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Resumen

Se evaluo in vitro el efecto de la temperatura en el crecimiento, la esporulacion y la germinacion de esporas
de 13 aislados de C. cladosporioides, recolectados de la atmoésfera de La Habana, Cuba. Ocho aislados crecieron
optimamente a 25°C, tres en el rango de 25-28°C y las dos restantes entre 25-30°C y 10-28°C, respectivamente. Seis
aislados presentaron la mayor esporulacion a 25°C y siete a 28°C. El mayor porcentaje de germinacion se observo
a 25°C en dos aislados, a 28°C en seis, y a 30°C en tres. A 37°C ningln aislado crecié ni esporuld, sin embargo se
detectd germinacion. Los aislados pueden agruparse en tres conjuntos considerando la respuesta fisiologica ante
las temperaturas evaluadas, lo que evidencia la variabilidad en relacion a este factor ambiental. Esta investigacion
es una contribucion al conocimiento sobre la influencia de un determinante ecologico en el ciclo de vida de C.
cladosporioides.
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Abstract

The effect in vitro of temperature on growth, sporulation and spore’s germination of 13 isolates of C. cladospo-
rioides, collected from the atmosphere of Havana, Cuba has been evaluated. Eight isolates grew optimally at 25
°C, three in the range among 25-28 °C and the remaining two between 25-30 °C and 10-28 °C, respectively. Six
isolates showed the highest sporulation at 25 °C and seven at 28 °C. The highest percentage of germination was
observed at 25 °C in two isolates, at 28 °C in six, and at 30 °C in three. At 37 °C no isolate grew or sporulated,
however germination was detected. The isolates can be grouped into three clusters considering the physiological
response to the temperatures evaluated, which shows a diversity and relationship with this environmental factor.
This research is a contribution to the knowledge about the influence of an ecological determinant in the life cycle
of C. cladosporioides.
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INTRODUCCION Cladosporium cladosporioides, Cladosporium
Cladosporium es un género cosmopolita que herbarum y Cladosporium sphaerospermum
estd conformado por tres grandes complejos: (MAetal.,2017). Al primero de ellos pertenecen
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alrededor de 40 especies, que pueden aislarse a
partir de diversos sustratos. En clima tropical se
han detectado en material vegetal en descompo-
sicién, como invasor secundario, en productos
alimenticios, en materiales de construccidén
dafiados por agua y en el aire (BIENscH ef al.,
2010).

En la atmosfera de La Habana se ha com-
probado la abundancia de C. cladosporioides
(Fresen.) G.A. de Vries y en menor grado de C.
oxysporum Berk. & M.A. Curtis y C. tenuissi-
mum Cooke (ALMAGUER & Rojas, 2013). Las
esporas de C. cladosporioides tienen un reco-
nocido caracter alergénico y también pue-
den causar dafios en la agricultura urbana,
asi como biodeterioro (DamiaLis et al., 2015;
VISITSUNTHORN et al., 2017).

En la variacion temporal atmosférica de C.
cladosporioides influyen varios factores meteo-
rolégicos, tales como la humedad relativa, el
viento y la temperatura, los cuales pueden con-
siderarse como determinantes ecoldgicos. La
temperatura es el factor ambiental que mas varia
sistematicamente por décadas y puede afectar a
lafisiologia de los hongos (Kasprzyk et al.,2016).

En ambientes naturales esta variable meteoro-
logica puede incidir sobre aspectos de su ciclo de
vida, ya que influye directamente en su coloniza-
cion y crecimiento o indirectamente a través de
los efectos fisioldgicos que produce en las plantas
0 en otros sustratos sobre los que se desarrollan
estos hongos (SINDT ef al., 2016). En los estu-
dios aeromicoldgicos realizados en La Habana
los propagulos de C. cladosporioides prevalecen
en horas diurnas, relacionados con elevados
valores de insolacion y calor (ALAMGUER et al.,
2014).

Elrango 6ptimo de temperaturas para el creci-
miento, esporulaciony germinacion de los hongos
puede ser determinado con estudios experimen-
tales. En el Tropico, la variaciones mensuales de
temperatura son leves, pero si son apreciables las
diferencias diarias (CuBa-CLiMa, 2017).

Teniendo en cuenta el predominio de C. cla-
dosporioides en la atmosfera de La Habana y la
relacion de su dindmica atmosférica con la tem-
peratura ambiental, el objetivo de este estudio ha
sido evaluar la influencia de este factor sobre el
crecimiento, la esporulacion y la germinacion de

esporas, a partir de aislados procedentes del aire
de esta ciudad tropical.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 13 aislados de C. cladosporioi-
des recolectados de la atmoésfera de La Habana,
del 25 de enero de 2013 al 7 de marzo de 2014.
Para la recogida de estos hongos se utiliz6 un
captador volumétrico (Aeroscopio Chirana,
Checoslovaquia) con la metodologia descrita
por ALAMGUER & Rosas (2013). Todos los aisla-
dos fueron referenciados con el codigo HVE- o
HVK- (HV corresponde al acronimo de Hongos
Viables y la tltima letra al afio de muestreo), y
fueron conservados viables y puros en agar patata
dextrosa ...... (PDA) .....a 4°C..... Se obtuvieron
cultivos monosporicos mediante las técnicas de
Crousetal. (1991)y Crous (1998), recomendado
por BenscH et al. (2012) para el género. Al cul-
minar este estudio se incluyeron en la Coleccion
de Cultivos Microbianos de la Facultad de Bio-
logia de la Universidad de La Habana (CCMFB).
En la Tabla I se incluyen los datos de la tempe-
ratura minima, media y maxima correspondiente
a la fecha en que se realiz6 el muestreo y hasta
siete dias anteriores.

Para determinar la influencia de la temperatura
en el crecimiento se inoculd una porcioén de mi-
celio de la zona joven de la colonia de cada ais-
lado en una placa Petri con PDA. Se incubd a
10°C, 25°C, 28°C, 30°C, 32°C, 34°C y 37°C, con
Humedad Relativa (HR) de 85% y en oscuridad
durante siete dias. Después de este tiempo se
midié el diametro de cada colonia (mm) y se
calcul6 el promedio de tres réplicas.

La influencia de la temperatura en la esporu-
lacion se determind inoculando cada aislado en
placas Petricon PDA. Se incubo durante siete dias
a 10°C, 25°C, 28°C, 30°C, 32°C, 34°Cy 37°C,
con HR del 85% en oscuridad. Posteriormente,
del borde de cada colonia, se extrajo una porcion
circular de 4 mm de diametro y se depositd en
0,5 ml de agua destilada estéril con Tween 80. Se
agitd durante 50 segundos y se realizo el recuento
en una camara de Neubauer. Los resultados de
esporulacion se expresaron como concentracion
(conidios/ml).

Finalmente para evaluar como influye la
temperatura en la germinacion se obtuvieron
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Tabla 1. Relacion de aislados de Cladosporium cladosporioides, fecha de muestreo y temperaturas del dia de muestreo y de

los siete dias anteriores.

Table L. Isolates of Cladosporium cladosporioides, collection date and temperatures in the same day and seven previous days.

Temperatura

min I med I max | min I med I max | min I med I max

i [ [

min I med I max | min I med I max | min I med I max | min I med I max | min I med I max

Fecha de
muestreo

Muestreo
-2

Muestreo

Muestreo 0 1

Ref. Cepa 3

Muestreo

Promedio

Muestreo -7 0-7

Muestreo -4 | Muestreo -5 | Muestreo -6

HVE-1021]25/01/13 | 18,0 21,9 25,0/20,9 23,0 25,7|20,9 23,1 24,7|20,9 222

HVE-1035
HVE-1057
HVE-1071

25/01/13
01/02/13
08/02/13
11/03/13 | 17,6

18,0 21,9 25,0120,9 23,0 25,7]120,9 23,1 24,7]20,9 22,2

94 20,5 21,3]120,4 22,7 28,0(20,3 24,3 30,2|21,1 242

204 239 272 23,8 305|189 22,8 26,4]182 22,3

HVE-1113 223 285 20,7 26,5016,8 20,9 258|148

HVE-1122115/03/13 | 18,0 204 22.8 20,0 22,1 (19,1 21,3 243 245

HVE-1131115/03/13 | 18,0 204 22.8 20,0 22,1 (19,1 21,3 243 245

HVE-1141129/03/13 [ 17,4
12/11/13
20/11/13
14/02/14]19.9
21/02/14

07/03/14

20,8 249|115,7 194 22,7|16,0 17,3 193|171

HVE-1337 259 2941239 26,2 28,8]23,9 26,5 30,0242 26,4

HVE-1359 25,0 30,2|22,6 25,1 28,0]22,7 253 28,4]23,5 26,0

HVK-48 21,1 23,0020,5 22,3 25,5(20,5 24,8 30,9203 23,7

HVK-59 252 32401209 24,1 29,6194 23,0 289|19,0 23,2

HVK-73 233 26,7|21,3 24,6 30,2|19,7 23,8 30,1]18,8 23,0

24,0
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30,0
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26,7
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27,2
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20,5 23,9 28,4122,0 23,4 265|194 22,7 26,2 21,9 25,0020,1 23,0 27,0

20,5 249 20,8 22,6(20,1 22,5 25,0 20,5 21,3 19,1 22,1 25,7

18,9 21,0 20,9 250|115 189 26,0 18,5 21,0 20,1 24,6

22,3 28,5 20,7 26,5|16,8 20,9 258 19,5 23,0 21,2 254

22,3 28,5 20,7 26,5]|16,8 20,9 258 19,5 23,0 21,2 254

20,9 24,5 31,5023,9 27,0 31,2|122,5 26,1 30,7|21,0 25,6 31,7|19,3 22,6 26,8

24,7 26,0 28,1248 26,4 27,7|23,9 259 28,5|24,1 25,7 284|24,1 26,1 288

229 254 29,0022,8 25,0 27,8222 244 27,0|22,2 23,7 24,7|22,6 25,0 28,1

22,0 23,5 2570222 242 27,0(22,1 24,8 31,1|21,6 243 28,1|21,1 23,6 273
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22,7 283|178 22,3 26,8|21,0 22,3 25,0|19,1 21,3 242 229 273

suspensiones de conidios desde cultivos en PDA
incubados durante 7 dias, a 28 °C, HR=85%
en oscuridad. Las suspensiones se incubaron a
10°C, 25°C, 28°C, 30°C, 32°C, 34°Cy 37°C, a
HR del 85% durante 24 horas. A continuacion se
tomaron 50ul y se realizé un recuento en camara
de Neubauer. Se contabilizaron de 200 a 1000
esporas (n° de esporas totales, NET) y de ellas se
registré el numero de las que germinaron (n° de
esporas germinadas, NEG). Se consideré como
espora germinada Unicamente aquellas con un
tubo germinativo igual o superior al doble de su
diametro. Con estos datos se calcul6 el porcentaje
de germinacion (NEG/NET*100) (ALMAGUER et
al., 2013).

Con cada aislado se hicieron tres réplicas para
cada temperatura. A todos los datos se les deter-
mino la normalidad y homogeneidad de varianza
mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y
Bartlett, respectivamente. Para detectar diferencias
significativas entre los valores de crecimiento,
esporulacion o germinacién en cada aislado a las
diferentes temperaturas, se realizé un analisis de
varianza de clasificacion simple (ANOVA) que
fue completado con la prueba de Tukey. Se reali-
706 un agrupamiento de los aislados mediante un
analisis de conglomerado aplicando la distancia
Euclidiana. Para el tratamiento estadistico se
utilizd el programa SATISTICA version 6.0
(STATSOFT, INC., 2001).

RESULTADOS

En todos los aislados se observd crecimiento
entre 10°C y 34°C (Figura 1). En ocho aislados
(HVE-1057, HVE-1113, HVE-1122, HVE-1131,
HVE-1141, HVE-1337, HVK-48 y HVK-59) la
temperatura Optima de crecimiento fue 25°C.
Cinco se desarrollaron en un rango variable:
25-28°C (HVE-1021, HVE-1071, HVE-1359),
25-30°C (HVE-1035) y 10-28°C (HVK-73). Las
colonias alcanzaron didmetros de 9-22mm en
las temperaturas optimas. En todos los aislados
se evidencid una disminucién en el crecimiento
lineal con el incremento de la temperatura de
incubacién y no hubo crecimiento a 37°C.

Se observo esporulacion desde 10°C hasta
34°C (Figura 2). En seis aislados los mayores
valores se observaron a 25 °C (HVE-1021, HVE-
1035,HVE-1071,HVE-1122, HVE-1141 y HVK-
73) y a 28°C para los siete restantes (HVE-1057,
HVE-1113, HVE-1131, HVE-1337, HVE-1359,
HVK-48 yHVK-59). Los valores de esporulacion
oscilaron entre 1800-15000 conidios/ml, en el
rango de temperaturas entre 25-30°C.

Se constaté germinacion en todas las tempe-
raturas evaluadas (10-37°C) entre 0,7 y 33,4%,
ambos valores extremos detectados en el aislado
HVE-1141 (Tabla II). En los aislados HVE-1057
y HVK-48 se detectd el mayor porcentaje de
germinacion a 25°C (25,5% y 28,4, respectiva-
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mente). En seis aislados los valores maximos
oscilaron entre 16,3 - 23,9% a 28°C (HVE-1021,
HVE-1035, HVE-1122, HVE-1131, HVE-1337
y HVK-59) y en tres los valores mas elevados
fueron a 30°C (HVE-1113, HVE-1141 y HVE-
1359), con magnitudes de 28,7%, 33,4% y 24,5%
respectivamente. Para los aislados HVE-1071 y
HVK-73 el porcentaje mas alto de germinacion se

detecto en el rango de temperatura entre 25-30°C
y 28-30°C, respectivamente.

En el dendograma se refleja el agrupamiento
de las cepas en tres conjuntos y las distancias entre
ellos (Figura 3). En el Grupo 1 se encuentran los
aislados HVK-48 y HVK-73, con valores ele-
vados de crecimiento, germinacion y esporu-
lacién, en la mayoria de las temperaturas
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Tabla II. Porcentaje de germinacion de los aislados analizados a diferentes temperaturas (Asteriscos indican temperatura opti-
ma segun la prueba de Tukey para p<0,05).
Table I1. Germination percentage of isolates analyzed at different temperatures (Asterisks indicate optimal temperature accor-
ding to Tukey’s test for p <0.05).

Cepas 10°C 25°C 28°C 30°C 32°C 34°C 37°C
HVE-1021 4,0+ 1,0 11,1 £0,9 16,7 £ 1,0 * 98+ 13 47 +0,7 2424 30+ 1,7
HVE-1035 6,8+ 1,6 16,9 + 1,4 23,9 0,6 * 11,4 +0,7 8,9+0,5 78+13 L1+£12
HVE-1057 128+ 1,7 25,5 + 3,1* 12,3 0,7 19,6 = 1,7 138+13 92+ 1,1 83+ 1,1
HVE-1071 43 +0,6 151£13% | 167+06* | 149+15% 54412 3,7+12 1,6 + 2,0
HVE-1113 15,6 + 1,1 21,7 0,7 20,9 + 0,9 28,7 £3,1 % 16,0 + 1,8 98+ 1,7 L1+12
HVE-1122 74+ 1,0 12,7 + 1,4 16,3 £ 0,7 * 6,7+0,7 48+ 1,1 4,0 +0,7 1,7+0,5
HVE-1131 12,4+ 1,0 182+ 1,0 21,8 0,6 * 11,5+ 1,5 10,8 = 1,1 79+ 0,6 51+12
HVE-1141 12,6 + 0,7 15,9 0,7 223 +06 33,4 +£0,7 * 23,732 9,0+ 1,0 0,7+1.2
HVE-1337 50+0,9 13,0 = 1,3 163 12 * 13,7 £ 0,9 44+ 04 2612 10,7 1,9
HVE-1359 3,5+0,8 14,1 £ 1,0 152 £ 0,6 245+ 14% 70+ 1,7 54+1,7 2414

HVK-48 14,8 + 2,0 28,4 £32* 228+0,5 193 £ 0,8 92402 6,5+ 1,4 18,7 + 0,8
HVK-59 51+1.2 174 + 1,1 22,6 +£0,7 * 11,1 +1.2 8,3+ 0,9 6,9+ 1,9 84+ 14
HVK-73 8,3+ 1,4 15,0 + 1,3 221+£08% | 237+08% 11,2 + 0,6 78+ 1,1 1,7 £2,1

evaluadas. En el Grupo 2, se observan siete
aislados (HVE-1057, HVE-1359, HVE-1337,
HVK-59, HVE-1122, HVE-1131 y HVE-1141)
con valores intermedios y el Grupo 3 contiene
cuatro aislados (HVE-1021, HVE-1071, HVE-
1035 y HVE-1113) con los menores valores de
las variables analizadas.

DISCUSION

Cladosporium cladosporioides es una especie
cosmopolita que se ha aislado tanto de regiones
tropicales (Zoppras et al., 2011; KSHIRSAGAR &
PANDE, 2012; ALAMGUER & Rojas, 2013) como de
zonas de climatemplado (Ara et al.,2012; GRINN-
GOFRON & STRZELCZAK, 2013; SINDT ef al., 2016).
Sus esporas pueden penetrar a diferentes niveles
del sistema respiratorio y provocar rinoconjuti-
vitis, rinosinusitis, tos seca y asma bronquial en
individuos atopicos (SINDT et al. 2016). Por ello
es importante conocer cuales son las variables
meteorologicas que influyen sobre su abundancia
en el aire.

También se ha descrito a C. cladosporiodes
como causante de feohifomicosis en personas con
enfermedades hematoldgicas o sida (GomEzZ &
CARDONA - CAsTRO, 2016). Por su parte, GREEN ef
al.(2003), plantearon que laliberacion de alérgenos
después de la germinacion de las esporas podria
ser una caracteristica comun a muchas especies de
hongos, por lo que sefialan el interés de explorar

el impacto de los alérgenos liberados a partir de
las esporas inhaladas y que germinan en el tracto
respiratorio.

Pero también este tipo de estudios tiene utili-
dad agronomica, ya que C. cladosporioides pue-
de pasar de endofito a patdogeno, cuando ocurren
desordenes nutricionales o estrés hidrico en las
plantas hospedantes (RonpON & GonzALEZ, 2009).
Este hecho afectaria especialmente a las ciuda-
des donde se practica agricultura urbana, ya que
dichas zonas actuarian como fuente de indculo
para los hongos y favorecerian la abundancia de
las esporas en el aire. Por tanto, desde el punto
de vista fitopatologico, también es importante
conocer la influencia de la temperatura en el
crecimiento fungico y en la germinacion de los
conidios, ya que puede favorecer la formacion de
estructuras infectivas y la produccion de enzimas
involucradas en la colonizacion (AGrios 2005).

En algunos trabajos se hace referencia a la psi-
crotolerancia de C. cladosporioides. Asi, BAXTER
& Iriston (1980) informaron que puede crecer de
manera optima a 15°C, con un maximo de 25mm
a los siete dias. RocHa et al. (2013) indicaron que
la temperatura 6ptima de crecimiento de Cla-
dosporium se encuentra entre 18-28°C, aunque
puede crecer lentamente a temperaturas inferiores
y BERNAL et al. (2013) refieren que el desarrollo
del micelio de este hongo tiene un rango amplio
(4°C-32°C), basandose enlos resultados previos de
MavEa et al. (1983). Todo ello pone de manifiesto
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Figura 2. Valores de esporulacion (conidios/ml) de cada aislado a las temperaturas eva-
luadas. (Asteriscos indican temperatura optima segun Prueba de Tukey para p<0,05).
Figure 2. Sporulation values (conidia/ml) of each isolate at evaluated temperatures. (As-
terisks indicate optimal temperature according to Tukey’s test for p <0.05).

Sin embargo, en este estudio se constato la for-
macion de conidios entre 10-34°C, con un rango

optimo de crecimiento de 25-30°C, coincidiendo
con los resultados realizados por otros investi-



Séanchez Espinosa, K.C. & Almaguer, M.: Efecto de la temperatura en Cladosporium, Cuba 27

Distancia Euclidiana

[ HVE-1021
HVE-1071

L]

Grupo 3

HVE-1036 |———
| HvE1113 —o

[ HVE-1057
HVE-1359
HVE-1337

HVK-59

Grupo 2

pothid I
HVE-1131

HVE-1141

[ HVK-48

Grupo 1 |

HVK-73 |

0 2000 4000

6000 8000 10000 12000

Distanciade union

Figura 3. Dendrograma basado en analisis cluster en relacion con las temperaturas evaluadas.
Figura 3. Dendrogram based on cluster analysis in relation to the temperatures evaluated.

gadores en el mismo género (MacaNn & LACEy,
1984; Tasic & MiLapINovic-Tasic, 2007; OGOREK
etal.2012), por lo que podrian esperarse mayores
concentraciones de esporas en climas tropicales,
donde estos valores de temperaturas son comunes
durante todo el afio.

La abundancia de la esporulacion también
esta asociada a la disponibilidad de nutrientes.
En condiciones experimentales, DAMIALIS et
al. (2015) demostraron que C. cladosporioides
aumentaba la produccion de esporas cuando se
inoculaba en un medio rico en nutrientes a 17,7 y
27,1°C. En este trabajo, en el que se utilizé6 PDA
como medio de cultivo, los conidios germinaron
en todas las temperaturas evaluadas (10-37°C).
Los mayores porcentajes de germinacion se evi-
denciaron entre 25°- 30°C (10-40%), ya que
generalmente las temperaturas que propician
el crecimiento de los hongos coinciden con las
temperaturas que favorecen la germinacion, resul-
tado que se evidencid en los aislados HVE-1057,
HVE-1071,HVE-1337 y HVE-48 de este estudio.

MacaN & LAcey (1984) realizaron ensayos
in vitro con C. cladosporioides cultivado en agar
con extracto de trigo, e informaron que existio
una germinacion superior al 10% entre 5-30°C,

mientras que WEBSTER & WEBER (2007) sefia-
laron que temperaturas >25°C, estimulaban la
actividad enzimatica, favoreciendo los procesos
esenciales del ciclo de vida de los hongos.

En el analisis multivariado que se ha realizado
en este estudio, se observo que los aislados pue-
den dividirse en tres grupos de acuerdo con su
respuesta fisiologica a las temperaturas evaluadas.
Los aislados del Grupo 3 tienen menores valores
de crecimiento, esporulacion y germinacion, y
estan relacionados con las temperaturas bajas en el
entorno de la fecha de aislamiento (promedio
21,7°C). Por su parte los de los Grupos 1 y 2 se
recolectaron en dias en los que la temperatura
promedio fue de 23,6°C y 23,4°C con valores mi-
nimos y maximos que oscilaron de 17,8 a 31,1°C
y de 14,8 a 32,4°C, respectivamente.

Garcia-SoLACHE & CASADEVALL (2010) alerta-
ron sobre los riesgos potenciales de la adaptacion
de los hongos a las temperaturas elevadas y la
importancia del estudio de los posibles efectos del
calentamiento global sobre las poblaciones fungi-
cas, ya que un clima mas calido podria cambiar la
distribucion de especies y favorecer aquellas que
son mas termotolerantes.
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Adicionalmente, bajo una fuerte presion
selectiva, la prevalencia de especies adaptadas
a la tolerancia al calor puede aumentar. En este
sentido, se ha puesto de manifiesto que en areas
urbanas, algunos hongos crecen mas rapido a tem-
peraturas elevadas que en ambientes rurales y un
incremento de la temperatura, puede influir en un
mayor crecimiento y un aumento en la produccion
de esporas en C. cladosporioides (DAMIALIS et al.
(2015).

La identificacion de los aislados de C. clados-
poriodes analizados en este trabajo, se realizo
siguiendo los criterios de Bensh et al. (2010).
Estos autores refirieron que se trata de un género
parafilético y que existe una gran diversidad de
genotipos de esta especie. Por ello, la diferente
respuesta a la temperatura en varios aislados
de una misma region, puede deberse en parte a
esta variabilidad. El estudio de su filogenia y ta-
xonomia asi como la diversidad de sustratos que
le pueden servir como hospedantes, todavia esta
en curso y son escasos los estudios realizados con
aislados de origen tropical (BensH et al., 2010,
2012). Por ello esta investigacion es una contribu-
cion al conocimiento de esta especie, que destaca
la influencia de la temperatura como determinante
ecologico en su ciclo de vida.
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