Conidios. B.
Conidiéforo. C. Cadenas de conidios (MO). D. Detalle de columnas de conidios (MEB). Escala: A.a=
200 um; A.b,A.c =20 um;A.d,A.e,B,=10um; C,D=5 um.



CAPITULO 11

Actividad biologica de extractos crudos de ascomicetes

aislados de suelo



Capitulo II

INTRODUCCION

Todos los organismos vivos sintetizan metabolitos que pueden ser clasificados en
primarios y secundarios. Los azucares, lipidos, proteinas y acidos nucleicos se clasifican
como metabolitos primarios, son abundantes y esenciales para el desarrollo de los
organismos vivos. Los metabolitos secundarios, denominados también productos
naturales, corresponden a estructuras de bajo peso molecular y generalmente se
encuentran en baja cantidad. Se considera que en la naturaleza existen aproximadamente
1,5 millones de especies de hongos. Esta estimacion hace de los productos naturales
fingicos una vasta fuente no explorada de estructuras quimicas unicas que se han
optimizado por evolucidn en respuesta a la comunicacion y adaptacion constante en sus
habitats (Gloer, 2007; Gamboa Angulo & de la Rosa Garcia, 2008).

Numerosos compuestos con utilidad terapéutica se aislaron a partir de
ascomicetes: penicilinas de Penicillium chrysogenum Thom, cefalosporinas de
Acremonium strictum W. Gams, actualmente Sarocladium strictum (W. Gams) Summerb.,
ciclosporina de Tolypocladium inflatum W. Gams, lovastatina de Aspergillus terreus Thom,
etc. (Fleming, 1929; Newton & Abraham, 1955; Alberts et al., 1980; Wenger, 1984;
Bennet, 1998; Gloer, 2007).

El suelo, en particular, es un nicho ecolégico ampliamente estudiado como
reservorio de microorganismos elaboradores de productos naturales biologicamente
activos (Kumar ef al., 2010). La mayoria de los antibidticos y antifingicos se aislaron de
habitantes comunes de suelo (Lihan ef al., 2014).

Una alta proporcion de cepas fingicas productoras de antimicrobianos son
aisladas de ambientes con condiciones extremas, esto podria estar asociado con funciones
de defensa de los organismos para mantener su nicho ecoloégico en esos medios. Por otro
lado, la supervivencia de los hongos en esos ambientes competitivos supone un
metabolismo compatible con el mismo y fuertemente influenciado por la seleccioén natural
(Gloer, 2007). Por estas razones los microorganismos aislados de zonas hasta ahora no
exploradas y/o de ambientes extremos constituyen una eleccion interesante para la
busqueda de potenciales metabolitos bioactivos nuevos (Phoebe et al., 2001).

Durante las ultimas décadas se ha producido un importante incremento en la
frecuencia de las infecciones por hongos en pacientes inmunocomprometidos (Herbrecht,

1996). Las micosis profundas se observan cada vez mas en los pacientes neutropénicos
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que reciben quimioterapia y aquellos que estdn sujetos a trasplante de células
hematopoyéticas. También se observan infecciones fungicas en pacientes con trasplante
de organos solidos, que alcanzan el 5% en los receptores de rifion, entre el 15% y el 35%
en los de pulmoén y corazon, y hasta un 40% en los trasplantados de higado. Los agentes
fingicos mas comunes asociados a estas infecciones (infecciones fiingicas masivas) son
Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout y Aspergillus fumigatus Fresen. (Phoebe et al.,
2001). Ademas, con la aparicion del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA),
y sobre todo en pacientes cuyo recuento de CD4 desciende a valores menores a 100, es
frecuente observar infecciones por levaduras u hongos filamentosos. Los organismos mas
comunmente encontrados en estos pacientes son Cryptococcus neoformans (San Felice)
Vuill., Prneumocystis carinii P. Delanoé & Delanoé y C. albicans (Hood & Denning, 1996;
Odds et al., 2003). Por otro lado, el uso generalizado de los azoles estd provocando la
aparicion de cepas clinicamente resistentes de Candida spp. (Sanguinetti et al., 2015). El
surgimiento de cepas resistentes también es un fendémeno habitual en bacterias, por lo
tanto, también resulta critica la busqueda de nuevas moléculas activas para sustituir
antibioticos que pierden efectividad (Laxminarayan et al., 2013).

El término antifingico o antimicotico incluye aquellas sustancias que pueden
producir modificaciones en estructuras basicas de la célula fungica inhibiendo su
desarrollo o alterando su viabilidad y produciendo las minimas alteraciones posibles en
las células del huésped (Kerridge y Vanden-Bossche, 1990). La similitud de los blancos
de accion de algunos antifungicos con estructuras o rutas metabdlicas propias de las
células humanas determina el escaso nimero de estos fArmacos en comparacion con los
antibidticos antibacterianos existentes, asi como la mayor posibilidad de aparicion de
efectos secundarios y/o toxicos (Gubbins & Anaissie, 2009).

Los antiflingicos se clasifican sobre la base de su estructura quimica, su origen
(natural o de sintesis quimica), su espectro (amplio o restringido) y su mecanismo de
accion. Los antifingicos mas utilizados son los polienos (nistatina, anfotericina B), azoles
(fluconazol, itraconazol. voriconazol, posaconazol), equinocandinas (caspofungina,
micafungina, anidulafungina), alilaminas (terbinafina), entre otros (Andriole, 1999; Odds

et al.,2003).
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Antimicrobianos y estudios de sensibilidad

Los antibiogramas son métodos in vitro que determinan la sensibilidad de los
microorganismos respecto de una variedad de agentes antimicrobianos en condiciones de
laboratorio especificas y estandarizadas (Palavecino Rosales, 1997). Los métodos mas
ampliamente conocidos son: difusiéon en medio sé6lido, dilucién en agar y dilucion en
caldo (macro y microdilucion).

El antibiograma por difusion en medio sélido o agar, también llamado por difusion
por disco o método Kirby-Bauer, fue propuesto por Bauer y colaboradores en 1966 y es
uno de los métodos actualmente recomendados por el ex National Committee for Clinical
Laboratories Standards (NCCLS) llamado hoy Clinical Laboratory Standard Institute
(CLSI). El microorganismo es inoculado en la superficie de una placa de agar, sobre la
que se colocan discos de papel impregnados con una solucién de concentracién conocida
del antibidtico. Las placas se incuban a un tiempo y temperatura determinados segun los
microorganismos analizados. Durante la incubacion, el antibidtico difunde radialmente
desde el disco a través del agar, por lo que su concentracion va disminuyendo a medida
que se aleja del disco. En un punto determinado, la concentracion del antibidtico en el
medio es incapaz de inhibir al microorganismo en estudio. Para determinar si la cepa es
sensible o resistente se mide el halo de inhibicion.

El método de microdilucion consiste en la utilizacion de placas de 96 pocillos que
contienen una determinada concentracion del antifiingico. Se realizan diluciones al medio
y se inocula la placa desde el pocillo n°® 1 al n® 11. EI duodécimo es el control de
crecimiento sin droga. Se inocula la placa ya preparada con los antifingicos, se incuba. y
se lee la concentracion inhibitoria minima (CIM). En términos précticos, la CIM se
considera como la minima concentracion de la droga que inhibe el 100% (u 80%) de
crecimiento con respecto al control; depende tanto del microorganismo como de la droga
ensayadas.

También han sido desarrollados productos comerciales, que se ajusten a las
normas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), para realizar pruebas de
sensibilidad de levaduras respecto de antifingicos. Tres de estos productos han sido
aprobados por Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos (FDA) para
la prueba de antifingicos contra Candida en clinica médica: las placas colorimétricas
YeastOne Sensititre® (TREK Diagnostic Systems, Inc., Cleveland, OH), la prueba de
sensibilidad para levaduras Vitek 2 (BioM¢érieux, Inc., Marcy 1'Etoile, Francia) y E-test
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(bioMérieux). Tipicamente representan modificaciones de los métodos de dilucion en
agar o microdilucion en caldo y tienen como ventajas la facilidad de uso, la flexibilidad,
normalizacién y rapidez de los resultados (Pfaller, 2012; Sanguinetti et al., 2015). Por
otra parte, también se desarrollaron nuevos métodos de diagnostico basados en
tecnologias emergentes, tales como métodos de espectrometria de masa Matrix Assisted
Laser Desorption lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF), citometria de flujo, etc.
(Sanguinetti et al., 2015).

Métodos de referencia

En 1997, el NCCLS publicé el documento M27-A, en el mismo se propone un
método de dilucion en medio liquido para las pruebas de sensibilidad antifungica de
levaduras y organismos levaduriformes, sobre todo de Candida spp. y Cryptococcus
neoformans. Posteriormente, en 1998, la necesidad de disponer de un protocolo para el
estudio de la sensibilidad de hongos filamentosos propici6 la aparicion del documento
M38-P. Actualmente, los métodos vigentes son el M27-A3 y el M38-A2 para levaduras
y hongos filamentosos respectivamente (CLSI, 2008a y b). Estos métodos de referencia
incluyen la forma de preparacion del indculo, su volumen y concentracion, el medio de
cultivo sintético que debe utilizarse, la temperatura y el tiempo de incubacién y los puntos
de corte para distintos antifingicos. Dichos documentos proveen las siguientes
definiciones:

Antibiograma: perfil general de los resultados de sensibilidad de una especie microbiana
a una bateria de agentes antimicrobianos.

Concentracion inhibitoria minima (CIM): es la concentracion mds baja de un agente
antimicrobiano que causa una reduccion especifica en el crecimiento visible en un ensayo
de sensibilidad en agar o caldo. La magnitud de la reduccion en el crecimiento visible se
evalua utilizando la siguiente escala numérica: 0, Opticamente claro; 1, ligeramente
turbio; 2, disminucién importante (alrededor del 50%); 3, reduccidén ligera en el
crecimiento visible; y 4, sin reduccion visible en el crecimiento.

Aunque se desarrollaron estos documentos, el NCCLS consider6 que para
determinar la sensibilidad de los hongos frente a varias clases de agentes antifiingicos aun
existia la necesidad de un método alternativo simple, rapido y de bajo costo, que hiciera

que los ensayos estuvieran mas disponibles para el laboratorio de microbiologia clinica.
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Por esta razon desarrollaron un método de difusion en disco para estudiar la sensibilidad
de especies de Candida a fluconazol y voriconazol, que fue publicado como el documento
M44-A (NCCLS, 2004).

La concentracion fungicida minima (CFM) es la concentracion mas baja de un
agente antimicrobiano en la que no se evidencia desarrollo o solo se observa un numero
de colonias inferior a tres. La CFM puede predecir mejor los resultados clinicos de
algunos fungicidas que la CIM (Espinel-Ingroff et al., 2002).

La Comunidad Europea desarrolld también un método estandar. El método
European Community Antifungal Susceptibility Testing (EUCAST) incorpord algunas
revisiones al método CLSI; sin embargo, los dos métodos son equivalentes (Espinel-

Ingroft et al., 2005; Pfaller, 2012).
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Hipotesis

La diversidad de especies fungicas de suelos semidridos de la Provincia de

Catamarca incluye ascomicetes productores de moléculas con potencial actividad

bioldgica.

Objetivos

Objetivo General

e Explorar el potencial de los ascomicetes de suelo de la Provincia de Catamarca

como productores de metabolitos secundarios con actividad bioldgica.

Objetivos especificos

e Evaluar la actividad antibacteriana de extractos fingicos crudos frente a bacterias

frecuentemente aisladas como contaminantes de alimentos.

e Evaluar la actividad antifungica de extractos fungicos crudos frente a cepas de

hongos filamentosos y levaduras de origen clinico.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas fungicas utilizadas

Se utilizaron 15 cepas fungicas provenientes de suelos semidridos de la Provincia
de Catamarca y de La Rioja; 12 de dichos aislamientos son termorresistentes, aislados e
identificados en el Capitulo . Se aislaron e identificaron, ademas, tres cepas aisladas con
otras metodologias: pasteurizacion del suelo con etanol (una de Catamarca y la otra de La
Rioja) y siembra directa en medio de cultivo de actividad acuosa baja (una cepa, suelo de
Catamarca). En la Tabla 1 se detallan las especies, los nimeros de cepa y las técnicas de
aislamiento empleadas. La seleccion de las cepas para los ensayos de actividad bioldgica
se realizd sobre la base de antecedentes bibliograficos o por el caracter extraordinario de
su hallazgo (Brian & Hemming, 1946; Dennis & Webster, 1971; Ghisalberti &
Sivasithamparam, 1991; Liang, 2008; Reino ef al., 2008).

Aislamiento e identificacion de especies obtenidas por pasteurizacion del suelo con
etanol

Se incluyeron dos cepas aisladas por tratamiento del suelo con etanol y posterior
siembra en Agar Papa Zanahoria (PCA) de acuerdo con Bills et al. (2004). Los
aislamientos se identificaron a nivel de especie segun sus caracteristicas macroscopicas y

micromorfoldgicas en cultivo (MEA y OA, Apéndice 2).

Aislamiento e identificacion de la especie obtenida por siembra directa del suelo en
medio de cultivo de actividad acuosa baja

Se incluyd una cepa aislada por siembra directa de suelo en Agar Dicloran Glicerol
18% (DG18), aw = 0,955, segin la metodologia para aislamiento de hongos xerofilos (Pitt
& Hocking, 2009). Se identific6 a nivel de especie segun sus caracteristicas

macroscopicas y micromorfologicas en cultivo (MEA y OA, Apéndice 2).
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Tabla 1: Aislamientos seleccionados para los ensayos de actividad biologica

Técnica de

Especie N° de cepa aislamiento
Achaetomium luteum* 192 PE
Aspergillus laciniosus 022 T
Aspergillus tatenoi 222 T
Gilmaniella humicola 3821 T
Hamigera avellanea 0525 T
Hamigera avellanea 0416 T
Hamigera paravellanea 5721 T
Leiothecium ellipsoideum 0311 T
Leiothecium ellipsoideum 5311 T
Sordaria fimicola* 104 PE
Subplenodomus violicola™* 0327 X
Trichocladium pyrifome 021 T
Trichoderma saturnisporum 0352 T
Trichoderma saturnisporum 1019 T
Trichoderma saturnisporum 0312 T

PE: pasteurizacion con etanol, T: termorresistentes, X: xer6filos.
* Estas especies fueron identificadas para el presente capitulo y seran
descritas en los resultados y discusion.

Obtencion de extractos crudos

Los extractos crudos se obtuvieron a partir de aislamientos que se cultivaron en
arroz autoclavado (30 g de arroz, 50 ml de agua) durante 15 dias a 25°C. Los cultivos
desarrollados se extrajeron con 50 ml de acetato de etilo durante 18 h en reposo y
oscuridad, se filtraron y se llevaron a sequedad en evaporador rotatorio (35 °C). Los
extractos secos se resuspendieron en cloroformo y se transfirieron cuantitativamente a
viales previamente tarados. Se secaron bajo corriente de nitrogeno y se determino la masa
de cada uno. Se utilizé una balanza analitica (OHAUS, + 0,0001 g). Los extractos se

mantuvieron secos a -30 °C hasta su uso.

Analisis de actividad antibacteriana

Para el estudio de la actividad antibacteriana se utilizaron extractos crudos de
Achaetomium luteum J.N. Rai & J.P. Tewari, Leiothecium ellipsoideum, Sordaria fimicola
(Roberge ex Desm.) Ces. & De Not., Subplenodomus violicola (P. Syd.) Gruyter, Aveskamp &

Verkley y Trichoderma saturnisporum. Se estudio la actividad de estos extractos frente a
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bacterias que frecuentemente contaminan alimentos tales como Enterococcus faecalis
(Andrewes & Horder) Schleifer & Kilpper-Balz (ATCC 29212), Escherichia coli (Migula) Castellani
and Chalmers (ATCC 8739), Salmonella enterica subsp. enterica (ex Kauffmann & Edwards) Le
Minor & Popoff serovar Typhimurium (47CC 13311) y Staphylococcus aureus subsp.
aureus Rosenbach (ATCC 6538P).

Se realizaron antibiogramas por duplicado por el método de difusion (Bauer et al.,
1959). Se realizaron hisopados sobre Agar Mueller Hinton (MH, Oxoid, CM0337) con
cultivos desarrollados en Caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI, Britania B0214606)
durante 18-24 h. Se colocaron sobre el medio de cultivo, discos de papel de filtro
(Whatman N° 5, 6 mm de diametro) embebidos en el extracto reconstituido en 500 ul de
acetato de etilo. Como control positivo se utilizaron discos con 50 pg de cloranfenicol.
El control negativo consistio en discos embebidos en acetato de etilo.

Se midieron los halos de inhibicién luego de 24 h de incubacién a 37 °C. Para
evaluar la actividad antibacteriana de los extractos se calculo la relacion porcentual entre
los halos de inhibicion del desarrollo bacteriano, producidos por los extractos fungicos,

respecto del halo de inhibicion de la masa de cloranfenicol usada como control.

% inhibicién = Halo de inhibicion del extracto crudo (mm) « 100
0 IMAMPICION = Holo de inhibicién de 50 ug de cloranfenicol (mm)

Analisis de actividad antifungica

La actividad antifungica de los extractos correspondientes a las especies
presentadas en la Tabla 1 se ensayo6 frente a cepas de origen clinico. Estas ultimas fueron
aisladas y mantenidas en el Hospital Ramos Mejia (Unidad de Parasitologia, Seccién
Micologia), CABA. También se ensayo la actividad antifingica frente a cepas de
referencia provenientes de la coleccion American Type Culture Collection (ATCC).

Los extractos crudos pesados fueron disueltos en dimetil sulfoxido (DMSO) para
obtener soluciones stock (s.s.) de los mismos. A partir de estas s.s. se realizaron diluciones
al medio en agua destilada estéril para obtener concentraciones finales en un rango de
512-64 pg/ml para los extractos 0311 y 5311; y de 5120-64 pg/ml para el resto de los

extractos analizados. Los extractos se mantuvieron a -30 °C hasta su uso.
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Ensayos preliminares

Se realizaron ensayos preliminares de la actividad antifiingica de los extractos
crudos frente a Candida albicans ATCC 6414 por el método de difusion en placa
siguiendo las recomendaciones del documento M44-A (NCCLS, 2004).

Se hisoparon placas de Agar Mueller Hinton con glucosa 2% y azul de metileno,
con cultivos de 24 h de la levadura. Se realizaron perforaciones con un sacabocados en el
agar y en cada uno de ellas se agregaron 30 pul de cada dilucion. Las placas se incubaron
a temperatura ambiente durante 72 h. Luego de ese periodo se midieron los halos de

inhibicién.

Analisis de la sensibilidad in vitro de levaduras y hongos filamentosos frente a los
extractos

Aquellos extractos que demostraron actividad en los ensayos preliminares fueron
seleccionados para el estudio de la concentracion inhibitoria minima (CIM) in vitro frente
a 78 cepas clinicas de hongos filamentosos y levaduras siguiendo la metodologia de
microdilucion del CLSI. Se siguieron las recomendaciones del documento M27-A3
(CLSI, 2008a), método de referencia para ensayos de susceptibilidad antifungica de
levaduras para dilucion en caldo, y el documento M38-A2 (CLSI, 2008b), método de
referencia para ensayos de susceptibilidad antifungica de hongos filamentosos para
dilucién en caldo.

Los hongos filamentosos (n = 24) ensayados fueron: Aspergillus niger Tiegh, A.
flavus, A. fumigatus y A. terreus Thom; las levaduras (n = 54) fueron Candida albicans,
C. guilliermondii (Castell.) Langeron & Guerra, C. krusei (Castell.) Berkhout, C. parapsilosis
(Ashford) Langeron & Talice, C. tropicalis (Castell.) Berkhout y Cryptococcus neoformans. Se
incluyeron Candida parapsilosis ATCC 22019, C. parapsilosis ATCC 90018 y C. krusei
ATCC 90028 como cepas de control de calidad, documento M27-A3 (CLSI, 2008a).
También se incorporaron como controles de calidad los hongos filamentosos Aspergillus
flavus ATCC 204304 y A. fumigatus ATCC 204305, recomendados en el documento M38-
A2 (CLSI, 2008b). En la Tabla 2 se presenta la lista de las cepas utilizadas y su
procedencia, asi como también las cepas de coleccion empleadas.

Incorporacion del extracto a las microplacas: se utilizaron microplacas de 96
hoyos con base plana (Corning, NY, Estados Unidos), a las cuales se agregd 100 pl de
las distintas concentraciones del extracto fingico a ensayar utilizando micropipeta

multicanal. Se conservd la misma concentracion por columna; las concentraciones
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decrecieron conforme aumento el nimero de filas desde la primera hasta la undécima. A
los pocillos de la columna numero 12 se les agregd 100 ul de agua estéril (control de
crecimiento). Las placas se cerraron y se guardaron a -30 °C hasta su utilizacion.

Preparacion del medio de cultivo: se prepard el medio liquido RPMI 1640 con
glutamina y sin bicarbonato sodico (L. Microvet SRL, Argentina), pH =7 £ 0,1 [tampdn
de acido morfolinopropanosulfonico (MOPS)] (ICN, Sigma) segin los documentos
citados anteriormente.

Preparacion del inoculo: se utilizaron las cepas de levaduras expuestas en la Tabla
2 (Candida spp. y Cryptococcus neoformans) desarrolladas en Agar Sabouraud Dextrosa
(SDA, Oxoid CM41), 24 h, 28 °C. Los hongos filamentosos (Tabla 2) se sembraron en el
mismo medio de cultivo, pero incubados durante 48-72 h a 35 °C. Se realizaron
suspensiones de todas las cepas en agua destilada estéril. Para estandarizar la densidad
del indculo se compard su turbidez con un patron de BaSO4 (McFarland 0,5). Los
indculos se prepararon diluyendo las suspensiones en medio RPMI 1640 (de doble
concentracion), para levaduras se utilizé una concentracion final de 0,5 x 10°- 5 x 10°
UFC/ml y para hongos filamentosos 0,5 x 10*- 4,5 x 10* UFC/ml de acuerdo con lo
especificado en los métodos de referencia (CLSI, 2008a y b).

Inoculacion de las microplacas: las placas conservadas a -30 °C se descongelaron
a temperatura ambiente y se inocularon con 100 pl de la suspension fingica. Tanto el
indculo como las drogas quedaron diluidos a la mitad de su concentracion original; la
concentracion final de los extractos fue de 256-0,25 pg/ml. Una misma placa de
microdilucion se utilizo para estudiar la sensibilidad a estos extractos de ocho cepas de
origen clinico distintas. Las placas se incubaron a 35 °C durante 48 horas.

Lectura de la CIM: se realiz6 una lectura visual del punto final de la CIM a las 48
horas. Se considero tanto el valor de 50%, como el de 100% de inhibicion.

Determinacion de la concentracion fungicida minima (CFM): la CFM in vitro se
determino colocando 30 pl en la superficie de una placa de MH, a partir de los hoyos de

las microplacas que no evidenciaron crecimiento.

11



Tabla 2: Nombre de las especies, nimero y origen de las cepas estudiadas

Especie N° de cepa Origen
Aspergillus niger 75 s.d.
Aspergillus flavus 916 P
Aspergillus flavus 596 LP
Aspergillus flavus 593 BN
Aspergillus flavus 1115 BN
Aspergillus flavus 591 BN
Aspergillus flavus 1321 SPN
Aspergillus flavus 838 s.d.
Aspergillus flavus ATCC 204304 E
Aspergillus flavus 40 s.d.
Aspergillus flavus 1271 E
Aspergillus flavus 592 LP
Aspergillus flavus 1273 E
Aspergillus fumigatus 1519 s.d.
Aspergillus fumigatus 76 s.d.
Aspergillus fumigatus ATCC 204305 E
Aspergillus fumigatus 653 E
Aspergillus fumigatus 1005 E
Aspergillus fumigatus 812 UP
Aspergillus fumigatus 1100 E
Aspergillus terreus 105 s.d.
Aspergillus terreus 108 s.d.
Aspergillus terreus 109 s.d.
Aspergillus terreus 110 s.d.
Candida albicans 6746 E
Candida albicans 6846/1585 HB
Candida albicans 6708/1571 E
Candida albicans 1517 HB
Candida albicans 1516 HB
Candida albicans 982879 s.d.
Candida albicans 982891 s.d.
Candida albicans 6878/1595 HB
Candida albicans 1532 E
Candida albicans 1513 E
Candida albicans 6527/1537 HB
Candida albicans 522 HB
Candida albicans 509 HB
Candida albicans 514 HB
Candida guilliermondii 6636/1566 P
Candida guilliermondii 02150 s.d.
Candida guilliermondii 21150 s.d.
Candida krusei 671 HB
Candida krusei 842 HB
Candida krusei 521 UM
Candida krusei ATCC 6815 s.d.

12

Capitulo II



Capitulo II

Tabla 2 continuacion: Nombre de las especies, numero y origen de las cepas estudiadas

Especie N° de cepa Origen

Candida krusei 688 BAL
Candida krusei 827 E
Candida parapsilosis ATCC 22019 s.d.
Candida parapsilosis 6634/1565 UP
Candida parapsilosis 1543 BM
Candida parapsilosis 1545 UM
Candida parapsilosis 1552 MB
Candida parapsilosis 525 UM
Candida parapsilosis 544 UM
Candida parapsilosis 507 BAL
Candida parapsilosis ATCC 90018 H
Candida parapsilosis 547 O
Candida tropicalis 6784/1580 UM
Candida tropicalis 6800/1583 HB
Candida tropicalis 1515 E
Candida tropicalis 6846 s.d.
Candida tropicalis 1531 H
Candida tropicalis 1542 UP
Cryptococcus neoformans 1424 LCR
Cryptococcus neoformans 1437 s.d.
Cryptococcus neoformans 1438 LCR
Cryptococcus neoformans 1421 H
Cryptococcus neoformans 6641/1540 LCR
Cryptococcus neoformans 3145 s.d.
Cryptococcus neoformans 1534 LCR
Cryptococcus neoformans 28/1069 H
Cryptococcus neoformans 25/1058 LCR
Cryptococcus neoformans 13/869 LCR
Cryptococcus neoformans 43/1312 LCR
Cryptococcus neoformans 44/1313 H
Cryptococcus neoformans 6/554 LCR
Cryptococcus neoformans 39/1285 LCR
Cryptococcus neoformans 16/944 LCR

BAL: lavado broncoalveolar; BM: biopsia mucosa; BN: biopsia nasal; E: esputo; H: hemocultivo; HB:
hisopado de boca; LCR: liquido cefalorraquideo; LP: liquido pleural; MB: mini BAL; O: orina; P: piel;
SPN: senos paranasales; UM: ufia de mano; UP: ufia de pie; s.d. = sin datos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Especies obtenidas por pasteurizacion del suelo con etanol

Achaetomium luteum J.N. Rai & J.P. Tewari, in Rai, Tewari & Mukerji, Can. J. Bot. 42
(6): 694, 1964
= Chaetomium luteum (J.N. Rai & J.P. Tewari) P.F. Cannon, 1986.

Descripciones e ilustraciones: von Arx ef al. (1988).

Materiales examinados: La Rioja, 192, 12/01/09, RN 60 Km 1172, 28°40,507'S,
66°30,038'W, 653 msnm.

Citas geograficas: Australia, India, Japon, Pakistan, Republica de Senegal (Guarro et al.

2012).

Hébitat: suelo, rizosfera (Arx et al., 1988).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

Las caracteristicas de los aislamientos concuerdan con las descripciones de von
Arx et al. (1988).

En 1986, Cannon transfirié a 4. luteum al género Chaetomium. Sin embargo, von
Arx et al. (1988) sustentd, por caracteres morfoldgicos, la posicion de esta especie en el
género Achaetomium. Hanlin & Lee (1999) analizaron las relaciones filogenéticas entre
Chaetomium y géneros relacionados, y aunque no incluyeron a 4. luteum, mantienen la
separacion entre los géneros Chaetomium y Achaetomium dentro de la Fam.
Chaetomiaceae.

El presente aislamiento constituye el primer registro de la especie para Argentina.
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Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Not., Comm. Soc. Crittog. Ital. 1 (4):
226, 1863

Numerosos sinénimos, ver en Lundqvist, 1972.

Descripciones e ilustraciones: Lundqvist (1972); Domsch et al. (2007).

Materiales examinados: Catamarca, 104, 08/01/09, Rincon, 28°22,05'S, 66°13,644'W.

Citas geograficas: Argentina, Brasil, Canada, China, Costa Rica, Dinamarca, Egipto,
Estados Unidos, Finlandia, Honduras, Indonesia, Japon, Marruecos, Noruega, Pakistan,
Paraguay, Puerto Rico, Republica de Chad, Republica Democratica del Congo,
Venezuela, entre otros (Lundqvist, 1972; Domsch et al., 2007).

Habitat: suelo, estiércol, nidos de aves, trigo, avena, cebada, rizésfera de plantas de té,

mani, pecanes, etc. (Domsch et al., 2007).

Patogenicidad: no se registran datos.

Observaciones:

Las caracteristicas de los aislamientos concuerdan con las descripciones de
Lundqvist (1972) y Domsch et al. (2007).

En Argentina fue aislada por primera vez a partir de suelos de la Provincia de

Santiago del Estero (Godeas, 1972).

Especie obtenida por siembra directa del suelo en medio de cultivo de actividad

acuosa baja

Subplenodomus violicola (P. Syd.) Gruyter, Aveskamp & Verkley, Stud. Mycol. 75: 23,
2012

= Phoma violicola P. Syd., Hedwigia 38 (Beibl.): (137), 1899.

= Phyllosticta violae f. violae-hirtae Allesch., Rabenh. Krypt.-Flora [ed. 2] Pilze 6 [Lief. 61]:
156. 1898 [vol. dated “1901°].
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= Phyllosticta violae f. violae-sylvaticae Gonz. Frag., Trab. Mus. Nac. Cienc. Nat. (Bot.), Madr.
7: 35,1914,
= Phoma violae-tricoloris Died., Annls mycol. 2: 179, 1904.

Lamina 1

Colonias en OA, 25 °C, 7 dias, 53-54 mm diam., de color verde oliva a verde
oscuro, micelio aéreo castano claro, reverso del mismo color que el anverso; luego de 14
dias de incubacion a 22 °C y ciclos de luz se extendid por toda la placa de cultivo. En
MEA, 25 °C, 7 dias, 44-50 mm diam., de color blanco o gris oscuro a verdoso, bordes
vinaceo claro, flocosas; reverso negro castafio con bordes rojizos; 14 dias de incubacion
a 22°C y ciclos de luz se extendido por toda la placa de cultivo.

Conidiomas picnidiales subglobosos, de color oscuro, 80-290 um diam., con un
ostiolo, papilado o con un cuello cilindrico, generalmente agregados aunque también
solitarios. Presencia de micropicnidos en el micelio aéreo. Células conidiogenas hialinas,
ampuliformes a doliformes, 6-7 um long. Conidios cilindricos aseptados, lisos, hialinos,
10-13 x 2-3 pm diam., usualmente bigutulados pero en algunos casos con 3 gutulas,
terminales a subterminales. Clamidosporas unicelulares en cadenas y multicelulares

botriosas-alternarioides o formando estructuras pseudoesclerotioides.

Materiales examinados: Catamarca, 0327, 05/01/09, RN 60 km 1016, 29°30,068'S,
65°37,951'W, 237 msnm.

Distribucion geografica: Holanda y Nueva Zelanda (Aveskamp et al., 2009).

Haébitat: folicola (Boerema et al., 2004).

Patogenicidad: patdogeno oportunista de plantas silvestres y cultivadas de Viola spp. y

asociada a manchas foliares (Boerema et al., 2004).

Observaciones:
En OA, 25°C, 7 dias, nuestro aislamiento alcanzé mayores diametros que el
presentado por Boerema (1993). En MEA se observa micelio aéreo muy pigmentado, que

se fractura produciendo artrosporas.
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Esta especie no ha sido citada para suelo, en Europa ha sido asociada a manchas
foliares de Viola spp., y la especie tipo fue aislada de Viola tricolor L. (nombre vulgar:
pensamiento). Viola tricolor no esta citada para Catamarca (Sanso et al., 2005) sin
embargo, es una especie cultivada, muy variable fenotipicamente, escapada de cultivo y,
en algunos casos, asilvestrada. Por otro lado, la muestra proviene de un sitio de muestreo
cercano geograficamente a la Provincia de Cérdoba, para la cual si esté citada.

El género Phoma ha sido dividido por caracteristicas morfologicas en nueve
secciones, Boerema (1993) ubico a Phoma violicola en la seccion Peyronellae basandose
en la produccion de dictioclamidosporas o clamidosporas multicelulares. Aveskamp et al.
(2009) estudiaron la diversidad genética y morfoldgica y observaron que P. violicola no
se agrupd con especies de dicha seccidn, sino que se encontraban entre los linajes basales.
De Gruyter ef al. (2013) encontraron que P. violicola se relacioné filogenéticamente a la
Fam. Leptosphaeriaceae y por lo tanto esta especie fue transferida a un nuevo género
denominado Subplenodomus.

La presente constituye la primera cita para nuestro pais.

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los extractos fngicos se presenta en la Tabla 3. Los
extractos de Sordaria fimicola exhibieron actividad contra las 4 especies bacterianas
ensayadas y con elevadas relaciones porcentuales de inhibicion. El extracto de
Leiothecium ellipsoideum también presentd una inhibicidon importante pero menor a la
masa del cloranfenicol usada como control positivo. El resto de las cepas ensayadas no

demostrd actividad antibacteriana evidente.

Tabla 3: Fuentes de extractos crudos y su accion inhibitoria sobre las especies bacterianas

analizadas

. N° de % inhibicion
Especie fuente del extracto cepa E.coli E.faecalis S.aureus S.enterica
Achaetomium luteum 192 0 0 19 0
Leiothecium ellipsoideum 0311 79 0 78 65
Sordaria fimicola 104 100 185 170 120
Subplenodomus violicola 0327 0 14 65 26
Trichoderma saturnisporum 1019 0 0 11 20
Trichoderma saturnisporum 0352 0 0 0 0
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No se conocen actividades antibacterianas producidas por Sordaria fimicola, sin
embargo, esta registrada la capacidad antifungica por compuestos producidos por otras
especies de este género (Liang, 2008).

Leiothecium ellipsoideum fue descrita por Samson & Mouchacca (1975), existen
pocas citas de esta especie nivel mundial y, hasta el momento, no se conoce que se hayan
buscado actividades biologicas para la misma.

Por dicho anteriormente, estos constituyen los primeros datos de inhibicion

bacteriana por parte de S. fimicola y L. ellipsoideum.

Actividad antifiingica

Ensayos preliminares de actividad antifungica

Se observo actividad antifingica contra Candida albicans ATCC 6414 en los
extractos crudos provenientes de A. tatenoi (222), S. violicola (0327) y T. saturnisporum
(0312) (Tabla 4). Los extractos de Leiothecium ellipsoideum (cepas 0311 y 5311) se
ensayaron en un rango de concentracion de 512-64 pg/ml. Los extractos de L.
ellipsoideum 0311 presentaron halos de inhibicion de 20 y 18 mm de diametro para las
concentraciones de 512 y 256 pg/ml, respectivamente. No se observaron halos de

inhibicion en L. ellipsoideum 5311.

Tabla 4: Fuentes de extractos crudos y didmetros de los halos de inhibicion producidos

por extractos de diferente concentracion

Especie fuente del extracto N de Diametro del halo (mm)
cepa 5120 pg/ml 2560 pg/ml 1280 pg/ml 640 pg/ml

Achaetomium luteum 192 - - - -
Aspergillus laciniosus 022 - - - -
Aspergillus tatenoi 222 20 17 17 14
Gilmaniella humicola 3821 - - - -
Hamigera avellanea 0416 - - - -
Hamigera avellanea 0525 - - - -
Hamigera paravellanea 5721 - - - -
Sordaria fimicola 104 - - - -
Subplenodomus violicola 0327 20 14 12 9
Trichocladium pyriforme 021 - - - -

Trichoderma saturnisporum 0352 - - - -
Trichoderma saturnisporum 1019 - - - -
Trichoderma saturnisporum 0312 32 29 25 17
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El extracto de Sordaria fimicola no produjo inhibicion del crecimiento en ninguna
de las cepas fungicas estudiadas, sin embargo, si present6 actividad antibacteriana. Otra
especie del género, S. araneosa, produce sordarina la cual inhibié a C. albicans (Liang,
2008).

Yim et al. (2014) aislaron a partir de una cepa de A. tatenoi aislada de suelo, un
nuevo compuesto meroterpenoide al cual llamaron é4cido tatenoico. Ademés de otros
compuestos conocidos aislaron aszonapironas que exhibieron actividad contra
Plasmodium falciparum Welch, agente etioldgico de la malaria, y citotdxica contra lineas
celulares cancerigenas.

Shibazaki et al. (2004) describieron un nuevo compuesto antifingico a partir de
Phoma sp. Estos autores, evaluaron la actividad antifungica por el método de
microdilucion y observaron valores de CIM de 2-16 pg/ml para Candida albicans,
Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus. Otros trabajos también informan
actividad antifungica a partir de Phoma, sin identificar a nivel de especie el aislamiento
productor de la actividad biologica (Nagai et al., 2002; Herath et al., 2009; Qin et al.,
2010; Wang et al., 2012). Phoma lingam (Tode) Desm., actualmente Leptosphaeria
maculans (Tul. & C. Tul)) Ces. & De Not., fue citado como productor de compuestos
antifingicos como el 4cido fomenoico y la fomenolactona (Devys et al., 1984; Devys et
al., 1986; Topgi et al., 1987). Phoma etheridgei L.J. Hutchison & Y. Hirats., actualmente
Leptosphaeria etheridgei (L.J. Hutchison & Y. Hirats.) Gruyter, Aveskamp & Verkley, produjo un
compuesto que inhibi6 a Phellinus tremulae (Bondartsev) Bondartsev & P.N. Borisov (Ayer &
Jimenez, 1994). No se encontraron datos bibliograficos de actividad biologica a partir de
Subplenodomus violicola (anteriormente Phoma violicola).

Algunas especies del género Trichoderma se estudiaron intensamente como
potenciales fuentes de agentes de biocontrol, enzimas y productores de metabolitos
secundarios bioactivos (Ghisalberti & Sivasithamparam, 1991; Reino et al., 2008). Se
analizaron tres cepas de 7. saturnisporum y solamente una present6 actividad antifingica.
Rebuffat et al. (1993) determinaron que 7. saturnisporum produce saturnisporinas
(peptaiboles) que presentan actividad antibacteriana frente a S. aureus (gram positiva)
pero no frente a E. coli (gram negativa). Ritieni ef al. (1995) inform¢ la produccion de
paracelcin E, un nuevo peptaibol producido por 7. saturnisporum, este compuesto fue
responsable de producir actividad antibacteriana frente a Bacillus megaterium de Bary y
actividad toxica frente Artemia salina. Ninguno de estos autores inform¢ actividad

antifingica. Por otro lado, Sharma & Shanmugam (2012) observaron un efecto
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antagonico de cepas de 7. saturnisporum frente a Fusarium oxysporum Schitdl. en cultivo

dual.

Analisis de la sensibilidad in vitro de levaduras y hongos filamentosos frente a los
extractos

En relacion con los analisis de sensibilidad descriptos, el punto final se define
como la concentracion mas baja que presenta una prominente disminucion de la turbidez
en comparacion con el control de crecimiento (CLSI, 2008a). La determinacion del punto
final depende del antifungico analizado y se fija en relacion con estudios previos
correlacionados con la respuesta clinica. En el presente trabajo se evaluaron extractos
crudos, es decir, mezclas extractivas de composicion desconocida. Por esta razon, al
conducir los ensayos de sensibilidad se registraron no solo los valores de CIM que
producen el 100% de inhibiciéon del desarrollo fingico, sino también aquellos que
ocasionan el 50% de inhibicién (dos puntos finales). Las Tablas 5 y 6 muestran los
resultados de todas las cepas analizadas.

El extracto crudo de Trichoderma saturnisporum exhibi6 los siguientes rangos de
valores de CIM para el 50 y el 100% de inhibicion respectivamente, en pg/ml: 0,125-128
y 8-512 frente a Aspergillus spp. (n=24); 0,125-4 y 0,125-512 para C. albicans y C.
guilliermondii; 0,125-512 y de 2-512 para las otras especies de Candida; y 0,125-512 y
64-512 para C. neoformans.

Para el extracto de Aspergillus tatenoi se obtuvieron valores de CIM en el rango
de 0,125-512 pg/ml, (50-100% de inhibicidn), frente a todas las levaduras ensayadas.
Para todas las especies de Aspergillus la CIM fue de 0,125 pg/ml para el 50 % de
inhibicion. Sin embargo, se observaron rangos de 64-512 pg/ml para A. flavus y de 256-
512 pg/ml para A. fumigatus al considerar el 100 % de inhibicion.

Respecto del 100% de inhibiciodn, el extracto crudo de Leiothecium ellipsoideum
presentd en general menos actividad, un rango de CIM de 16-128 pg/ml, contra C.
parapsilosis (n=10) que contra otras especies de Candida; sin embargo, en relaciéon con
el resto de los hongos estudiados este extracto resulté mas activo contra C. albicans.
Cryptococcus. neoformans (n=15) presentd un rango de 8-512 pg/ml, excepto en dos
cepas cuyo valor fue de 0,125 pg/ml para el 100% de inhibicion. Considerando este
mismo porcentaje de inhibicion, Aspergillus spp. (n=24) exhibié un rango de 32-512

pug/ml.
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Tabla 5: CIM para 50 y 100% de inhibicion (pg/ml) de diferentes extractos crudos en relacion con levaduras de origen clinico
Fuente de los extractos

Especie N° de cepa T. saturnisporum A. tatenoi L. ellipsoideum S. violicola

50% 100% 50% 100% 50% 100% 50%  100%
Candida albicans 6746 4 16 64 128 4 8 0,125 0,125
Candida albicans 6846 0,5 4 1 4 0,5 2 0,125 0,125
Candida albicans 6708 0,125 0,25 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
Candida albicans 1517 0,5 2 0,125 0,125 0,25 2 0,125 0,125
Candida albicans 1516 2 4 0,125 1 4 8 0,125 0,125
Candida albicans 982879 1 4 0,125 1 0,125 2 0,125 0,125
Candida albicans 982891 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
Candida albicans 6878 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
Candida albicans 1532 2 4 1 1 0,125 8 0,125 0,125
Candida albicans 1513 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
Candida albicans 6527 0,125 512 512 512 8 32 0,125 0,125
Candida albicans 522 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
Candida albicans 509 4 512 0,125 512 0,125 4 0,125 0,125
Candida albicans 514 0,125 256 0,125 512 0,125 64 0,125 0,125
Candida guilliermondii 6636 0,125 512 0,125 128 0,25 32 0,125 0,125
Candida guilliermondii 02150 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
Candida guilliermondii 21150 0,125 128 0,125 32 0,125 0,125 0,125
Candida krusei ATCC 6815 0,25 8 0,125 8 0,25 4 0,125 0,125
Candida krusei 671 256 512 16 512 8 32 0,125 0,125
Candida krusei 842 0,125 128 0,125 064 0,125 32 0,125 0,125
Candida krusei 521 0,125 64 0,125 16 0,125 64 0,125 0,125
Candida krusei 688 0,125 16 0,125 8 0,125 16 0,125 0,125
Candida krusei 827 0,125 64 0,125 8 0,125 32 0,125 0,125
Candida parapsilosis ATCC 22019 64 128 16 128 32 64 0,125 0,125
Candida parapsilosis 6634 128 512 128 512 16 32 0,125 0,125
Candida parapsilosis 1543 0,125 256 0,125 256 0,125 16 0,125 0,125
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Tabla 5 cont.: CIM para 50 y 100% de inhibicion (pg/ml) de diferentes extractos crudos en relacion con levaduras de origen clinico
Fuente de los extractos

Especie Cepa T. saturnisporum A. tatenoi L. ellipsoideum S. violicola

50% 100% 50% 100% 50% 100% 50%  100%
Candida parapsilosis 1545 0,125 256 0,125 512 0,125 32 0,125 0,125
Candida parapsilosis 1552 0,125 256 0,125 256 0,125 64 0,125 0,125
Candida parapsilosis 525 0,125 512 0,125 512 0,125 64 0,125 0,125
Candida parapsilosis 544 0,125 2 0,125 0,5 0,125 64 0,125 0,125
Candida parapsilosis 507 0,125 256 0,125 32 0,125 32 0,125 0,125
Candida parapsilosis ATCC 90018 0,125 256 0,125 512 0,125 128 0,125 0,125
Candida parapsilosis 547 0,125 512 0,125 0,125 64 0,125 0,125
Candida tropicalis 6784 512 512 512 512 0,25 64 0,125 0,125
Candida tropicalis 6800 512 512 512 512 8 64 0,125 0,125
Candida tropicalis 1515 64 128 0,125 128 0,125 16 0,125 0,125
Candida tropicalis 6846 512 512 128 512 8 32 0,125 0,125
Candida tropicalis 1531 256 512 0,125 512 0,125 0,125 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 1424 0,125 64 0,125 512 0,125 0,125 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 1437 0,125 512 4 512 32 128 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 1438 0,125 512 0,125 512 0,125 32 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 1421 4 512 512 512 8 128 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 6641 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 3145 0,125 512 0,125 512 0,125 8 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 1534 512 512 0,125 512 0,125 0,125 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 28/1069 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 25/1058 0,125 512 0,125 128 0,125 128 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 13/869 0,125 512 0,125 512 0,125 64 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 43/1312 0,125 512 0,125 512 0,125 64 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 44/1313 0,125 512 0,125 128 0,125 32 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 6/554 0,125 512 0,125 512 0,125 32 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 39/1285 0,125 512 0,125 128 0,125 64 0,125 0,125
Cryptococcus neoformans 16/944 0,125 512 0,125 64 0,125 32 0,125 0,125
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Tabla 6: CIM para 50 y 100% de inhibicion (ug/ml) de diferentes extractos crudos en relacion con a hongos filamentosos de origen clinico

Fuente de los extractos

Especie N° de cepa T. saturnisporum A. tatenoi L. ellipsoideum S. violicola

50% 100% 50% 100% 50% 100% 50% 100%
Aspergillus niger 75 128 512 0,125 512 0,25 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 916 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 596 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 593 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 1115 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 591 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 1321 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 838 0,125 512 0,125 512 0,125 32 0,125 0,125
Aspergillus flavus ATCC 204304 0,125 512 0,125 512 0,125 32 0,125 0,125
Aspergillus flavus 40 0,125 512 0,125 64 64 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 1271 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 592 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus flavus 1273 16 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus fumigatus 1519 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus fumigatus 76 0,125 512 0,125 256 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus fumigatus ATCC 204305 0,125 8 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus fumigatus 653 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus fumigatus 1005 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus fumigatus 812 0,125 512 0,125 512 0,125 32 0,125 0,125
Aspergillus fumigatus 1100 0,125 512 0,125 512 0,125 32 0,125 0,125
Aspergillus terreus 105 0,125 512 0,125 16 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus terreus 108 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus terreus 109 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
Aspergillus terreus 110 0,125 512 0,125 512 0,125 512 0,125 0,125
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El extracto que mostré mayor actividad fue el de S. violicola, el valor de CIM para
todas las cepas fue de 0,125 pg/ml tanto para el 50 como para el 100% de inhibicién.
Dados los valores observados para este extracto, se estudio la CFM, para discernir los
efectos fungistatico o fungicida. El rango fue de 0,125-16 pg/ml para todas las especies
de Candida, excepto para C. tropicalis en la cual el valor de CFM fue de 0,125 pg/ml; C.
neoformans presentd una CFM de 0,125-512 pg/ml. Con respecto a los hongos
filamentosos el extracto exhibid un rango de 0,125-512 pg/ml de CFM. La actividad
observada de este extracto resulta promisoria, ya que inclusive 4. terreus que es
intrinsecamente resistente a anfotericina B, droga muy utilizada en clinica, fue sensible a

la accion del extracto de S. violicola.

En este estudio, los extractos de L. ellipsoideum, T. saturnisporum y A. tatenoi
presentaron valores CIM (50% de inhibicion, 48 h) frente a la cepa de referencia de C.
parapsilosis ATCC 22019 superiores en un orden de magnitud respecto a los observados
con fluconazol e itraconazol, es decir fueron diez veces menos efectivos; el extracto de S.
violicola en cambio resultdé mas activo que estos antifungicos (St-Germain, 2001).
Respecto de la cepa de C. parapsilosis ATCC 90018, este ultimo autor inform¢é un valor
de CIM de 0,05 pg/ml para fluconazol y 0,06 ug/ml para itraconazol (50% de inhibicion,
48 h). Todos nuestros extractos presentaron una CIM de 0,125 pg/ml contra la misma
cepa (Tabla 5).

El documento M38-A2 (CLSI, 2008b) informa valores de CIM (100 % de
inhibicion, 48 h) de 0,12-1 pg/ml para itraconazol frente a la cepa de 4. fumigatus ATCC
204305. Nuestros extractos, con excepcion de S. violicola, fueron menos inhibitorios
(Tabla 6). Con respecto a la cepa de 4. flavus ATCC 204304, los rangos de CIM (100 %
de inhibicion, 48 h) para azoles como itraconazol (0,2-0,5 pg/ml), posaconazol (0,06-0,5
pug/ml), ravuconazol (0,5-4 pg/ml) y voriconazol (0,5-4 pg/ml) (CLSI, 2008b) son
menores que las CIM observadas para los extractos de L. ellipsoideum, T. saturnisporum
y A. tatenoi. En cambio, el extracto de S. violicola resultd mas inhibitorio que el resto de

los azoles, exceptuando al posaconazol.
Los resultados obtenidos indican la presencia de compuestos con actividad

bioldgica en los extractos crudos de A. tatenoi, L. ellipsoideum, S. fimicola, S. violicola 'y

T. saturnisporum.
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CONCLUSIONES

El trabajo desarrollado confirmo la hipdtesis planteada sobre la existencia
de ascomicetes productores de moléculas con potencial actividad biologica, en
suelos semiaridos de la Provincia de Catamarca. Las conclusiones con respecto a
los objetivos relacionados con la evaluacion de la actividad antimicrobiana se

presentan a continuacion:

Los extractos crudos de Sordaria fimicola y Leiothecium ellipsoideum exhibieron

actividad antibacteriana.
Los extractos crudos de Aspergillus tatenoi, Leiothecium ellipsoideum,
Subplenodomus violicola y Trichoderma saturnisporum exhibieron actividad

antifungica.

Entre los extractos analizados, el de S. violicola exhibié el mejor desempefio

antifungico.

Adicionalmente, las especies Achaetomium luteum y Subplenodomus violicola se

registraron por primera vez para nuestro pais.
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Lamina 1: Subplenodomus violicola. A-C. Colonias a25°C. A. MEA, 7 dias. B. Reverso en MEA, 7 dias.
C. MEA, 14 dias. D-F. Conidiomas. ¢ = cirro. G-H. Clamidosporas formando estructuras
pseudoesclerotioides (flechas). I. Célula conidiogena y conidios. cc = célula conididgena. ¢ = conidios. g
= gutula. Escala: G,H =50 um; [=10 um.



CAPITULO III

Estudio topografico de ascosporas




INTRODUCCION

La técnica RIMAPS

Rotated Image with Maximum Average Power Spectrum (RIMAPS) es una técnica
numérica que brinda informacién acerca de la existencia de patrones geométricos
superficiales que no puede ser obtenida de la interpretacion directa de la imagen por la simple
inspeccion visual (Fuentes & Favret, 2002). RIMAPS es una técnica independiente de la clase
de microscopia y de las condiciones usadas para la observacion, siempre y cuando las
condiciones se mantengan constantes y todo el patrén esté presente en el area observada
(Fuentes & Favret, 2002). Esta técnica consiste en el procesamiento de una imagen
digitalizada empleando los siguientes pasos:

* Rotacion de la imagen original de 0° a 360°.

* Para cada posicion angular se calcula la integracion, en una linea, de una de las variables
de la transformada doble de Fourier.

* Se calcula, luego, el promedio sobre la otra variable de integracion.

* Se grafica, por ultimo, el valor méximo del espectro de potencia (Maximum Average Power
Spectrum-MAPS) en funcion de la posicion angular (Rotated Image — RI) (Favret et al.,
2003).

A modo de ejemplo en la Figura 1 se representa un espectro RIMAPS que se obtiene
de analizar una imagen simple (un segmento de linea con una inclinacidon de 45° respecto de
la horizontal). Los méaximos, para dicha imagen ocurren para las posiciones angulares de 45°
y 225° que es cuando el segmento de linea se ubica horizontalmente, paralelo al eje de
abscisas. El aumento de la complejidad de las figuras geométricas analizadas incide sobre el
numero de picos y su distribucion en el espectro, y los espectros RIMAPS ofrecen una clave

para su interpretacion (Rosi, 2002).



Figura 1: Esquema de un espectro RIMAPS de una linea rotada en sentido antihorario.

En comparacion con el ejemplo anterior, las imagenes de las superficies de las
ascosporas analizadas son muy complejas. En consecuencia, también se incrementa la
complejidad de sus espectros RIMAPS asociados. No obstante, de modo analogo al espectro
del segmento de linea, el espectro RIMAPS constituye una clave interpretativa. En el caso del

analisis de superficies dicha clave se asocia con la topografia.

Aplicaciones

Fuentes & Favret (2002) desarrollaron la técnica RIMAPS, la cual fue aplicada en
diversos campos. En metalografia para la deteccion de diferentes superficies, constituyendo
una herramienta para la deteccion de dafios incipientes en superficies metalicas (Favret &
Fuentes, 2003).

Esta técnica, también, fue utilizada en arqueologia para cuantificar los rastros de

microdesgaste sobre artefactos liticos, con el fin de identificar su contexto de uso (Alvarez

2



etal.,2002). En estudios de suelo, se utilizo para la caracterizacion de superficies de fracturas
y la determinacion de los caminos principales del flujo de agua (Fuentes & Faybishenko,
2004).

Por otro lado, RIMAPS también se utilizd para el estudio de superficies foliares
superhidrofobicas (Favret et al., 2006 y Favret & Molina, 2011); de la epidermis de las
bracteas de tres especies de gramineas (Favret et al., 2008a) y para el desarrollo de raices de

cultivos hidroponicos de Hordeum vulgare (Favret et al., 2008b).



Hipatesis

La técnica de andlisis de imagenes RIMAPS constituiria una herramienta

complementaria para el anélisis morfologico de ascosporas.

Objetivos

Objetivo general

e Evaluar la aplicacion de RIMAPS para el estudio morfologico de ascosporas.

Objetivos especificos

e Explorar la técnica RIMAPS para caracterizar la ornamentacion de ascosporas.

e Evaluar el desempeno de RIMAPS para distinguir diferentes ornamentaciones de

ascosporas.



MATERIALES Y METODOS

Micrografias

Las micrografias se obtuvieron con un microscopio electronico de barrido (MEB)
Zeiss NTS Supra 40, en el Centro de Microscopias Avanzadas (CMA), FCEN-UBA. Los
ascomas fragmentados se montaron sobre cinta de carbono para su posterior metalizado con
oro a cargo del servicio de microscopia del CMA de la misma manera que se describi6 en el

Capitulo 1.

Analisis de imagenes

Se estudiaron iméagenes obtenidas en el MEB con una magnificacion de 25000x a
40000x, correspondientes a la superficie frontal del cuerpo de ascosporas de Aspergillus spp.
Las micrografias y dibujos se digitalizaron mediante el uso de un scanner. Los analisis se
realizaron con la técnica RIMAPS, con la cual se obtiene un promedio de espectros de
potencia para cada posicion angular. La rotacion de la imagen y los valores maximos del
espectro de potencia para cada angulo se obtuvieron mediante el programa Mountain Maps
Demo Version 2.0 (1999). Para obtener el espectro RIMAPS, los valores maximos
correspondientes se representaron graficamente en funcion del dngulo de rotacion de 0° a
180°, grado por grado dado que el espectro obtenido es simétrico para los siguientes 180°.

lTM

Para calcular el area bajo las curvas se utilizo el programa Microcal™ Origin™, versién: 5,0

(Microscal Software Inc., Northampton, USA).

Estudio de imagenes reales y conceptualizadas de la superficie de una ascospora

A partir de una micrografia de Aspergillus montevidensis (Fig. 2.A), se utiliz6 el filtro
estilizador del programa Adobe Photoshop 6.0 y se obtuvo una imagen estilizada de la
ascospora (Fig. 2.B). También se realizaron dibujos, una copia de los bordes de la

ornamentacion (Fig. 2.C) y una abstraccion construida con rectangulos (Fig. 2.D).



Caracterizacion del patron de disposicion de tubérculos en una ascospora

A partir de una micrografia de Aspergillus shendaweii (Fig. 3.A) se realizaron tres
dibujos a mano alzada: una copia de la ornamentacion utilizando triangulos y circulos (Fig.
3.B) y dos imagenes adicionales que sirvieron como modelos de prueba; en la Fig. 3.C
triangulos y circulos siguen un patrdn en espiral, mientras que en la Fig. 3.D siguen un patrén
de anillos concéntricos. El niimero de elementos de estas dos ultimas imdgenes fue

exactamente el mismo y se mantuvo la disposicidn relativa de los elementos vecinos.

Diferenciacion entre paredes de ascosporas con distintos tipos de ornamentacion
Se analizaron micrografias de ascosporas reticuladas con barras anastomosadas de A.
tatenoi y A. fischeri (Figs. 4.A y B), de ascosporas microtuberculadas, 4. shendaweii (Fig.

4.C) y de ascosporas con microtubérculos y pliegues radiales de 4. laciniosus (Fig. 4.D).

RESULTADOS

Estudio de imagenes reales y conceptualizadas de la superficie de una ascospora

Los valores maximos obtenidos se graficaron en funcién del angulo de rotacion para
obtener el espectro RIMAPS en coordenadas polares (Fig. 2.E-F).

La Fig. 2.E expone los espectros de RIMAPS de las Figs. 2.A y 2.B. Se observan
maximos similares en ambos espectros que indican direcciones principales similares. Los
valores son 30°-45° (varios picos), 60°, 75°-95° (varios picos), 105°-110° (dos picos), 120°,
140°-150° (varios picos), 160° para la Fig. 2.A y 35 °, 45 °, 80 °, 107 °, 120 °, 135 © -145°
(varios picos) y 167° para la Fig. 2.B. El filtro estilizador identifica las areas de la imagen
con transiciones significativas y hace hincapié en los bordes, resultando util para destacar los
bordes del patron de ornamentacion.

La Fig. 2.F muestra los espectros de RIMAPS de las Figs. 2.C y D también en

coordenadas polares. En este caso, encontramos nuevamente valores maximos similares. Los



valores son 5°, 35°, 50°, 70°, 85°, 105°, 122°, 134°, 152° y 167° para la Fig. 2.C; y 0°, 14°,
45°, 60°-80° (cuatro picos), 103°, 122°, 136°, 150°-160° (varios picos) para la Fig. 2.D.

Numerosos puntos maximos se obtuvieron en el espectro RIMAPS de la Fig. 2.A'y
eso se debid a la complejidad de la superficie de la ascospora. Esta complejidad puede
reducirse utilizando la imagen estilizada y ain mas si se introducen dibujos conceptualizados
de la imagen original. Comparando los espectros RIMAPS de las cuatro imagenes, se
determinan maximos en comun, por ejemplo, 30°, 45°, 65°-80°, 107°, 120°, 135° y 160°. Se
puede observar que 30° y 120° 45° y 135° 65°-80° y 160° son pares de angulos
complementarios que indican la presencia de rectangulos. Esta diferencia de 90° también ha
sido observada por Fuentes & Favret (2002) tanto para imagenes geométricas simples
(cuadrados) como para muestras de cobre con patrones cuadrilongos.

RIMAPS reconocid el concepto de ornamentacion con barras en todos los puntos del
trayecto de abstraccion planteado, desde la imagen original (la mas compleja) hasta la

composicion elemental con rectangulos.

Caracterizacion del patron de disposicion de tubérculos en una ascospora

En las Figs. 3.E-F se presentan los espectros RIMAPS obtenidos a partir de la imagen
original (3.A) respecto del disefio en espiral (3.C) y respecto del disefio en anillos
concéntricos (3.D). Se graficaron los valores maximos en funcion del angulo de rotacion de
los primeros 180°.

La Fig. 3.E expone los espectros de las Figs. 3.A y C. Entre ambos espectros se
observaron numerosas diferencias, los valores maximos en 75°-105° y 145°-165° resultaron
particularmente relevantes.

La Fig. 3.F expone los espectros de RIMAPS de las Fig. 3.A y D. En este caso, los
dos espectros resultaron practicamente coincidentes en toda la gama angular, lo que significa
que la distribucion de espinas estaria asociada con un patrén de anillos concéntricos en lugar
de uno en espiral.

RIMAPS se desempeiio eficientemente para asignar uno de los dos patrones de

ornamentacion propuestos para la topografia de la ascospora de 4. shendaweii.



Diferenciacion entre paredes de ascosporas con distintos tipos de ornamentacion
Los espectros RIMAPS obtenidos se presentan en las Fig. 5 y 6. Las curvas y sus
integrales se utilizaron para describir la ornamentacion de ascosporas. La Tabla 1 resume

los resultados mas relevantes obtenidos.

Tabla 1. Caracteristicas de los espectros RIMAPS de las ascosporas de las especies

analizadas
. Tendencias ascendentes y Valor del area bajo la
Especie
descendentes de los espectros curva
. . Buen acompafiamiento de la
Aspergillus fischeri curva de A. tateno 99,9
Aspergillus tatenoi Buen acompafiamiento de la 104,1

curva de A. fischeri

Acompafia regularmente a las
Aspergillus laciniosus curvas de A. fischeri, A. tatenoi 99,2
y A. shendaweii

No acompafia la curva de A4.
fischerini la de A. tatenoi,
acompafia regularmente a la
curva de A4. laciniosus

Aspergillus shendaweii 76,2

El area bajo las curvas de A. fischeri y A. tatenoi es similar (Figs. 5.A y B). Por otra
parte, las curvas que representan a estas especies se acompafan en su tendencia creciente en
casi todo su recorrido (excepto entre 40° y 60° y otras). Estas caracteristicas reflejarian que,
aunque muy similares, los reticulos de ambas especies presentan diferencias morfologicas
sutiles. Por ejemplo, el reticulo de 4. fischeri se observa mas laxo que el de A4. tatenoi (Fig.
4.C y D). El area bajo la curva de A. shendaweii es marcadamente menor que las areas
andlogas descriptas para A. fischeri'y A. tatenoi (Tabla 1). Ademas, la curva de 4. shendaweii
se observa practicamente decreciente en los tramos donde los espectros de A. fischeri y A.
tatenoi exhiben tendencias crecientes y viceversa (Fig. 6.A). Este comportamiento se
explicaria sobre la base de las profundas diferencias entre las ornamentaciones comparadas
(microtubérculos y reticulos). El espectro de A. laciniosus se presentd como intermedio entre

los de las especies con esporas reticuladas, A. fischeri y A. tatenoi (Fig. 6.B) y el de la especie



con microtubérculos (4. shendaweii) tanto desde el punto de vista del valor del area bajo la
curva como desde el andlisis de las tendencias crecientes y decrecientes de los espectros. Esta
caracteristica se asociaria con la morfologia de las ascosporas de A. laciniosus que ostentan
microtubérculos y pliegues radiales angostos. Estos ultimos, en sentido amplio, podrian

considerarse como tramos de un reticulo incompleto.

El analisis de imagenes bioldgicas se utilizd anteriormente con otras metodologias a
fin de cuantificar alguna caracteristica o disminuir los tiempos de analisis. Green et al. (1994)
cuantificaron el desarrollo de micelio de micorrizas arbusculares. Paul & Thomas (1988)
utilizaron el andlisis de imagenes para la caracterizacion automatica de micelio en muestras
de fermentacion. La espectroscopia FTIR (Fourier transform infrared) es generalmente
empleada para determinar la composicion quimica de los compuestos organicos; por otro
lado, combinada con microscopia y técnicas de analisis de imagenes demostré utilidad en la
deteccion de hongos de pudricion blanca en maderas (Naumann et al., 2005). También se
desarrollaron programas que permiten el recuento de colonias y clasificacion, cuantificacion
de tumores, entre otros usos, a partir de imagenes digitales (Lamprecht et al., 2007). El
presente trabajo de Tesis ofrece los primeros estudios desarrollados en relacion con el estudio

topografico de esporas fungicas.



CONCLUSIONES

v’ La ornamentacion de las ascosporas estudiadas se pudo caracterizar por un espectro

RIMAPS a partir de sus imagenes.

v' El andlisis de los espectros RIMAPS contribuy6 a sustentar la presencia de diferencias

morfoldgicas entre ascosporas de especies estrechamente relacionadas.

v" Los analisis efectuados con la técnica RIMAPS constituirian un recurso auxiliar en el

ambito de los estudios micologicos.
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Figura 2. Estudio de imagenes reales y conceptualizadas de la superficie de una ascospora de A4.
montevidensis. A. Imagen recortada de una ascospora (MEB). B. Imagen estilizada de A. C.
Dibujo esquematico que muestra las principales caracteristicas de la ornamentacion. D. Dibujo
esquematico con la ornamentacion simplificada con una distribucidon de rectangulos. E-F.
Espectros RIMAPS. E. Fig. 2.A (linea negra) y Fig. 2.B (linea roja). F. Fig. 2.C (linea negra) y
Fig.2.D (linearoja). * a. u. =unidades arbitrarias.
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Figura 3. Caracterizacidon del patrén de disposicion de tubérculos en una ascospora. A.
Imagen recortada de una ascospora de Aspergillus shendaweii (MEB). B. Copia de la
ornamentaciéon de A utilizando triangulos y circulos. C-D. Modelos de prueba de la
ornamentacion de la ascospora. C. Disefio en espiral. D. Disefio en anillos concéntricos. E-F.
Espectros de RIMAPS. E. Fig. A (linearoja) y C (linea negra). F. Fig. A (linearoja) y D (linea
negra). * a.u. =unidades arbitrarias.



Figura 4. Imagenes de las ascosporas analizadas. A-D. Imagenes recortadas (MEB). A.
A. tatenoi. B. A. fischeri. C. Aspergillus shendaweii. D. A. laciniosus.



Figura 5. Espectros RIMAPS de ascosporas reticuladas y microtuberculadas. A.
Ascosporas reticuladas, A. fischeriy A. tatenoi. B. Ascosporas microtuberculadas, 4.
shendaweiiy A. laciniosus. * a.u.=unidades arbitrarias.



Figura 6. Comparacion entre espectros RIMAPS de ascosporas reticuladas y
microtuberculadas. A. Ascosporas reticuladas, A. fischeri y A. tatenoi, y A.
shendaweii. B. Ascosporasreticuladasy 4. laciniosus. * a.u.=unidades arbitrarias.



APENDICES



APENDICE 1. Abreviaturas

ATCC: American Type Culture Collection.

bs: bootstrap.

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures.

CCF: Culture Collection of Fungi.

CBM: Natural History Museum and Institute.

CI: indice de consistencia.

CIM: Concentracion Inhibitoria Minima.

CFM: concentracion fungicida minima.

CLSI: Clinical Laboratory Standard Institute.

DMSO: Dimetil sulfoxido.

dNTPs: Desoxirribonucleotidos trifosfato.

ICPA: International Commission of Penicillium and Aspergillus.
IBT: Culture Collection of Fungi, Mycology Group.

IFM: Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicose.
IMI. International Mycological Institute.

ITS: Internal transcribed spacer.

KACC: Korean Agricultural Culture Collection.

KUFC: Kasetsart University Fungus Collection

MEB: Microscopia electronica de barrido.

MO: Microscopia optica.

MP: Méxima Parsimonia

msnm: metros sobre el nivel del mar.

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratories Standards.
NJ: Neighbour Joining.

NRRL: Northern Regional Research Laboratory.

PCR: Polymerase chain reaction.

RI: indice de retencion.

RIMAPS: Rotated Image with Maximum Average Power Spectrum

UFC: Unidades formadoras de colonias.



APENDICE 2: Composicion de los medios de cultivo empleados

Todos los medios de cultivo se funden previamente a la esterilizacion en
autoclave. La esterilizacion se realiza a 121 °C durante 15 min, a menos que se especifique

otra combinacion de tiempo y temperatura.

Agar Afrecho de Trigo, ATA (Comunicacion personal Dra. Dora Barreto)

Afrecho trillado de trigo 40,0 g

Agar-agar 200 g

Agua destilada 1000 ml

Lavar el afrecho de trigo con agua corriente en un vaso de precipitados de 500 ml

cubierto con gasa para eliminar el exceso de almidon. Enjuagar con agua destilada. Hervir
el afrecho himedo en 500 ml de agua destilada durante 1-2 h (revolver la mezcla). Filtrar
a través de gasa, conservar el filtrado. Fundir el agar en 500 ml de agua destilada, mezclar
el volumen de extracto filtrado con el volumen de agar fundido y llevar a 1000 ml.

Esterilizar en autoclave nuevamente.

Agar Avena, OA (Samson ef al., 2010)

Avena no instantanea 30,0 g

CuS04.5H,0 0,005 g
ZnS04.7H20 0,01 g
Agar 20,0 g
Agua destilada 1000 ml

Autoclavar la avena a 121°C durante 15 min en 1000 ml de agua destilada.
Filtrar a través de una gasa, agregar el agar y completar a 1000 ml. Fundir bien y

autoclavar nuevamente. pH final 6,5 + 0,2.

Agar Czapek Extracto de Levadura, CYA (CYA, Pitt 1979)

Concentrado Czapek 10 ml
K2HPO4 lg
Extracto de levadura (Difco) 5¢g

Sacarosa 30g



Agar 15¢
Agua destilada 1000 ml

Concentrado Czapek (con metales traza):

NaNO; 30g
KCl 5¢g
MgS04.7H,0 5¢g
FeSO4.7H20 0,1g
ZnS04.7H20 0,1g
CuS04.5H,0 0,05¢g
Agua destilada 100 ml

Agar Extracto de Malta, MEA (Samson et al., 2002)

Agar extracto de malta en polvo

(Oxo0id, CM0059) 50g
CuS04.5H,0 0,005 g
ZnS04.7TH20 0,0l g
Agua destilada 1000 ml

Autoclavar 115°C durante 10 min. pH final 5,4 £ 0,2.

Agar Extracto de Malta con 20% de sacarosa, M20 (Samson et al., 2002)

Se prepara de igual manera que el MEA pero con 20% de sacarosa.

Agar Extracto de Malta con 40% de sacarosa, M40 (Samson et al., 2002)

Se prepara de igual manera que el MEA pero con 40% de sacarosa.

Agar Extracto de Malta tipo Blakeslee, BMEA (Samson ef al., 2002)

Extracto de malta 20 g
Peptona (Oxoid) lg
Glucosa 20g
CuS04.5H,0 0,005 g
ZnS04.7H20 0,01 g

Agar 20g



Agua destilada 1000 ml
pH final 5,3+ 0,2.

Agar Nitrato Glicerol 25%, G25N (Pitt & Hocking, 2009)

Extracto de levadura 37¢g
KoHPO4 0,75 ¢
Glicerol, grado analitico 250 g
Czapek concentrado 7,5 ml
Agar 12¢g

Agua destilada 750 ml
pH final 7.

Agar Papa Dextrosa, PDA (Pitt & Hocking, 1997)

Papas, infusion hecha con la masa detallada 250 g
Glucosa 20g
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 ml

Agar Sacarosa Extracto De Levadura, YES (Samson et al., 2002)

Extracto de levadura 20g
Sacarosa 150 g
MgSO4 0,5¢g
Agar 20g
Agua destilada 1000 ml

Agar Sacarosa Creatina, CREA (Samson et al., 2002)

Sacarosa 30g
Creatina 3g
K3P04.7H,0 16g
MgS04.7H20 0,5¢g
KC1 0,5¢g
FeSO4.7H,0 0,01g

CuS04.5H,0 0,05 ¢



ZnS04.7H,0
Purpura de bromocresol
Agar
Agua destilada
pH 8,0+£0,2

0,01 g
0,05¢g
20g

1000 ml



APENDICE 3: Secuencias de los cebadores utilizados

Locus Cebador Secuencia Referencia
act-512F 5'-ATGTGC-AAG-GCC-GGT-TTC-GC-3' Hong et al., 2005
Actina (Act)

ACT-783R 5'-TAC-GAG-TCC-TTC-TGG-CCC-AT-3' Hong et al., 2005

Bt2a 5" GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3°  Glass & Donaldson, 1995
B-tubulina (BenA)

Bt2b 5" ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3"  Glass & Donaldson, 1995

CMD5 5'-CCG-AGT-ACA-AGG-AGG-CCT-TC-3' Hong et al., 2005

Calmodulina (CaM)
CMD6 5'-CCG-ATA-GAG-GTC-ATA-ACG-TGG-3' Hong et al., 2005
Internal Transcribed ITS1 5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3 White ef al., 1990

Spacer (ITS) ITS4 5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’ White et al., 1990




APENDICE 4: Arbol obtenido por Neighbour Joining, a partir de secuencias del gen BenA. Muestra las
relaciones de los aislamientos argentinos con las especies de la Sec. Fumigati. Los aislamientos argentinos
se muestran con nimeros. Los numeros de GenBank de las secuencias de referencia se detallan en la Tabla 2
del Capitulo I. Aspergillus clavatus como outgroup, representante de la Sec. Clavati.
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APENDICE 4 continuacion.
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APENDICE 4 continuacion.
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APENDICE 5: Arbol obtenido por Neighbour Joining, a partir de secuencias del gen CaM. Muestra las
relaciones de los aislamientos argentinos con las especies de la Sec. Fumigati. Los aislamientos argentinos
se muestran con nimeros. Los numeros de GenBank de las secuencias de referencia se detallan en la Tabla 2
del Capitulo 1. Aspergillus clavatus como outgroup, representante de la Sec. Clavati.
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APENDICE 5 continuacion.
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APENDICE 5 continuacion.
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