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RESUMEN

Se estudid la variacion estacional y el potencial enzimdtico de microhongos aislados desde el follaje y hojarasca de
Nothofagus pumilio sometida a degradacién natural durante 1 afio. La investigacién se realizé en un bosque de N.
pumilio ubicado en una microcuenca del Valle de Antillanca, Parque Nacional Puyehue (40° 47’ S, 72° 12" O, 1.120
m de altitud). Hojas senescentes colectadas desde drboles de N. pumilio se depositaron en bolsas de malla de nylon
(“litter bags™) y se sometieron a degradacién natural en el piso del bosque durante 1 afio (marzo 1997-marzo 1998),
realizando muestreos trimestrales. Para el aislamiento de microhongos desde las hojas se utilizé el método de las
diluciones, con agar extracto de malta al 2 % como medio de cultivo. Para determinar los potenciales degradativos de
los aislamientos, se analizaron in vitro las actividades de amilasa, celulasa, pectinasa, proteasa, lacasa, oxidasa
extracelular, peroxidasa, citocromo oxidasa, fosfatasa, esterasa y tirosinasa. Las principales especies aisladas en las
hojas senescentes fueron Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum, Phialophora grupo
hoffmannii y Rhodotorula aurantiaca. Las especies dominantes en la hojarasca fueron Hormonema prunorum,
Mortierella ramanniana var. angulispora, Penicillium para-herquei y Trichoderma polysporum. El mayor potencial
enzimatico lo exhibieron Moniliales y micelios estériles, mientras el menor Sphaeropsidales y levaduras. Las especies
mds activas fueron Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides, Hormonema prunorum y Phialophora
malorum. Las actividades de celulasa y amilasa fueron las més importantes. De las enzimas ligninoliticas, oxidasa
extracelular y peroxidasa presentaron los mds elevados potenciales enzimaticos.
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ABSTRACT

The seasonal variation and enzymatic potential of microfungi isolated from senescent leaves and leaf litter of
Nothofagus pumilio was studied. The study was performed in a N. pumilio forest located in a microcatchment of the
Antillanca Valley, Puyehue National Park (40° 47° S, 72° 12’ W, 1,120 m of altitude). Senescent leaves recently
collected from N. pumilio trees were enclosed in litter bags and subjected to natural degradation on the forest leaf litter
during 1 year (March 1997-March 1998), with seasonal sampling. The isolation of microfungi was performed through
the dilution plate technique using malt extract agar (2 %) as the isolation medium. The enzymatic degradation potential
of microfungi was determined in vitro by testing amylase, cellulase, pectinase, protease, laccase, extracellular oxidase,
peroxidase, cytochrome oxidase, phosphatase, esterase and tyrosinase activities. The mycoflora of the senescent leaves
was dominated by Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum, Phialophora group
hoffmanni and Rhodotorula aurantiaca. The most abundant species found in the leaf litter were Hormonema prunorum,
Mortierella ramannniana var. angulispora, Penicillium para-herquei and Trichoderma polysporum. The Moniliales
and sterile micelia exhibited the highest enzymatic degradation potential, being the lowest Sphaeropsidales and yeasts.
Individually, the species with the highest degradative potential were Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides,
Hormonema prunorum and Phialophora malorum. Cellulase and amylase activities were the most important.
Extracellular oxidase and peroxidase were the ligninolitic enzymes with the highest enzymatic potentials.

Key words: Nothofagus pumilio, decomposition, leaf litter, microfungi, degradative potential.

INTRODUCCION nutrientes y la modificacién y transformacién de

materiales resistentes por procesos de quelacién

La descomposicién de la materia orgénica en el y humificacién. En un bosque, la hojarasca cons-
suelo es un proceso clave en el ciclaje de nutrientes  tituye la principal fuente de nutrientes para la
en el ecosistema. Como parte de los ciclos vegetacion, fauna y microorganismos. Cerca del
biogeoquimicos cabe mencionar la liberacién de 80 % de la degradacion de la hojarasca es realiza-
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da por microorganismos, siendo los hongos uno
de los principales agentes (Jensen 1974).

De acuerdo a Frankland (1998), una sucesién
de plantas y hongos se puede definir como un
“cambio direccional en la composicién, abundan-
cia relativa y patrén espacial de las especies que
comprenden las comunidades”. A medida que la
hojarasca se degrada, las comunidades fingicas
sufren cambios secuenciales en su composicién y
potencial de degradacién, debido a cambios en la
disponibilidad de nutrientes, humedad, pH, ten-
sién de oxigeno, etc.

Unaevaluacién de la diversidad microbiol6gica
en suelos no sélo debe estar basada en la
cuantificacién e identificacién de los
microorganismos involucrados, sino que es esen-
cial investigar el rol funcional de los
microorganismos, a fin de definir el significado
de la diversidad microbiana (Kjgller et al. 2000).
En este sentido, el estudio de las capacidades
enziméticas de la micobiota es una forma de
comprender sus actividades y proporciona una
base fisiol6gica a la sucesion observada.

La celulosa, hémicelulosa y lignina son los
componentes mds importantes de la hojarasca,
constituyendo el 50-80 % de la materia seca
(Schinner & Sonnleitner 1996). Estas
macromoléculas, previo a la asimilacién por los
microorganismos, deben ser hidrolizadas a
subunidades mds simples, mediante enzimas
extracelulares. La celulosa es uno de los compo-
nentes estructurales orgdnicos mds importantes
entejidos vegetales y la capacidad para su utiliza-
cién es considerada una propiedad esencial para
los hongos sapréfitos que degradan la hojarasca
(Schinner & Sonnleitner 1996). La hidrélisis de
la celulosa a unidades de glucosa, es realizada por
enzimas denominadas celulasas.

Después de 1a celulosa, la lignina es el segundo
componente mas importante de la hojarasca. La
lignina es un polimero constituido por unidades
de fenilpropano con multiples enlaces y es degra-
dada por un complejo de enzimas, entre otras
lacasas, lignino peroxidasa, Mn peroxidasas y
tirosinasas, que actian sinérgicamente (Hammel
1997).

El almidén es otro compuesto comin de la
hojarasca, constituyendo una fuente de carbono
facilmente degradable en las primeras etapas de
la descomposicién de la hojarasca y su hidrélisis
es llevada a cabo por amilasas.

En los dltimos aifios, la diversidad funcional de
los microorganismos en suelo y hojarasca ha sido
determinada investigando su capacidad para uti-
lizar diferentes sustratos (Kjgller et al. 2000),
siendo un indicador sensible para determinacio-
nes a gran escala. Varios estudios han analizado
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la sucesi6én fiingica sobre hojarasca en bosques
templados, tanto en latifoliadas como coniferas
(Watson et al. 1974, Kuter 1986, Frankland 1998,
Kjgller et al. 2000). Sin embargo, los estudios en
bosques de Nothofagus son escasos, pudiéndose
mencionar los trabajos de Ruscoe (1971) en
Nothofagus truncata (Col.) Ckn. en Nueva
Zelanda, Godeas et al. (1985) en Nothofagus
pumilio (Poepp. et Endl.) Krasser y Gamundi et
al. (1987) en Nothofagus dombeyi (Mirb.) Blume
en Argentina.

Nothofagus pumilio es la especie arbérea con la
mayor 4rea de distribucién geogréafica en Chile,
con 2.200 km de extensién y constituyendo de
preferencia el limite altitudinal de la vegetacién
boscosa (Hildebrand-Vogel et al. 1990, Veblen et
al. 1996). Antecedentes de Salazar (1998) en
bosque de N. pumilio de la cordillera andina (40°
S) indican aportes de hojarasca cercanos a 2.000
kg ha'’ afio!, una velocidad de descomposicién
(k) de 0,13 y una pérdida de peso seco cercana al
65 % después de 12 meses de incubacién in situ.

Se plantea que debido a las condiciones riguro-
sas del clima de alta montaiia en el bosque de N.
pumilio, las poblaciones de microhongos que co-
lonizan la hojarasca varfan segin la estacién
climdtica y por tal razén, existir{ian diferencias
cualitativas en sus potenciales enzimdticos. Como
parte de una investigacién de linea base sobre los
ciclos biogeoquimicos a nivel de microcuenca en
bosques de N. pumilio de la cordillera andina, el
presente estudio tiene como objetivo identificar
la variacién temporal de las poblaciones de
microhongos que colonizan la hojarasca de N.
pumilio sometida a degradacién natural y anali-
zar in vitro sus potenciales para degradar
substratos representativos de los componentes
orgéanicos foliares (almidén, celulosa, lignina,
pectina y proteinas).

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Selocaliza en la Cordillera de los Andes, Valle de
Antillanca, X Regién de Chile (40°47'S,72° 12’
0, 1.120 m de altitud), 4rea incluida en el Parque
Nacional Puyehue. El clima es templado hiimedo,
Cfb segiin la clasificacién de Koppen (Di Castri
& Hajek 1976), con una precipitacién anual pro-
medio de 5.332 mm y presencia de nieve desde
junio hasta noviembre (Godoy et al. 1999). La
temperatura promedio anual durante 1997-1998
fue de 2,4 °C, con una temperatura 15,7 °C en
febrero y una minima de —1,8 °C en septiembre de
1998. En el nivel superficial del suelo, la tempe-
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ratura méxima fue de 17,2 °C durante febrero y la
minima de 0,5 °C en julio (Godoy et al. 1999). El
suelo es de origen volcdnico, del tipo Andisol,
formado principalmente por toba, escoria
andesitica y baséltica y en menor proporcién ce-
niza arenosa (Peralta 1975, Hildebrand-Vogel et
al. 1990). El perfil del suelo del bosque en estudio
posee un horizonte O, de 1,5 cm de hojarasca 'y un
O, de 3,5 cm de color café oscuro. El horizonte A,
esde 17 cm, de color gris y con elevado contenido
en raices finas y gruesas, el horizonte B, es de 38
cm, de color marrén oscuro y un horizonte C por
debajo de los 60 cm, formado por arena gruesa y
grava, con escaso contenido de rafces. Las carac-
teristicas quimicas indican para el horizonte A:
pH 5,8, C-total 4,6 %, N-total 0,22 %, C/N 21, P
disponible 3 mg kg!, Na*20 mg kg™', K* 71 mg kg-
!, Ca*?2158 mg kg!, Mg*? 34 mg kg' (Godoy et al.
1999). En el 4drea de estudio se identificé una
microcuenca de 6 ha, donde se estableci6 una
parcela experimental cuyo estrato arbéreo es do-
minado por Nothofagus pumilio, de una edad
aproximada a 120 afios. El sotobosque se caracte-
riza por la dominancia de Drymis andina (Reiche)
R.A. Rodr. et Quez. y Maytenus disticha (Hook)
Urban.

Ensayo de incubacion in situ

En marzo de 1997, se recolectaron al azar hojas
senescentes previa a la absicién desde los drboles
de N. pumilio. El material foliar de biomasa cono-
cida y estdndar se deposité en mallas de nylon
(“litter bags™) (300 cm?, 1 mm? tamafio de trama)
y se depositaron sobre la superficie de la capa de
hojarasca. Se trasladaron tres mallas recién pre-
paradas al laboratorio, con el fin de determinar
los microhongos que colonizan las hojas en el
drbol y que corresponden a los estados iniciales
de la sucesion. Las restantes mallas se incubaron
in situ para que la hojarasca continuara su proce-
so de descomposicion natural, y se colectaron en
triplicado cada tres meses (junio, septiembre, di-
ciembre de 1997 y marzo de 1998). En cada
oportunidad las muestras se procesaron inmedia-
tamente en el laboratorio.

Aislamiento e identificacién de microhongos

Para el aislamiento de los microhongos desde la
hojarasca se utilizé el método de dilucién en
placa de Steubing et al. (en prensa). Diez gramos
de hojarasca de cada malla se trataron individual-
mente para mezclar con 90 mL de agua destilada
estéril para luego triturar en un omnimixer a
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16.000 rpm por 20 min. A continuacidn se extrajo
1 mL de la suspensién y se deposité en un tubo
que contenia 9 mL de agua destilada estéril. A
partir de este tubo se hicieron diluciones seriadas
hasta 10”7. Luego, 1 mL de cada diluci6én se sem-
bré individualmente y por triplicado en agar ex-
tracto de malta Merck (AEM al 2 %), pH 5.5, con
adicién de sulfato de estreptomicina (25 pg mL!)
y sulfato de penicilina (50 ug mL'). Los cultivos
se incubaron a 23 + 2 °C por 15 dias y las colonias
que se desarrollaron se repicaron en AEM y se
cultivaron bajo las mismas condiciones. Estas
condiciones de cultivo fueron estdndares para
todos los ensayos. Para la identificacién de las
cepas flingicas se confrontaron las caracteristicas
macro-microscépicas y culturales con los esque-
mas propuestos en distintas monografias. La taxo-
nomia sigui6 a Domsch et al. (1980) para
Moniliales, Ramirez (1982) para Penicillium sp.,
Raper & Fennell (1965) para Aspergillus sp.,
Rifai (1969) para Trichoderma sp., Ellis (1971,
1976) para hongos dematidceos, Zycha et al.
(1969) para Mucorales y a Barnett et al. (1990)
para levaduras. Aquellos cultivos que no
esporularon después de 1 mes de incubacidn se
consideraron como micelios estériles.

Determinacién enzimdtica cualitativa en
microhongos aislados

Paraladeterminacién cualitativa de las enzimas se
seleccionaron 173 cepas, teniendo como criterio
que el nimero elegido para cada taxén fuera pro-
porcionalmente representativo al nimero total de
cepas aisladas. A cada cepa se le determinaron por
triplicado 11 enzimas involucradas en los procesos
degradativos de los principales constituyentes de
la hojarasca (almidén, celulosa, lignina, pectina y
protefnas). Con la excepcién de la determinacidn
de proteasa y pectinasa, cada unas de las cepas se
cultivaron a 23 °C por 14 dias.

La deteccién de citocromo oxidasa, esterasa,
fosfatasa, lacasa, peroxidasa y tirosinasa siguié
los procedimientos de Taylor (1974) y Stalpers
(1978). En el margen de colonias en AEM se
agregaron 0.05 mL de soluciones indicadoras es-
pecificas y se observaron los cambios de color.
De esta forma, la deteccién de citocromo oxidasa
se realizé con una solucién de tetrametil-p-
fenilendiamina dihidrocloruro, para esterasa una
solucién de aceatato a-naftol, para fosfatasa so-
lucién de a-naftol fosfato acuoso, para lacasa
solucién de a-naftol 0,1 M, para peroxidasa solu-
cién de H,0,al 0,4 % y pirogalol al 1 % en partes
iguales y para tirosinasa una solucién de tirosina
0,1 M.
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La deteccion de oxidasa extracelular se deter-
miné por el test de Bavendamm, en el cual las
cepas se cultivaron en AEM al 2 % suplementado
con 4cido tdnico al 0,5 %. La presencia de esta
enzima es indicada por la aparicién de un color
café bajo o alrededor de la colonia.

Para la deteccién de amilasa, celulasa, proteasa
y pectinasa se usaron las técnicas modificadas de
Pochon & Tardieux (1965). Los medios de culti-
vos se prepararon utilizando reactivos Merck.
Para amilasa las cepas se cultivaron en agar almi-
don al 2 %. Después de la incubacién se agregé
solucién de ioduro al 1 %. Una zona clara alrede-
dor de la colonia indica la presencia de enzimas
amiloliticas. Para la deteccién de enzimas
celuloliticas las cepas se cultivaron en agar celu-
losa al 2 %, donde el crecimiento de las cepas en
este medio indica la posesién de enzimas
celuloliticas. La produccién de enzimas
proteoliticas se determind cultivando las cepas en
tubos con medio gelatina al 12 %, incubando a
temperatura ambiente por 14 dias, donde la licue-
facci6én del medio indica la presencia de proteasas.
La actividad de pectinasa se determiné cultivan-
do las cepas en tubos con medio pectina de
manzana ¢ incubando a temperatura ambiente por
14 dfas, periodo en el cual la fluidizacién de la
pectina se considera indicador de enzimas
pectinoliticas.

Para estimar los potenciales enzimdticos de
cada grupo taxonémico, se calculé un porcentaje
ponderado, considerando el nimero de cepas con
actividad de una determinada enzima con respec-
to al total de cepas positivas para dicha enzima.
Un procedimiento similar se desarrollé para esti-
mar la variacién estacional de cada potencial
enzimético.

RESULTADOS Y DISCUSION
Variacién estacional de la micobiota

EnlaTabla 1 se presenta el listado y abundancia de
los taxa identificados de las hojas senescentes y en
descomposicién de N. pumilio. Se aislaron un total
de 338 cepas, correspondientes a 74 taxa fingicas.
La micobiota de las hojas senescentes antes de su
caida present6 el mayor nimero de taxa (33), sin
observarse claras dominancias individuales. Los
hongos incluyen a Alternaria alternata,
Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum,
Mortierella ramanniana var. angulispora,
Penicillium sp., Phialophora grupo hoffmannii (A,
B y C). Estas especies corresponderian a saproéfitos
primarios, categoria que incluye aquellos hongos
que se encuentran en el follaje y que son los
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colonizadores iniciales después de la abscision
(Stone et al. 1996, Frankland 1998). Una propor-
cién de estos hongos aislados en N. pumilio ya se
han reportado como sapréfitos primarios desde el
follaje de otras especies e.g., C. cladosporioides
en Nothofagus dombeyi (Gamundi et al. 1987), A.
alternata desde Nothofagus truncata (Ruscoe 1971)
y E. nigrumen el follaje de Acer saccharum Marsh.
(Kuter 1986). Estos microhongos poseen adapta-
ciones que les permiten enfrentar las condiciones
desfavorables existentes en las superficies foliares,
como la formacién de esporas pigmentadas y
multicelulares de A. alternata y E. nigrum y los
microesclerocios de C. cladosporioides (Stone et
al. 1996).

Las especies de Phialophora fueron un impor-
tante componente de la micobiota presente en las
hojas senescentes de N. pumilio, donde Ph. grupo
hoffmannii (A, By C) fue el principal taxon. Esta
alta proporcién de Phialophora sp. en los estados
pioneros, parece ser una particularidad de la su-
cesién en N. pumilio. Una situacion similar sélo
ha sido reportada por Frankland (1966), quién
aislé a Phialophora sp. en el 30 % de los estipes
de Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.

La micocenosis de la hojarasca de 3 meses de
edad (junio) fue dominada por Aspergillus
cervinus, Hormonema prunorum y Mortierella
vinacea, especies ausentes en las hojas
senescentes. En la hojarasca de 6 meses (septiem-
bre) la especie representativa fue Trichoderma
polysporumy en menor grado Trichoderma viride,
ambas ausentes en los estados pioneros de la
sucesién. Sin embargo, A. alternara, C.
cladosporioides, E. nigrum, Ph. grupo hoffmannii
y Trichoderma hamatum son ejemplos de hongos
que colonizan las hojas en el arbol y persisten
después que éstas han tomado contacto con el
piso del bosque (Frankland 1998).

La mayorfa de los microhongos que con fre-
cuencia se aislan del suelo alcanzaron sus mayo-
res abundancias en la hojarasca incubada 12 me-
ses, e.g., Penicilliumy Trichoderma. De acuerdo
a Hudson (1968), estos hongos se encuentran
ampliamente distribuidos en suelos, particular-
mente en los substratos vegetales reducidos y/o
parcialmente descompuestos. Aunque algunas
especies de Trichoderma estdn presentes al inicio
de la sucesién, la mayor contribucién de este
taxdn se registré a los 6 meses de incubacién in
situ. Trichoderma polysporum presentd en sep-
tiembre su mayor abundancia relativa, mientras
que Trichoderma hamatum y Trichoderma
longibrachiatum lo hicieron a los 6 y 12 meses de
incubacién, respectivamente. Estos resultados son
comparables a los obtenidos por Boois (1976) en
la hojarasca de Quercus petraea, donde la mayo-
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ria de los hongos del suelo se aislaron 6 meses
después de incubadas las hojas en el suelo del
bosque, alcanzando la mayor frecuencia
Trichoderma sp. en la hojarasca de 1 afio de edad.

El dominio de Mortierella ramanniana var.
angulispora alos 9 meses de incubacién concuer-
da con lo reportado en otras sucesiones flingicas
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(Boois 1976), donde los Mucorales son uno de los
principales componentes de la micobiota que ha-
bita la hojarasca con un alto grado de descompo-
sicién, siendo infrecuente su aislamiento en teji-
dos vivos y hojarasca joven. En bosques de
Nothofagus dombeyi, Gamundi et al. (1987) re-
portan a Mucor circinelloides entre los hongos

TABLA 1

Abundancia de especies (total de cepas) de hojas senescentes y hojarasca de Nothofagus
pumilio (junio 1997-marzo 1998), Antillanca, Parque Nacional Puyehue

Abundance of species (total isolates) of senescent leaves and leaf litter of Nothofagus pumilio (June 1997-March
1998), Antillanca, Puyehue National Park

Nimero de cepas

Especie/categoria Hojas

senescentes

Marzo
1998

Diciembre
1997

Junio
1997

Septiembre
1997

Moniliales

Acremonium sp.

Acremonium roseolum

Alternaria alternata aggr.

Arthrinium, anamorfo de Apiospora montagnei
Arthrinium phaeospermum

Aspergillus cervinus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus gracilis 1
Aspergillus niger 3
Beauveria bassiana )
Cladosporium sp. 2
Cladosporium cladosporioides 3
Clonostachys rosea

Geotrichum sp.

Hormonema prunorum

Lecythophora sp. A 2
Lecythophora sp. B

Lecythophora sp. C

Malbranchea pulchella 1
Penicillium canescens 1
Penicillium chrysogenum

Penicillium commune

Penicillium decumbens

Penicillium expansum 1
Penicillium glabrum

Penicillium janthinellum

Penicillium para-herquei

Penicillium purpurogenum 1
Penicillium raistrickii
Penicillium sp. serie citrinum
Penicillium sp. serie raistrickii
Penicillium sp. serie restrictum
Penicillium simplicissimum
Penicillium thomii

Phialophora grupo hoffmannii A
Phialophora grupo hoffmannii B
Phialophora grupo hoffmannii C
Phialophora lignicola
Phialophora malorum
Sclerotium sp.

Tolypocladium microsporum

W W N

—_— kN —

11 4 3

—
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mds frecuentes en la hojarasca de 2 afios de edad.
Probablemente, los Mucorales utilizaron com-
puestos carbonados simples, derivados de la ac-
cién sobre la hojarasca de hongos celuloliticos
(e.g.,Arthrinium, Cladosporium, Trichoderma) y
ligninoliticos (e.g. Hormonema prunorum y

Phialophora). En substratos vegetales, géneros
como Absidia, Mortierella y Mucor se definen
como “hongos sacaroliticos” y usualmente se aso-
cian a taxa descomponedoras de compuestos re-
calcitrantes, asimilando los subproductos de su
degradacién (Visser & Parkinson 1975).

TABLA 1
(continuacién)

Niimero de cepas

Especie/categoria Hojas
senescentes

Junio Septiembre  Diciembre Marzo
1997 1997 1997 1998

Trichoderma koningii

Trichoderma hamatum 2
Trichoderma longibrachiatum

Trichoderma polysporum

Trichoderma viride

Mucorales

Mortierella nana

Mortierella ramanniana var. angulispora 3
Mortierella vinacea

Mucor hiemalis

Melancoliales
Epicoccum nigrum 3
Truncatella truncata

Sphaeropsidales
Robillarda sessilis

Dothideales
Leptosphaerulina sp. 1

Eurotiales
Eurotium chevalieri

Sphaeriales
Gelasinospora retispora 3

Levaduras
Cryptococcus albidus
Rhodotorula aurantiaca 4

Micelios estériles
Micelio estéril A
Micelio estéril B
Micelio estéril C
Micelio estéril D
Micelio estéril E
Micelio estéril F

Micelio estéril G
Micelio estéril H
Micelio estéril 1

Micelio estéril J

Micelio estéril K
Micelio estéril L

Micelio estéril M
Micelio estéril N
Micelio estéril O
Micelio estéril P
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El género Penicillium fue un colonizador per-
manente de la hojarasca, presentando sus mayo-
res abundancias a los 12 meses de incubaci6n y
cuyas poblaciones en los dos Ultimos trimestres
fueron dominadas por Penicillium sp. serie
restrictum y P. para-herquei. Al comparar otras
sucesiones también se observa a Penicillium sp.
en la hojarasca en avanzado estado de descompo-
sicién, a menudo junto a Mucorales y Trichoderma
sp. (Frankland 1998). El rol de los Mucorales y
Penicillium sp. en la hojarasca de N. pumilio seria
el de sapréfitos secundarios, cuya existencia se
basa en su rdpido crecimiento y capacidad para
utilizar compuestos carbonados simples. Igual-
mente, pueden utilizar los productos derivados de
la degradacién de celulosa y lignina (Kuter 1986).

Los micelios estériles fueron importantes colo-
nizadores de las hojas de N. pumilio, especial-
mente en las hojas senescentes y en la hojarasca
de 6 meses de incubacién. Ruscoe (1971) encon-
tré altas frecuencias de hongos hialinos y
dematidceos estériles en el interior de hojas vi-
vas, senescentes y hojarasca de N. truncata,
sugeriendo que estos hongos pueden ser
patégenos.

Potenciales enzimdticos

El estudio de las capacidades enzimdticas de los
hongos que habitan la hojarasca, permite deter-
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minar sus potenciales degradativos y proporciona
una base fisiolégica a la sucesién observada. En
este sentido, la deteccién de enzimas en medios
s6lidos permite probar en forma rdpida los poten-
ciales degradativos de una gran cantidad de hon-
gos y asi comparar sus capacidades enzimadticas
(Kjoller et al. 2000). En la Tabla 2 se comparan
los potenciales enzimdticos de los grupos
taxonomicos asociados a las hojas senescentes y
hojarasca de N. pumilio. Los Moniliales exhibie-
ron la mayor capacidad enzimdtica, mientras que
la menor la presentaron Sphaeropsidales y leva-
duras. Estos resultados se corresponden con los
informados por Gochenaur (1984) en su estudio
enzimatico de la micobiota en bosques de Betula
y Quercus, donde Moniliales y Penicillium fue-
ron los taxa més destacados. En el presente estu-
dio los Moniliales presentaron los mayores po-
tenciales para todas las enzimas ensayadas y se
destaca como el (inico taxon que presentd activi-
dad para esterasa. El potencial ligninolitico fue
variable entre las taxa. Asi, los micelios estériles
presentaron altos potenciales para lacasa, oxidasa
extracelular y peroxidasa. Por el contrario, dichas
actividades fueron bajas o no se detectaron en
Penicillium sp. y Mucorales.

En la Tabla 3 se muestran los potenciales de
degradacién enzimdticos de los 74 taxa. En los
Moniliales las especies enzimdticamente mds
versdtiles fueron Alternaria alternata,
Cladosporium cladosporioides, Hormonema

TABLA 2

Potenciales enzimdticos (porcentaje ponderado) de los grupos taxonémicos aislados desde
hojas senescentes y hojarasca de Nothofagus pumilio, Antillanca, Parque Nacional Puyehue.

Enzymatic potentials (weighed percentaje) of taxonomic groups isolated from senescent leaves and leaf litter of
Nothofagus pumilio, Antillanca, Puyehue National Park

Potencial enzimético (%)

Taxa/categorfa Cepas Ami  Cel Cit Est Fos Lac  Oxi Pec Per Pro Tir
ensayadas

Deuteromycetes

Moniliales 84 52,0 51,0 61,5 100 47,1 67,6 61,6 568 754 53,2 66,7

(-Penicillium)

Penicillium spp. 31 21,3 214 115 0 0 0 4,1 21,1 7,3 190 0O

Melancoliales 8 6,3 4,8 0 0 0 0 11,0 6,3 0 7.6 333

Sphaeropsidales 3 2,4 2,1 0 0 0 0 4,1 0 0 0 0

Micelios estériles 19 8,7 7,6 23,1 0 412 27,0 164 11,6 11,6 10,1 0

Levaduras 4 0,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Zygomycetes

Mucorales 20 7,1 11,7 0 0 0 0 1.4 2,1 44 6,3 0

Ascomycetes 4 1,6 1,4 3,8 0 11,8 5,4 1,4 2,1 1,5 3,8 0

Total cepas 173 127 145 26 2 17 37 73 95 69 79 3

Ami = amilasa, Cel = celulasa, Cit = citocromo oxidasa, Est = esterasa, Fos = fosfatasa, Lac = lacasa, Oxi = oxidasa
extracelular, Pec = pectinasa, Per = peroxidasa, Pro = proteasa, Tir = tirosinasa
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prunorum, Phialophora grupo hoffmannii C y
Phialophora malorum. Con respecto a C.
cladosporioides la produccién de proteasa,
amilasa, pectinasa y oxidasa ha sido documenta-
da por Domsch et al. (1980) y Kjgller & Struwe
(1980). Sin embargo, el alto potencial celulolitico
contrasta con lo sefialado por Kjgller & Struwe
(1980) al estudiar los potenciales enzimdticos de
la micobiota asociada a hojas de Alnus glutinosa
(L.) Gaertn., donde no detectaron esta actividad
en C. cladosporioides, mientras que en
Cladosporium herbarum se restringié a cepas
aisladas inmediatamente después de la caida de
las hojas. Por su parte, Domsch et al. (1980)
seflalan que C. cladosporioides presenta una baja
capacidad celulolitica. Referente a las cepas de A.
alternata todas mostraron actividad para celulasa,
lo cual concuerda con los resultados de Hogg &
Hudson (1966), quienes observaron una alta acti-
vidad celulolitica en cepas de Alrernaria tenuis
(= A. alternata) aisladas desde hojas de Fagus
sylvatica. Asimismo, se ha demostrado en espe-
cies de Alternaria la produccién de amilasa,
proteasa, pectinasa y oxidasa (Kjgller & Struwe
1980, Rosenbrock et al. 1995). Hongos como A.
alternata, C. cladosporioides y Hormonema
prunorum se pueden definir como generalistas
(Gochenaur 1984) y con potencial para degradar
los principales constituyentes de las hojas de N.
pumilio, propiedad esencial para su persistenciaa
lo largo del estudio. Al respecto, Dilly & Irmler
(1998) encontraron que hongos con una pobre
capacidad enzimdtica (ausencia de amilasa y
proteasa) estaban presentes sélo en los primeros
estadios sucesionales de la hojarasca de Alnus
glutinosa.

Como se observaen la Tabla 3, en la mayoria de
las especies de Trichoderma se determinaron po-
tenciales enzimaticos para amilasa y celulasa, y
en menor grado para las enzimas del complejo
lignina, siendo 7. hamatum la especie mas versa-
til. El género Trichoderma es conocido por su
capacidad para degradar la celulosa (Domsch et
al. 1980, Singh & Steinke 1992), aunque también
se ha demostrado la producciéon de amilasa,
proteasa y pectinasa (Domsch et al. 1980).

Para Penicillium sp., los potenciales de amilasa,
celulasa, pectinasa y proteasa fueron los mads
importantes, similar a lo obtenido por Gochenaur
(1984). El potencial ligninolitico fue limitado,
detectédndose sélo una o dos enzimas en
Penicillium chrysogenum, P. commune, P.
janthinellum, P. serie restrictum 'y P. thomii y
ausencia de esterasa, fosfatasa, lacasa y tirosinasa.
Por su parte, los Mucorales utilizaron compues-
tos simples, principalmente almidén (todas las
especies) y en menor grado pectina (Mortierella
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vinacea y Mucor hiemalis). En contraste, el po-
tencial para las enzimas del complejo lignina fue
bajo, limitdndose a las actividades de peroxidasa
y oxidasa extracelular en algunas cepas de M.
ramanniana var. angulispora'y M. hiemalis, res-
pectivamente. Esta baja capacidad ligninolitica
de los Mucorales también se describe en los tra-
bajos de Rosenbrock et al. (1995) y Kjgller &
Struwe (1980). Rosenbrock et al. (1995) no de-
tectaron actividad para lacasa en Mucor spp y
Rhizopus stolonifer. A su vez, Kjgller & Struwe
(1980) sdlo detectaron oxidasas en cepas de
Mortierella aisladas 7 meses después de la cafda
de las hojas. Pordltimo, en el grupo de los micelios
estériles, los mds activos fueron el micelio
dematidceo B y los micelio blancos L y N. Todos
ellos demostraron potencial ligninolitico, detec-
tdndose las actividades de lacasa, oxidasa
extracelular y peroxidasa.

EnlaFig. | se presenta la variacion anual de los
potenciales enziméticos, donde la mayoria mos-
tré un comportamiento similar durante el estudio.
Todos los potenciales enzimaticos mostraron los
més altos valores en las cepas aisladas de las
hojas senescentes y una disminucién los mismos
en las cepas de junio. Esto concuerda con la fuerte
disminucién en el contenido de substancias solu-
bles y celulosa durante los primeros meses de
descomposicidn de la hojarasca (Kjgller & Struwe
1980).

El almidén se encuentra contenido en la frac-
cion soluble de las hojas y es rdpidamente asimi-
lado por las poblaciones microbianas. Asimismo,
la utilizacidn de celulosa va siempre acompafiada
por la capacidad de utilizar al menos pectina o
almidén (Kjgller & Struwe 1980). El potencial de
amilasa presentd la segunda més alta actividad,
con valores entre 20,2 % en las cepas aisladas de
las hojas senescentes y 9,3 % en las cepas aisladas
en diciembre. Rosenbrock et al. (1995) también
observaron una elevada actividad amilolitica du-
rante la descomposicién de la hojarasca de Alnus
glutinosa (L.) Gaertn., lo que para estos autores
demuestra que esta enzima es comun en los hon-
gos que colonizan la hojarasca.

La mayor actividad enzimética detectada en las
cepas fungicas correspondid a celulasa, la que
fluctué entre 20,8 % en las cepas aisladas de las
hojas senescentes y 11,6 % en las cepas aisladas
en diciembre, comportamiento que concuerda con
los resultados de Kjgller & Struwe (1980).

La produccién de enzimas microbianas es afec-
tada no sélo por la naturaleza quimica de la hoja-
rasca y los requerimientos nutricionales de los
microorganismos, sino también por condiciones
ambientales (Kshattriya et al. 1992). Se ha de-
mostrado que la actividad celulolitica estd
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TABLA 3
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Potenciales enzimdticos de los 74 taxa fungicas aisladas desde hojas senescentes y hojarasca

de Nothofagus pumilio, Antillanca, Parque Nacional Puyehue

Enzymatic potentials of 74 fungal taxa isolated from senescent leaves and leaf litter of Nothofagus pumilio,
Antillanca, Puyehue National Park

Especie/Categoria

Acremonium sp.
Acremonium roseolum
Alternaria alternata aggr.
Arthrinium, anamorfo
de Apiospora montagnei
Arthrinium phaeospermum
Aspergillus cervinus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus gracilis
Aspergillus niger
Beauveria bassiana
Cladosporium sp
Cladosporium cladosporioides
Cryptococcus albidus
Epicoccum nigrum
Eurotium chevalieri
Gelasinospora retispora
Geotrichum sp.
Clonostachys rosea
Hormonema prunorum
Lecythophora sp. A
Lecythophora sp. B
Lecythophora sp. C
Leptosphaerulina sp
Malbranchea pulchella
Micelio estéril A
Micelio estéril B
Micelio estéril C
Micelio estéril D
Micelio estéril E
Micelio estéril F
Micelio estéril G
Micelio estéril H
Micelio estéril I
Micelio estéril J

Micelio estéril K
Micelio estéril L
Micelio estéril M
Micelio estéril N
Micelio estéril O
Micelio estéril P
Mortierella nana
Mortierella ramanniana
var. angulispora
Mortierella vinacea
Mucor hiemalis
Penicillium canescens
Penicillium chrysogenum
Penicillium commune
Penicillium decumbens
Penicillium expansum
Penicillium glabrum
Penicillium janthinellum

Cepas
ensayadas

1
1
6

e e e b e e e s B e e R R e s RO LA = R — ON — ON — — L) — RO L — WD

—
(=]

[ N SR N Y

Ami

+ +

+ o+ o<+ 4+ 4o+ + o= 4+

o+ o+ o+ +

+ +

+ + o+

+ o+ o+ o=+ o=

Cel

+ +

+ + + + + + + + o+

+ +

+ + + + + o+

+

+ + + + + + + + + <

Cit Est

Fos

< +

< +

Lac

+ +

+ +

' < +

+ o+ +

o+ o+ =

+ +

+ + o+

e ]

< < 4+

+ < + +

< +

o+ o<+

+ +

+ + +



746

VALENZUELA ET AL.

TABLA 3
(continuacién)

Cepas
ensayadas Ami  Cel Cit

Especie/Categoria

Est Fos Lac Oxi Pec Per Pro Tir

Penicillium para-herquei
Penicillium purpurogenum
Penicillium raistrickii
Penicillium sp. serie citrinum
Penicillium sp. serie raistrickii
Penicillium sp. serie restrictum
Penicillium simplicissimum
Penicillium thomii

Phialophora grupo hoffmannii A
Phialophora grupo hoffmannii B
Phialophora grupo hoffmannii C
Phialophora lignicola
Phialophora malorum
Rhodotorula aurantiaca
Robillarda sessilis

Sclerotium sp.

Tolypocladium microsporum
Trichoderma hamatum
Trichoderma koningii
Trichoderma longibrachiatum
Trichoderma polysporum
Trichoderma viride

Truncatella truncata

+ + + + + <

+ 4+ < <
+ 4+ <+ < 4+ 4+ + + + + o+
+

+

:p_p—-.—wwﬂ»—-l\)u\ww»—mm»——»—w
+ + < < + = + +
< 4+ + + + + + +
' '

[SSIRN]

B N - v B - B
- - - + - - -
- - - + - + -
- - - + - - -
- - - + - v -
- - - v v v -
- - v v v + -
- - + - v - -
- v + + v v -
+ + + i + + -
- + + - - + -
+ + + + + + + -
- + - - - -
+ + + + + -
- v v v v v -
- - - + - - -
- - v + v - -
- v - v + v -
- - v + + - -
- - + - - - -

(+): 100 % de las cepas son positivas; (v) menos del 90 % de las cepas son positivas; (-) todas las cepas son

negativas

Ami = amilasa, Cel = celulasa, Cit = citocromo oxidasa, Est = esterasa, Fos = fosfatasa, Lac = lacasa , Oxi = oxidasa
extracelular, Pec = pectinasa, Per = peroxidasa, Pro = proteasa, y Tir = tirosinasa

correlacionada positivamente con el contenido de
humedad de la hojarasca (Kshattriya et al. 1992,
Joshi et al. 1993). En esta linea, la menor activi-
dad celulolitica observada en las cepas aisladas
en diciembre (11,6 %) se corresponde con los
resultados de Rosenbrock et al. (1995) quienes
observan una disminucién de la actividad de
celulasa en verano, atribuido a la menor humedad
ambiental.

La variacién experimentada por el potencial de
pectinasa es similar a la reportada por Kjgller &
Struwe (1980) y Rosenbrock et al. (1995) en
Alnus glutinosa. En efecto, la disminucién del
potencial desde el mdximo en las cepas aisladas
en las hojas senescentes (13,9 %) a junio (8,7 %),
indicala degradacién inicial de la fraccién péctica.
Por su parte, el aumento del potencial en las cepas
aisladas en septiembre y marzo sugiere la degra-
dacidn tardia de fracciones pécticas resistentes a
la descomposicién.

La variacién en el potencial de proteasa es
similar alaregistrada por Kjgller & Struwe (1980)
y Rosenbrock et al. (1995) e indicarfa la existen-
ciade dos fracciones proteicas en la hojarasca. La

disminucién de la actividad proteolitica en las

cepas aisladas en junio apunta a la reduccién de
una fraccién soluble. Por su parte, el incremento
de la actividad en las cepas aisladas en septiem-
bre indicar{a la descomposicién tardia de protei-
nas insolubles (Rosenbrock et al. 1995).
Laligninaes el compuesto aromédtico mds abun-
dante en la naturaleza y es probablemente el mas
recalcitrante. Su resistencia a la degradacién es
consistente con sus funciones de dar rigidez a las
plantas vasculares y proteger sus polisacéridos
estructurales (celulosa y hemicelulosa) de las
enzimas degradativas. Ya que es un polimero muy
ramificado, los mecanismos ligninoliticos deben
ser extracelulares. Igualmente, la presencia de
enlaces estables éster y carbono-carbono, indica
que estos mecanismos deben ser oxidativos méis
que hidroliticos. Ademads, la lignina es insoluble
en agua, lo cual limita su biodisponibilidad a los
agentes ligninoliticos y determina que la
lignin6lisis sea un proceso lento (Hammel 1997).
En el presente estudio las enzimas ligninoliticas
detectadas mds importantes fueron oxidasa
extracelular y peroxidasa, las cuales mostraron
los mayores indices en las cepas aisladas de las
hojas senescentes y en septiembre. Al respecto,
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Kjgller & Struwe (1980) en Alnus glutinosa, tam-
bién reportan una importante poblacién de hon-
gos productores de oxidasa extracelular en los
estados pioneros de la sucesidn.

El potencial de lacasa fue menor, con un méxi-
mo en las cepas aisladas de las hojas vivas (6,9
%). Estudios cuali-cuantitativos han determinado
una baja actividad de lacasas en la micobiota
aislada de la hojarasca. Rosenbrock et al. (1995)
observaron un bajo porcentaje de cepas con po-
tencial de lacasa, con un mdximo cercano al 14 %
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en la hojarasca de 4 meses de edad. Por su parte,
Criquet et al. (1999), mediante una metodologia
que considerd la extraccion y cuantificacion de la
actividad de lacasas en la hojarasca de Quercus
ilex L., determinaron que estas enzimas se encon-
traban en muy bajas concentraciones.

El potencial de citocromo oxidasa fue bajo en
todos los muestreos. fluctuando entre 4.1y 2,3 %
en las cepas aisladas en las hojas senescentes y
aquellas aisladas en diciembre, respectivamente.
Laactividad de fosfatasa fue mayor en los hongos
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Fig. I: Porcentaje de cepas microfiingicas con potenciales de degradacién enzimdticos durante la
descomposicién de la hojarasca de Nothofagus pumilio, Antillanca, Parque Nacional Puyehue. El
porcentaje se calculé en relacién al total de cepas ensayadas (173).

Percentage of microfungal isolates with enzymatic degradation potentials during the decomposition of Nothofagus pumilio
leaf litter, Antillanca, Puyehue National Park. The percentage was calculated in relation to the totai numbci of tested

isolates (173).
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aislados al inicio de la sucesién (4,1 %), mante-
niéndose el resto del afio con valores bajo el 3 %.
El potencial de esterasa presentd s6loun 0,6% en
las cepas aisladas en hojas senescentes y marzo,
mientras que el potencial de tirosinasa presentd
igual porcentaje en las cepas aisladas en las hojas
senescentes y aquellas aisladas en la hojarasca
incubada por 3 y 12 meses, respectivamente. La
débil actividad de tirosinasa estd de acuerdo con
los resultados de Criquet et al. (1999), quienes no
detectaron esta enzimaen la hojarasca de Quercus
ilex.

Durante el curso de la degradacién de la hoja-
rasca diferentes grupos de microorganismos
interactian de forma compleja (Kjgller et al.
2000). Al analizar la diversidad de la micobiota
en conjunto con sus actividades enzimdticas es
una forma de conocer no sélo como varia la
estructura de la comunidad microfiingica durante
el proceso de descomposicién, sino también la
funcién de las poblaciones microbianas del suelo.
Los resultados de este estudio muestran que a lo
largo de la degradacién de la hojarasca de N.
pumilio se producen cambios en la composicién
de la comunidad microftingica, lo cual se refleja
en las variaciones de las actividades enziméticas.
No obstante, sélo al estudiar los potenciales
enzimadticos en concomitancia con los cambios de
los componentes quimicos de la hojarasca (e.g.
substancias solubles, celulosa y lignina) permiti-
rd explicar en mejor forma la sucesién en la
comunidad fingica.
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