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SUMMARY

Background and aims: Environmental pollution can affect tree health and biodiversity
of microorganisms, among them fungi, existing in the bark. Fraxinus pennsylvanica
Marsh. is the most cultivated tree in Buenos Aires city. The purposes of this work
were to screen the micromycetes present in green-ash wood and bark, to determine
if the micromycetes most frequently associated with ash bark produce lignocellulolytic
enzymes, to describe the anatomical changes they caused in wood and to evaluate
their tolerance to Cu and Pb as indicators of environmental pollution.

M&M: Barks and wood were collected along an urban-periurban gradient. The decay
caused in vitro in green-ash wood by the most frequently isolated micromycetes was
evaluated, anatomical characters were described. The production of lignocellulolytic
enzymes by these fungi and their tolerance to Cu and Pb was assessed.

Results: Diplodia sp., Fusicoccum sp. and Sordaria sp. were the most frequently found
micromycetes in green-ash bark, whereas Alternaria sp., Diplodia sp. and Phialophora
sp. were isolated from wood. None of them caused symptoms of soft rot. They colonized
ash wood in vitro but neither important wood weight losses were detected (3-5% after
6 months) nor micro anatomical relevant changes. Cellulolytic activity was produced by
all the assayed micromycetes. All of them were able to grow with the addition of 250 mg/
Kg of Cu or 1000 mg/Kg of Pb.

Conclusions: The micromycetes most frequently isolated did not affect tree health. Their
tolerance to high concentrations of heavy metals suggests their potential as biomonitors
of environmental pollution.

KEY woRDs
Biomonitoring, contamination, green-ash, micromycetes.

RESUMEN

Introduccidn y objetivos: La contaminacién ambiental podria afectar el estado sanitario
del arbolado y la biodiversidad de microorganismos. Fraxinus pennsylvanica Marsh.
es uno de los arboles mas frecuentes en la Ciudad de Buenos Aires. Los objetivos del
trabajo fueron: relevar los micromicetes presentes en la corteza y madera de fresno,
determinar si los micromicetes hallados con mayor frecuencia en la corteza producen
enzimas lignoceluloliticas, describir los principales cambios anatémicos generados en
la madera, y evaluar su tolerancia a metales pesados (Cu y Pb).

M&M: Se recolectaron trozos de corteza y madera en un gradiente urbano-periurbano.
Se evalu6 el deterioro causado in vitro en la madera por los micromicetes aislados
con mayor frecuencia. Se determin6 la pérdida de peso, se analizaron los cambios
anatomicos. Se determind la produccién de enzimas lignoceluloliticas y tolerancia al
Cuy Pb.

Resultados: Diplodia sp., Fusicoccum sp. y Sordaria sp. fueron los micromicetes
detectados con mayor frecuencia en corteza, mientras que Alternaria sp., Diplodia sp. y
Phialophora sp. se aislaron de madera. Ninguno caus6 sintomas de pudricién blanda,
ni pérdidas importantes en el peso seco de la madera (3-5% luego de 6 meses), ni
cambios microanatémicos. Se detecté actividad celulolitica en todos los micromicetes
evaluados. Todos fueron capaces de crecer en 250 mg/Kg de Cu o 1000 mg/Kg de Pb.

Conclusiones: Los micromicetes presentes en la corteza no afectarian el estado
sanitario del arbolado. Su tolerancia a altas concentraciones de metales pesados
sugiere potencialidad como biomonitores de contaminacion ambiental.

PALABRAS CLAVE
Biomonitoreo, contaminacion, fresno, micromicetes.
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INTRODUCCION

El fresno (Fraxinus pennsylvanica Marsh.)
es uno de los arboles mas frecuentes en el
arbolado urbano y representa el 36% del total de
arboles en la Ciudad de Buenos Aires (CABA)
segun el ultimo censo de 2018 (https://data.
buenosaires.gob.ar/dataset/arbolado-publico-
lineal). En la década del ’70 fue introducido
en nuestro pais debido a su rapido crecimiento
y resistencia a enfermedades, frio y heladas
(Filippini et al., 2000). Recientes investigaciones
consideran a la parte externa de la corteza como
receptor pasivo de la contaminacion ambiental,
dado que entre sus grietas se deposita material
particulado que inmoviliza sustancias gaseosas
(Chrabaszcz & Mroéz, 2017; Moreira et al.,
2018). La contaminacion afecta también el
estado sanitario del arbolado y, en consecuencia,
a la biodiversidad de organismos que los utilizan
para su reproduccion, alimentacion y/o refugio
(Schwarze et al., 2000). Entre ellos, los hongos
asociados a la corteza y a la madera, que
pueden manifestarse de manera endofitica y/o
patogénica (Schwarze et al., 2000; Swislowski
et al., 2020). Cuando actGian como patdgenos,
secretan enzimas capaces de degradar la
lignocelulosa que compone las paredes celulares
vegetales (Stempien et al., 2017) y cuando los
hongos crecen como endoéfitos colonizan las
plantas sin causar enfermedades produciendo
compuestos activos que le otorgan proteccion
contra patogenos y contra la herbivoria (Sanchez-
Fernandez et al., 2013).

Alrededor del 10% de todas las especies
fungicas descritas pueden causar enfermedades
en las plantas. Para ello, deben atravesar las
paredes celulares vegetales, importante barrera
que previene el ataque fuingico, y producir
diversas enzimas que poseen la capacidad de
degradar sus principales polisacaridos: celulosa,
hemicelulosa y pectina (Glass et al., 2013;
Kubicek et al., 2014). La deposicion de lignina
en las paredes celulares vegetales incrementa
su resistencia y la degradacion de este polimero
aromatico es un prerrequisito para la hidrolisis de
los demas componentes de la biomasa vegetal,
los cuales son la principal fuente de carbono y
energia para los microorganismos (Janusz et al.,
2017).
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Los estudios de biomonitoreo en zonas
arboladas se limitan en general a liquenes o
musgos (Lijteroff ef al., 2009; Milicevi¢ et al.,
2017; Moreira et al., 2018). En Argentina, los
liquenes Usnea amblyoclada (Carreras & Pignata,
2002) y Ramalina celastri (Pignata et al., 2004)
fueron utilizados para determinar la calidad del
aire y la distribucion de metales pesados en la
provincia de Coérdoba. Los musgos, como los
liquenes, son mas sensibles a la contaminacion
reciente y ofrecen escasa informacion acerca de
la contaminaciéon pasada. En cambio, la corteza,
como biomonitor de contaminacion, posibilita el
seguimiento de una zona de estudio a largo plazo
y permite identificar y mapear los contaminantes
organicos e inorganicos del aire (Chrabaszcz &
Mréz, 2017; Alatou & Sahli, 2019; El-Khatib
et al., 2020). La corteza abarca todos los tejidos
por fuera del cambium vascular. La muerte de
las células por fuera de la peridermis lleva a
distinguir entre corteza externa muerta de la
interna viva. El floema funcional es la parte
mas interna de la corteza viva (Evert, 2000).
La corteza externa absorbe pasivamente la
contaminacion del aire y la corteza interna podria
absorber la contaminacion a través del sistema
vascular, directamente del suelo. El contenido
natural de metales en el medio ambiente es
relativamente bajo, pero emisiones excesivas
de ellos hacia la atmoésfera pueden derivar en su
acumulacion en algin eslabon de la cadena tréofica
(Kabata-Pendias, 2011). Ademas, estos metales
poseen diferente capacidad para translocarse a
través de la raiz hacia el vastago. Metales como
el Co, Cr, Cu, y Pb, que son continuamente
liberados al ambiente como resultado de distintas
actividades industriales (Iskandar et al., 2011),
muestran menor movilidad en comparaciéon a
otros elementos como el Ti y Cd. En base a esto,
se puede inferir que parte de estos elementos
menos moviles presentes en la corteza del
arbolado, puede provenir de la contaminacion
del aire (Chrabgszcz & Mréz, 2017). En trabajos
previos, la corteza del fresno fue utilizada
para detectar metales pesados (Catinon et al.,
2009; 2012). Perelman et al. (2006) evaluaron
la presencia de distintos metales pesados en
la corteza de fresno a lo largo de un gradiente
de urbanizacion en el Area Metropolitana de
Buenos Aires (AMBA), demostrando que algunas



L. E. Navarro ef al. - Micromicetes de corteza, su capacidad de degradacion y tolerancia a metales pesados

particulas asociadas a la corteza eran de origen
antropogénico y/o geogénico.

Los hongos también pueden utilizarse
para monitorear la contaminacién ambiental
por metales pesados (LepSova, 1993). Los
primeros trabajos con basidiomicetes, en areas
contaminadas, se limitaron a la recoleccion de
basidiomas y la determinacion de su contenido de
metales pesados (Cuny et al., 2001; Swislowski
& Rajfur, 2018). Se conoce poco sobre el
comportamiento de los hongos saprotrofos frente
a la presencia de metales (Baldrian, 2010).
Iskandar ef al. (2011) determinaron la capacidad
de Aspergillus niger, Penicillium simplicissimum
y Trichoderma asperellum para captar Pb y Cu,
en soluciones acuosas. Oladipo et al. (2018),
aislaron micromicetes filamentosos, provenientes
de minas de oro y piedras preciosas, y analizaron
su tolerancia a diferentes concentraciones
de metales pesados. Escasos trabajos de
relevamiento de micromicetes presentes en
corteza y madera se asocian al monitoreo de
contaminacion (Kowalski et al., 1998; Barengo
et al., 2000). Existen en Argentina trabajos
de relevamiento de micromicetes en arboles
nativos de diferentes regiones (Sanchez et al.,
2018; Catania, 2021), pero sélo Robles (2014)
caracterizo el biodeterioro de madera de Platanus
acerifolia también introducido en el arbolado
publico de la Ciudad de Buenos Aires, en relacion
con los agentes etiologicos, los endodfitos fungicos
y diferentes niveles de disturbio antropico.

El presente trabajo tiene como objetivos: I)
relevar los micromicetes presentes en la corteza y la
madera de fresno; II) determinar si los micromicetes
hallados con mayor frecuencia en la corteza,
producen enzimas lignoceluloliticas; III) describir
los principales cambios anatémicos que generan en
la madera los micromicetes mas frecuentes, a través
de microscopia Optica y microscopia electronica de
barrido; IV) evaluar su tolerancia a la presencia de
ciertos metales pesados (Cu y Pb) indicadores de
contaminacion ambiental.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras
Se recolectaron trozos de corteza y madera de
30 fresnos, a lo largo de un gradiente urbano-

periurbano en el AMBA, durante los meses de
junio y julio de 2016 y noviembre y diciembre de
2017. Las muestras colectadas correspondieron a
dos sectores: a) Urbano (barrio de Constitucion,
Ciudad Autonoma de Buenos Aires -Coordenadas
34°37°16.1”S 58°23°09.0’0O-y barrio de
Floresta, Ciudad Autonoma de Buenos Aires
-Coordenadas 34°38°14.8”S 58°28°36.8”0). b)
Periurbano (Ezeiza, Provincia de Buenos Aires
-Coordenadas 34°46°45.1”S 58°32°17.8”°0).

Se seleccionaron aleatoriamente diez arboles
en cada una de las zonas. En la zona urbana se
muestrearon en ambas veredas. En el periurbano
se trabajo en un area verde al costado del camino
de acceso al predio. En todos los casos, los
arboles no presentaban sintomas en su fuste y las
muestras se extrajeron a la altura del pecho (1,3
m). Siguiendo los postulados de Koch (1882),
se aislaron y determinaron los micromicetes
presentes en las muestras de corteza y madera.
Los micromicetes determinados se depositaron
en la micoteca de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de
Buenos Aires (BAFCcult). Se seleccionaron
cepas de tres micromicetes mas representativos
detectados en la corteza: Diplodia sp. (BAFCcult
4759), Fusicoccum sp. (BAFCcult 3914). y
Sordaria sp. (BAFCcult 4761), los cuales
fueron hallados en todas las zonas de estudio
y en mayor proporciéon que el resto. Todos los
aislamientos de un mismo género pertenecen a la
misma especie. Estos hongos fueron utilizados
para los ensayos de pérdida de peso, deteccion
de enzimas ligninoceluloliticas y tolerancia a
metales pesados.

Aislamientos y metodologia

Para realizar los aislamientos se obtuvieron
con martillo sacabocado rodajas de madera
de 0,5-1 cm de espesor y 0,5 de didmetro y
con cuchillo se extrajeron porciones de la
corteza asociada (1 cm?). Las muestras fueron
subdivididas y esterilizadas superficialmente
con alcohol 70% (30 s), hipoclorito de sodio
1:3 (1 min) y alcohol 50% (30 s). Se sembraron
4 discos de madera o 4 porciones de corteza
por caja de Petri con medio Nobles (1965) y
cloranfenicol (100 mg/1000 ml). Se incubd en
oscuridad a 22°C durante 3-5 dias. Las colonias
desarrolladas se aislaron y se las cultivd en
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medio agar malta (2%), a 22°C en oscuridad.
Para la identificacion se utilizaron caracteres
morfolégicos (von Arx, 1970; Carmichael et al.,
1980; Sutton 1980; Dennis, 1981). Se realizaron
preparados montados en KOH al 3%, floxina
y lactofenol. Se determind la frecuencia de
micromicetes presentes y la diversidad de cada
areca mediante el indice de diversidad de Simpson
(1949).

Capacidad de degradacion de la madera

Se evaluo la pérdida de peso in vitro siguiendo
la metodologia de Job & Wright (1986). Se
inocularon 30 probetas de madera de fresno
de 3 x 1 x 0,5 cm con cada uno de los hongos
seleccionados (Diplodia sp., Fusicoccum sp. 'y
Sordaria sp.) en medio malta (Nobles, 1965).
Las probetas fueron incubadas en oscuridad a
28°C durante 6 meses y cada 2 meses se retiraron
10 de cada tratamiento. Se extrajo el micelio de
la superficie; 8 probetas fueron utilizadas para
determinar la pérdida de peso y 2 de ellas, para
estudios anatomicos. Probetas sin inocular fueron
utilizadas como controles.

Estudios anatomicos

Para los estudios de microscopia, las probetas
se fijaron en FAA (formaldehido 10%, alcohol
etilico 96° 50%, acido acético glacial 5%,
agua destilada 35%) y luego se cortaron en
secciones transversales, longitudinales radiales y
tangenciales de 15 pm de grosor con micrétomo
de deslizamiento. Para microscopia Optica, las
secciones se colorearon con Safranina-Fast
Green y se montaron en medio sintético PYRM
(Zarlavsky, 2014). Los cortes longitudinales
radiales se tifieron con lugol para determinar
la presencia de granulos de almidon. Para los
estudios con microscopio electronico de barrido
(MEB), las secciones de las probetas se secaron
a temperatura ambiente y metalizaron con oro-
paladio durante 3 min. Las fotomicrografias
fueron tomadas con el microscopio Philips XL30
del Museo Argentino de Ciencias Naturales
Bernardino Rivadavia.

Relevamiento de la secrecion de enzimas
lignoceluloliticas

Los micromicetes se cultivaron durante 4 dias
a 28°C en placas de Petri con medio extracto
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de malta (2%) agarizado, al cual se le adiciono
alternativamente: carboximetilcelulosa (CMC)
0,1% para determinar actividad celulolitica
(endoglucanasa), revelada con el colorante Rojo
Congo (Carder, 1986); acido 2,2’- azino-bis
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) 0,5
mM para determinar actividad ligninolitica lacasa
(Srinivasan et al., 1995); Azure B 50 pM para
evaluar actividad ligninolitica lignina-peroxidasa
(Archibald, 1992) y MnCL4H,0 1 mM para
testear actividad ligninolitica Mn-peroxidasa
(Steffen et al., 2000). Como controles positivos se
utilizaron Trametes versicolor (BAFCcult 4272)
(Kuhar et al., 2015) y Pycnoporus sanguineus
(BAFCcult 2126) (Levin et al., 2007). Todos los
ensayos se realizaron por triplicado.

Tolerancia a metales pesados

Se cultivaron los micromicetes (Diplodia
sp., Fusicoccum sp. y Sordaria sp.) en medio
malta agarizado al 2%, al cual se le adiciond
SO,Cu.5H,0 (0; 125; 250; 500 mg/Kg) o Pb
(C,H,0,), (0; 125; 250; 500 y 1000 mg/Kg). Las
placas se incubaron durante 13 dias a 28°C en
oscuridad. Se midi6 el radio de crecimiento y
se determino el indice de tolerancia al final del
ensayo:

La tolerancia fue valorada segln el criterio
establecido por Oladipo et al. (2018).

Analisis estadistico

Los resultados corresponden a tres réplicas con
un error estandar menor al 5%. Para el analisis
estadistico de los datos obtenidos, se realizé un
analisis de varianza de una via (ANOVA) al 5%
de nivel de significancia, utilizando el programa
InfoStat (Di Rienzo ef al., 2020).

REsuLTADOS

Biodiversidad de micromicetes en corteza y
madera de fresno

En la Tabla 1, se registran los micromicetes
detectados en las 3 zonas de estudio en corteza
y madera. En el area del periurbano (localidad
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Tabla 1. Frecuencia de micromicetes segun las areas muestreadas.

corteza

Alternaria sp. (Pleosporaceae) -
Chaetomium globosum (Chaetomiaceae) -
Cladosporium sp. (Cladosporiaceae) -
Colletotrichum sp. (Glomerellaceae) -
Diplodia sp. (Botryosphaeriaceae) 8
Ellisembia sp. (Sordariomycetes) -
Fusarium sp. (Nectriaceae) 2
Fusicoccum sp. (Botryosphaeriaceae) 4
Neurospora seminuda (Sordariaceae) -
Neurospora tetrasperma (Sordariaceae) -
Nigrospora sacchari (Apiosporaceae) 1
Phialophora sp. (Herpotrichiellaceae) -
Phoma sp. (Didymellaceae)

Sordaria sp. (Sordariaceae) 4

Sporidesmium sp. (Sporidesmiaceae) -

madera

corteza madera corteza madera
- - - - 2
- 2 - 1 -
- - - 2 -
- - - 1 -
- 4 2 3 -
- - - 1 -
- d - 1 -
- 3 - 3 -
- d - - -
- 1 - - -
- 2 - d -
1 - - - -
- - d -
- 6 - - -
- - - d -

de Ezeiza) se encontré mayor diversidad de
micromicetes (indice de Simpson: 0,89),
respecto a las zonas urbanas estudiadas: barrios
de Constitucion (0,81) y Floresta (0,82).
Diplodia sp. y Fusicoccum sp. se encontraron
en mayor frecuencia en corteza en todas las
areas relevadas y Sordaria sp. en ambas areas
urbanas. En madera se detectaron Diplodia sp.
(Floresta), Alternaria sp. (Ezeiza) y Phialophora
sp. (Constitucion).

Capacidad de degradacion de la madera

Las probetas, en todos los casos, se cubrieron
superficialmente con micelio al mes de
incubacion. Soélo se observo desarrollo de
estructuras reproductivas en dos de los tres
micromicetes: conidiomas en Diplodia sp. y
ascomas periteciales en Sordaria sp. (Fig. 1).
Se determind la pérdida de peso que oscilo
entre 3-5 % luego de 6 meses de ensayo. No se
encontraron diferencias significativas entre las
probetas inoculadas con los distintos hongos.

Estudios anatomicos
En todos los casos, se observd desarrollo

de micelio a los 2 meses del inicio del ensayo,
en comparacion al control (Figs. 2A; 3A).
Las hifas colonizaron el parénquima radial y
los elementos de vaso (Figs. 2B-I; 3B-C, F).
Ademas, se detectaron ascosporas, algunas en
germinacion, en el lumen de los elementos de
vaso, en la madera colonizada por Sordaria sp.
(Fig. 3C). Al cabo de 6 meses, no se detectaron

Fig. 1. Probetas de madera de fresno. A: Conidiomas
de Diplodia sp. B: Ascomas periteciales de Sordaria
sp. Abreviaturas= cd: conidioma; ap: ascoma
peritecial. Escalas=A: 10 mm; B: 1 mm.

675



Bol. Soc. Argent. Bot. 57 (4) 2022

Fig. 2. Fotomicrografias del lefio de F. pennsylvanica (MEB). A: Control (sin inocular). B-D: Probetas
inoculadas con Diplodia sp. B: 2 meses, C: 4 meses, D: 6 meses. E-F: Probetas inoculadas con Fusicoccum
sp. E: 2 meses, F: 4 meses. G-l: Probetas inoculadas con Sordaria sp. G: 2 meses, H: 4 meses, |: 6 meses.
Abreviaturas= hf: hifa. Escalas= A: 50 ym; B, E-F, H: 20 ym; C-D, H: 25 ym; I: 10 ym.

cambios estructurales de relevancia. Se registr6  los micromicetes. No se observo el halo de
la presencia de granulos de almidon (Fig. 3D-F).  color verdoso, caracteristico de la oxidacion
del compuesto ABTS (indicativo de actividad

Relevamiento de la secrecion de enzimas ligninolitica lacasa) en ningun tratamiento, pero
lignoceluloliticas si se produjo un halo rojizo en las placas de
Se detectd actividad celulolitica en todos  Fusicoccum sp. No se observo halo de degradacion
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Fig. 3. Cortes del lefio de F. pennsylvanica (MO). A: Control. B: Hifa de Sordaria sp. en elemento de
vaso, C: Germinacion de ascospora de Sordaria sp. en elemento de vaso. D-F: Granulos de almidén en
parénquima radial. Abreviaturas= as: ascospora; ev: elemento de vaso; ga: granulos de almiddén; hf: hifa; rx:
radio xilematico; tl: tilide. Escalas= A, D: 30 uym; B-C: 20 ym; E-F: 10 ym.

en los cultivos con Azure B, pero si un cambio
de color hacia el verde-azulado en las placas de
Sordaria sp. y Fusicoccum sp. No se observo
actividad Mn-peroxidasa en ningtn caso (Fig. 4).

Tolerancia a metales pesados

El agregado de 125 mg/Kg de Cu al medio de
cultivono afectd el crecimiento ni la pigmentacion
oscura del micelio de Fusicoccum sp., tampoco
el crecimiento de Sordaria sp. aunque si su
pigmentacion. En cambio, esta concentracion
de Cu afectd el crecimiento de Diplodia sp.
(indice de tolerancia: 0,63), pero no modifico
su pigmentacion. Por otro lado, todos los
micromicetes presentaron muy baja tolerancia a
la presencia de concentraciones mayores de este
metal, su crecimiento disminuyé en un medio
con 250 mg/Kg (indices de tolerancia: 0,1-0,28)

y solo Fusicoccum sp. fue capaz de crecer en
presencia de 500 mg/Kg (indice de tolerancia:
0,07). El agregado de 250 mg/Kg de Cu al medio
de cultivo afectd también la melanizacion del
micelio en Diplodia sp. y Sordaria sp.

Los micromicetes evaluados demostraron
mayor tolerancia al Pb ya que concentraciones
de este metal de hasta 500 mg/Kg no afectaron
su crecimiento. Para una concentracion de 1000
mg/Kg de Pb, los indices de tolerancia variaron
entre muy bajo (Fusicoccum sp.: 0,17), bajo
(Sordaria sp.: 0,55) y moderado (Diplodia sp.:
0,63) de acuerdo al criterio establecido por
Oladipo et al. (2018) (Tabla 2 y Figs. 5-6.)
Se observo una disminucién notoria de la
capacidad de melanizacion del micelio en todos
los micromicetes con una concentracion de 1000
mg/Kg de Pb (Fig. 6).
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Fig. 4. Relevamiento en placa de actividades lignoceluloliticas.

Tabla 2. Tolerancia de micromicetes a diferentes concentraciones de Cu y Pb (mg/Kg): muy baja (0-0,39),
baja (0,4-0,59), moderada (0,6-0,79). NT: no testeado.

Diplodia sp. 1 1 1 0,63 Moderada
Pb Fusicoccum sp. 1 1 1 0,17 Muy baja
Sordaria sp. 1 1 1 0,55 Baja
Diplodia sp. 0,63 0,1 - NT Muy baja
Cu Fusicoccum sp. 1 0,28 0,07 NT Muy baja
Sordaria sp. 1 0,16 - NT Muy baja
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Fig. 5. Efecto de diferentes concentraciones de Cu (control; 125; 250 y 500 mg/Kg) sobre el aspecto de las
colonias de Diplodia sp., Fusicoccum sp. y Sordaria sp. a los 13 dias de incubacion.

DiscusioN

Biodiversidad de micromicetes en la corteza y
madera de fresno

En el periurbano (localidad de Ezeiza), se
encontr6 una mayor diversidad de micromicetes,
respecto a las zonas urbanas estudiadas. Diplodia
sp. v Fusicoccum sp. (Botryosphaeriaceae) fueron
aislados en mayor proporcion en la corteza al igual
que Sordaria sp. (Sordariaceae). Tanto Diplodia
como Fusicoccum se detectaron en corteza de
fresno en ambientes urbanos y periurbanos,

probablemente con diferentes niveles de disturbio
antropico. El género Botryosphaeria, de distribucion
cosmopolita, presenta numerosas especies que
pueden encontrarse como saprotrofos, endofitos o
parasitos. Estas especies han sido objeto de estudio,
como parasitos, debido a que afectan a numerosos
cultivos comerciales provocando grandes pérdidas
econdémicas. En Argentina, Botryosphaeria ha sido
el responsable de la muerte de cultivares de vid,
manzanos, perales, citricos, ardndanos y arboles
de importancia en la industria maderera (Wright e?
al., 2010; Rista et al., 2011; https://www.sinavimo.
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Fig. 6. Efecto de diferentes concentraciones de Pb (control; 125; 250; 500 y 1000 mg/Kg) sobre el aspecto
de las colonias de Diplodia sp., Fusicoccum sp. y Sordaria sp. a los 13 dias de incubacion.
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gob.ar/plaga/botryosphaeria-dothidea). El género
Sordaria pertenece a los Sordariomycetes, hongos
saprotroficos de amplia distribucion (Dennis, 1981).
Los estudios en este género se enfocan en procesos
morfologicos (Teichert et al., 2014), genéticos
(Nowrousian et al., 2012) y en produccion de
enzimas con posibles aplicaciones biotecnologicas
(Yang et al., 2020).

Capacidad de degradacion de la madera

De acuerdo al criterio de Findlay (1967), la
madera resulto resistente al ataque por los hongos
estudiados (pérdida de peso menor al 5 %). Los
micromicetes colonizaron los elementos de vaso
y el parénquima radial. Sin embargo, durante el
periodo de ensayo no se observo una alteracion
ultraestructural de la madera. El crecimiento
fungico podria deberse al aprovechamiento de los
granulos de almidon, presentes en el parénquima
radial, como fuente de carbono. Se ha comprobado
la eficiente secrecion de enzimas amiloliticas en
otros miembros de la familia Botryosphaeriaceae

como Macrophomina phaseolina (Fernandes ef al.,
2007).

Relevamiento de la secrecion de enzimas
lignoceluloliticas en placa

Las micrografias de la madera deteriorada
por los micromicetes evaluados, las cuales no
mostraron cambios estructurales relevantes,
concuerdan con los resultados de los estudios
sobre producciéon enzimatica lignocelulolitica in
vitro, en los cudles se detectd escasa produccion
de estas enzimas. Tampoco se detectaron sintomas
visibles de pudricion blanda en los arboles
muestreados. Los micromicetes evaluados podrian
estar actuando como endofitos, sin expresar su
bateria enzimatica. Muchas de las especies de
Botryosphaeriaceae se conocen como patdogenos
oportunistas con una fase latente endofitica y
actividad patogénica en plantas sometidas a estrés
ambiental (Slippers y Wingfield, 2007; Luo et al.,
2019; Hrycan et al., 2020). En este trabajo, para los
tres hongos evaluados, solo se evidenci6 actividad
celulolitica (endoglucanasa). En el medio con
ABTS utilizado para relevar actividad ligninolitica
lacasa no se observo la coloracion verdosa que
tipicamente indica la oxidacion de este compuesto,
sin embargo, en las placas de Fusicoccum sp. se
detecto6 una coloracion rojiza, que podria atribuirse

al dication del ABTS oxidado. Gramss (2017)
reportd resultados similares asociados a actividad
lacasa. También se observo un cambio de color del
medio Azure B hacia el verde azulado aunque no
se registrd decoloracion del mismo. Este cambio
de coloracion hacia el verde azulado, podria ser
indicio de actividad peroxidasa (Archibald, 1992;
Casciello et al., 2017; Lakshmi et al, 2017) en
Fusicoccum sp. y Sordaria sp. Generalmente los
Ascomycota se asocian a una pudricion blanda de
la madera. La habilidad para degradar lignina es
limitada en este grupo (Cragg et al., 2015). Solo
la alteran, facilitando asi el acceso a la celulosa
y hemicelulosas. Recientemente se identifico la
primera peroxidasa decolorante de tintes en un
Ascomycota (Xylaria grammica), pero aun no
existen registros de actividad Mn-peroxidasa-
enzima degradadora de la lignina- en hongos de
esta division (Kimani ef al., 2021). Cabe destacar
que anteriormente Ishfaq et al. (2017) reportaron
actividad lacasa en Sordaria fimicola, hongo
no patogénico. Esteves et al. (2014) detectaron
expresion de lacasas y celulasas en los 56
aislamientos de Botryosphaeriales que relevaron.
La produccion de enzimas lignoceluloliticas ha
sido escasamente estudiada en este grupo hasta el
presente (Esteves et al., 2014).

Tolerancia a metales pesados

Todos los micromicetes evaluados fueron
capaces de crecer con el agregado de 250 mg/Kg
de Cu y también con 1000 mg/Kg de Pb en placas
de extracto de malta agarizada. Solo Fusicoccum
sp. toler6 500 mg/Kg de Cu, mientras que Diplodia
sp. se destaco por su mayor tolerancia al Pb. Una
caracteristica asociada a algunos 6rdenes dentro de
Ascomycota es la produccion de melanina, la cual
se deposita en la pared celular o como polimero
extracelular. Este pigmento puede actuar como
fotoprotector, intercambiador catidonico, agente
quelante, y posee actividades antioxidantes y
antimicrobianas. Protege contra un amplio rango
de agresiones toxicas, tanto ambientales como
producto de la respuesta inmune del hospedante
durante la infeccion. Tiene ademas un papel
importante en la virulencia de muchos hongos
(Cordero & Casadevall, 2017). La melanina
fungica puede adsorber eficientemente distintos
metales pesados como Pb y Zn (Fogarty & Tobin,
1996; Iskandar et al., 2011). Los micromicetes
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estudiados en este trabajo fueron capaces de crecer
en presencia de distintas concentraciones de Pb
y Cu, asociados a contaminacion ambiental, pero
sin embargo estos metales pesados afectaron la
produccion de melanina. Baldrian (2010) y Kumar
et al. (2019) reportaron que los metales pesados
pueden afectar el crecimiento, la reproduccion
y la produccién enzimatica en distintas especies
fungicas. Cabe destacar que todos los micromicetes
evaluados resultaron tolerantes a concentraciones
de Pb y Cu que exceden los limites globales de
Cu y Pb permitidos en suelos (38,9 y 27 mg/Kg,
respectivamente) (Kabata-Pendias, 2011).

CONCLUSIONES

Los micromicetes hallados con mayor
frecuencia en la corteza del fresno no afectarian
el estado sanitario del arbolado, ya que no
ocasionaron pérdidas de relevancia en el peso
seco de su madera ni se detectaron cambios
microanatémicos en las células del xilema
secundario. Estos resultados concuerdan con
la escasa produccion de enzimas asociadas a
la degradacion de paredes celulares vegetales
relevada in vitro. La tolerancia a altas
concentraciones de Cu y Pb detectada en los
aislamientos de Diplodia sp., Fusicoccum sp. 'y
Sordaria sp. evaluados, sugiere su potencialidad
como biomonitores de contaminacion ambiental.
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