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RESUMEN

Se caracterizd un aislado de la especie Cephalotrichum gorgonifer , recolec-
tado de la atmédsfera de La Habana. Esta especie se registra por primera vez
en la atmésfera de Cuba, lo que contribuye al conocimiento de la diversidad
de la aeromicobiota.
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ABSTRACT

One isolate of the species Cephalotrichum gorgonifer, isolated from the at-
mosphere of Havana is characterized. This species is recorded for the first
time in the atmosphere of Cuba, which contributes to knowledge of airborne
fungi diversity.

Keywords: airborne fungi, new record, synnematous fungus

INTRODUCCION

Los estudios de la aeromicobiota viable de La Habana informan la presen-
cia de hongos de diversos grupos, dentro de los cuales predominan los hifo-
micetos. Los trabajos de Arnold y Guerra (1989) y Castafieda et al. (1996),
evidenciaron una elevada diversidad en el aire de una zona periférica, con el
uso de placas expuestas con medio de cultivo. Los posteriores estudios de
Rojas et al. (2007) y Almaguer y Rojas (2013) se basaron en métodos volu-
métricos que, ademds de aportar datos sobre la diversidad fungica, también
permitieron determinar las concentraciones de propagulos en el aire.

Estas investigaciones sistematicas en la atmdsfera capitalina, han permiti-
do la deteccidén sistematica de hongos predominantes como Cladosporium,
Aspergillus y Penicillium (Almaguer y Rojas, 2013), asi como el registro espo-
radico de otros hongos menos frecuentes en el aire (Almaguer et al., 2016,
2018). El incremento en el numero de especies detectadas en la atmdsfera
de una misma regidn es una de las caracteristicas que enfatiza el caracter
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dindamico de este medio. Este comportamiento puede
deberse a diversas causas, entre las que se encuen-
tran la compleja relacién con las condiciones climati-
cas, los cambios en los patrones de esporulacion de
los hongos, el lugar donde se producen vy liberan las
esporas, sus trayectorias de transporte en la atmadsfe-
ra o la actividad antrdpica.

El objetivo de esta comunicacion breve es caracteri-
zar un aislado de una especie detectada por primera
vez en la atmdsfera de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

El aislado flingico (HVM-128) se recolecté de la at-
mosfera en medio agar extracto de malta, con un
biocolector volumétrico (Aeroscopio Chirana), en la
azotea de la Facultad de Biologia de la Universidad de
La Habana. Se siguid la metodologia de muestreo
planteada por Almaguer y Rojas (2013) y posterior-
mente se realizd el aislamiento. La identificacién
taxondmica del aislado se basd en los criterios plan-
teados por Sandoval-Denis et al. (2016). Se inoculd en
medio agar papa dextrosa (PDA del inglés Potato dex-
trose agar) y se incubd a 28°C durante 14 dias, para
observar la formacidn de sinemas. Posteriormente se
hicieron preparaciones en fresco con lactofenol. Se
realizaron 50 mediciones del largo y ancho de los
conidios, asi como de los sinemas. El estudio morfo-
métrico se realizé en un microscopio éptico de campo
claro y se tomaron fotomicrografias con una cdmara
HDCE-20(CCD) y el software IMI Video Capture.exe.

Los resultados de las dimensiones se resumieron
como un rango de mediciones con los valores prome-
dios entre corchetes.

Se determind el crecimiento a 28°C y 37°C, de un
cultivo monospérico en PDA. Se midio el diametro de
cada colonia (mm) a los 7 dias y se calculé el prome-
dio de tres réplicas. Se comprobé la germinacion a
partir de suspensiones de esporas que se incubaron a
28°Cy 37°C durante 24 horas. Se contaron en cdmara
de Neubauer hasta 200 esporas (ET) y de ellas se re-
gistré el nimero de las que germinaron (EG). Se con-
sideré como espora germinada Unicamente a las que
presentaron un tubo germinativo igual o superior al
doble de su didmetro. Con estos datos se calculd el
porcentaje de germinacion (EG/ET*100). Para detec-
tar diferencias significativas entre los valores de creci-
miento y germinacion a las temperaturas evaluadas,
se realizd la prueba t Student del programa SATISTICA
version 6.0 (STATSOFT, INC., 2001).
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El aislado se inoculé en placas Petri con agar Czapek
suplementado con 5 % de sangre de carnero desfibri-
nada para evaluar cualitativamente la produccién de
hemolisinas (Bogomolova y Kirtsideli, 2009). Se deter-
mind la actividad proteasa con albumina de suero
bovino y la actividad fosfolipasa en medio con yema
de huevo (Fotedar y Al-Hedaithy, 2005). En todos los
casos se midio el didametro de la colonia (Dc) y el halo
de hidrdlisis (Dh) y se calculé el indice de actividad
enzimatica (Ae) con la siguiente formula: Ae=Dc/Dh
(Ping et al., 2011). Todas estas pruebas fisioldgicas se
revisaron a los 7 dias de incubacién, se realizaron por
triplicado y con controles.

RESULTADOS Y DISCUSION

El aislado HVM-218 se identific6 como la especie
Cephalotrichum gorgonifer (Bainier) Sandoval-Denis,
Gené & Guarro. Se detecto el 27 de octubre de 2016
y representd un 5 % de todos los hongos filamento-
sos detectados en ese dia de muestreo. El momento
de su recolecta del aire se caracterizé por una tempe-
ratura de 26,3°C, humedad relativa de 67% y viento
de direccidén Este, de 10-24km/h.

En los cultivos en PDA el aislado formd sinemas
mayores de hasta 1 000 um de altura con estipes de
color marrén oscuro a negro y presencia de setas
torcidas en espiral (Fig. 1 A-C). Ademas, se observa-
ron conidios formados en anélides, lisos, con la forma
y las dimensiones distintivas de la especie (Fig. 1 A-C
y Tabla 1).

Sandoval-Denis et al., (2016) plantearon que C. gor-
gonifer es morfolédgicamente similar a otras especies
del género, como C. cylindricus y C. dendrocephalus,
pero es facilmente reconocible por sus setas enrolla-
das en espiral. Las cepas sin setas o con setas mal
desarrolladas se pudiera confundir con C. purpu-
reofuscum, sin embargo los conidios de esta especie
son marrones y con apices ligeramente puntiagudos,
mientras que los de C. gorgonifer son de color gris
pardo y con apices redondeados.

Estas diferencias fenotipicas entre las especies plan-
teadas en el estudio anteriormente mencionado, se
corroboraron con los resultados del andlisis filogenéti-
co molecular usando secuencias de ADN para cuatro
loci (las regiones ITS del ADN ribosomal, fragmentos
de del ADN ribosdémico, el factor de elongacién de la
traduccion 1a y B-tubulina).
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Figura 1. Cephalotrichum gorgonifer (HVM-128). A. Colonia en PDA, 14 dias de incubacién a 28 °C. B-D. Sinemas. F. Detalle
de setas del sinema. G-H. Células conidiégenas. |. Conidios. Barras de escala: B - D =200 um, E - | =10 um.

Figure 1. Cephalotrichum gorgonifer (HVYM-128). A. Colonies on PDA after 14 days at 28 °C. B-D. Synnemata. F. Detail of syn-
nemal seta. G-H. Conidiogenous cells. I. Conidia. Scale bars: B—-D = 200 um; E—=I = 10 um.

Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas distintivas de Cephalotrichum gorgonifer observadas en el aislado HYM-218
Table 1. Distinctive morphological features of Cephalotrichum gorgonifer observed in the isolate HYM-128

Sinemas Conidios
Tamafio (um) Tamafio (um) Forma Apices Superficie Color
500-1000(780] 4-8x2,5-4[6,7x3] Oval-elipsoidal  redondeados lisa g”;gfg“
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La especie C. gorgonifer se reconocia anteriormente
como Trichurus spiralis y se ha informado cominmen-
te en el suelo y material vegetal en descomposicion
(Sandoval-Denis et al., 2016). En Cuba se ha detectado
fundamentalmente en sustratos vegetales. Se ha re-
gistrado en localidades de La Habana y Sancti Spiritus
asociada a hojas de Saccharum officinarum L., hojas
de Theobroma cacao L., asi como en hojas y semillas
de Vigna unguiculata L. Walp. (Mena et al. 1995; Ca-
mino et al., 2006). Adicionalmente, Arnold (1986) y
Camino et al. (2006) encontraron a Cephalotrichum sp.
asociado a hojas de Citrus aurantium L.

La revision taxondmica de Microascaceae con énfasis
en los hongos sinematosos, realizada por Woudenberg
et al. (2017), permitié la caracterizacion de varias
cepas ambientales de Cephalotrichum. En el estudio
anteriormente mencionado se relacioné a C. gorgoni-
fer como la especie mas comun de este género en am-
bientes interiores, especialmente en los edificios en
construccion. A pesar de ello, en Cuba no existen refe-
rencias de su aislamiento a partir del aire. En el mo-
mento de su deteccidn el edificio de la Facultad de
Biologia (sitio de muestreo) se encontraba en manteni-
miento constructivo, al igual que varias edificaciones
en los alrededores, lo que pudo influir en su presencia
en el aire.

El aislado creci6 a 28 °Cy 37 °C, con la formacidn de
sinemas y la germinacién de conidios en las dos tem-
peraturas (Fig. 2). En este sentido Sandoval-Denis et
al. (2016) analizaron varias cepas de esta especie,
procedentes de muestras clinicas humanas (cabello y
fluidos de lavados broncoalveolares o senos maxila-
res) e informaron que crecian en un rango amplio de
temperaturas (5 — 37 °C). Aunque los autores ante-
riormente mencionados trabajaron con muestras cli-
nicas e informaron que C. gorgonifer puede crecer a la
temperatura fisioldgica del humano, también plantea-
ron que el potencial patogénico de esta especie es
incierto, ya que no hay suficientes datos médicos dis-
ponibles. Asimismo refirieron que el origen de los
aislados y el método comun de dispersion en el aire
de estos hongos, hace posible que sean contaminan-
tes de muestras hospitalarias. En este sentido la Ame-
rican Type Culture Collection (ATCC) refiere a esta es-
pecie como un nivel de bioseguridad 1 (ATCC ©®
12249™),
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Figura 2. Crecimiento (A) y porcentajes de germinacion de
conidios (B) de C. gorgonifer a 28°C y 37°C. Letras no co-
munes indican diferencias significativas para p<0,05, segln
la prueba de t Student. I =Sx, n = 3.

Figure 2. Growth (A) and percentages of conidia germina-
tion (B) of C. gorgonifer at 28 °C and 37 °C. Uncommon
letters indicate significant differences for p <0.05, according
to the t Student test. 1 =Sx, n = 3.

En la Tabla 2 se aprecia que, segun la clasificacion de
Ping et al. (2011), esta cepa tiene débil actividad he-
molitica (Ae 0,89 - 0,80), asi como muy débil actividad
proteolitica y fosfolipasa (Ae 0,99 - 0,90). Lo que evi-
dencia una débil actividad de exoenzimas que se han
relacionado con factores de virulencia. Las proteasas
pueden degradar varias moléculas en los hospedantes
y las fosfolipasas estan directamente relacionadas con
la desestabilizacion de membranas (Ma y May, 2009).

Tabla 2. Hemolisis, actividad proteolitica y actividad
fosfolipasa del aislado HVM-128

Table 2. Haemolysis, proteolysis and phospholipase activity
tests of the isolate HYM-128

Actividad Ae Clasificacion (Ping et al., 2011)

Hemolitica 0,78 Débil
Proteolitica 0,98 Muy débil
Fosfolipasa 0,99 Muy débil
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Una cantidad considerable de hongos estan adapta-
dos a un habitat ambiental no humano pero tienen la
capacidad de causar micosis cuando se establecen
casualmente en el humano (Sterflinger et al., 1999).
Estos hongos aparentemente poseen caracteristicas
fisiolégicas que les permiten sobrevivir en los tejidos
del hospedante, y desarrollarse en condiciones am-
bientales desfavorables. Un caso de estas condiciones
adversas pueden ser las temperaturas elevadas. Estas
caracteristicas se denominan factores de vitalidad,
son inespecificos y no estan especialmente disefiados
para el crecimiento en tejido animal (de Hoog et al.,
2000). Solo se constaté la germinacidn de esporas y el
crecimiento a 37°C, y actividades exoenzimaticas muy
débiles, como caracteristicas para la adaptacion al
humano como hospedante. Ello puede indicar la
inocuidad de esta cepa. Aunque de Hoog et al. (2000)
plantearon que aparentemente, los factores de vitali-
dad por si solos son insuficientes para causar una mi-
cosis.

La cepa caracterizada se depositd en la Coleccion
de Cultivos Microbianos de la Facultad de Biologia
(C. gorgonifer CCMFB - 595) en dos métodos de con-
servacion, agua destilada y tubos con PDA recubier-
tos con aceite mineral (Abd-Elsalam et al. 2010). Ello
permitird su utilizacién con fines docentes o investi-
gativos, teniendo en cuenta su débil potencialidad
como patdgeno oportunista. Sandoval-Denis et al.
(2016) en su amplio estudio sobre hongos sinemato-
sos de la familia Microascaceae, plantearon que la
conservacion ex situ es crucial para el desarrollo de
investigaciones taxondmicas. En dicho trabajo, varios
taxones no pudieron ser estudiados debido a la falta
de cultivos depositados en colecciones y por consi-
guiente considerados especies inciertas.

AGRADECIMIENTOS

Se agradece a Marilyn Marzo Mena y al Proyecto
Nacional P211LH007-017 “Caracterizacién aeromico-
I6gica de la atmdsfera de La Habana: su impacto en la
salud y la agricultura”.

LITERATURA CITADA

Abd-Elsalam, K., M. Yassin, M. Moslem, A., Bahkali, et al. (2015)
Culture collections, the new herbaria for fungal pathogens. Fungal
Diversity 45(1): 21-32

TERESA |. ROJAS FLORES Y MICHEL ALMAGUER

Almaguer, M. y T. Rojas (2013) Aeromicota viable de la atmosfera de
La Habana, Cuba. NACC. Bioloxia 20: 35-45

Almaguer, M., M. J Aira, T. Rojas, M. Fernandez-Gonzélez y
Rodriguez-Rajo F. J. (2018) New findings of airborne fungal
spores in the atmosphere of Havana, Cuba, using aerobiological
non-viable methodology. Ann. Agric. Environ. Med. doi: 10.26444/
aaem/89738

Arnold, G. R. W. (1986) Lista de Hongos Fitopatogenos de Cuba.
Editorial Cientifico-Técnica. La Habana. 207 pp.

Arnold, G. R. W., A. G. Guerra y N. Rodriguez de la Rosa (1987)
Presencia de hongos del aire del INIFAT. Reporte de Investi-
gacion del INIFAT 43:1-6

ATCC® 12249™. Cephalotrichum gorgonifer (Bainier) Sandoval-
Denis et al. Disponible  en: hitps://www.atcc.org/products/

all/12249.aspx#igeneralinformation. Ultimo acceso: 26 de junio de
2018

Bogomolova, E. V. e I. Kirtsideli (2009) Airborne fungi in four stations
of the St. Petersburg underground railway system. Int. Biodeterior.
Biodegradation 63: 156-160

Camino, M., J. Mena y D. W. Minter (2006) Fungi of Cuba. Dis-
ponible en: www.cybertruffle.org.uk/cubafung. Ultima consulta: 20
de junio de 2018

Castarfieda, R. F., D. E. Fabré, M. P. Parra, M. Perez, et al. (1996)
Some airborne conidial fungi from Cuba. Mycotaxon 60: 283-290.

de Hoog G. S., J. Guarro, J. Gene y M. J. Figueras (2000) Atlas of
clinical fungi. 2da Ed. Centraalbureau voor Schimmelcultures.
CBS. Utrecht, Netherlands. 1226pp.

Fotedar, R. y S. S. A. Al-Hedaithy (2005) Comparison of phospho-
lipase and proteinase activity in Candida albicans and Candida
dubliniensis. Mycoses. 48: 62-67

Ma, H. y R. C. May (2009) Virulence in Cryptococcus species. Adv.
Appl. Microbiol. 67: 131-190

Mena, J., M. O. Lépez, A. Mercado, A. Hernandez et al. (1995) Adi-
ciones a la micobiota de la cafia de azlcar (Saccharum sp. hibri-
da) en Cuba. I. Hifomicetos. Rev. Iberoam. Micol. 12 (2): 31-35

Ping, G., G. Xia-Lu, Y. Nian-Shen y W. D. Liu (2011) In vitro evalua-
tion of phospholipase, proteinase and esterase activities of
Candida parapsilosis and Candida metapsilosis. Mycopathologia
172: 429-438

Rojas, T. I, N. Llanes, M. Benitez, M. J Aira, et al. (2007) El género Aspergi-
lus en la atmésfera de La Habana (Cuba). Bol. Micol. 22: 41-46

Sandoval-Denis, M., J. Guarro, J. F. Cano-Lira, D. A. Sutton et al.
(2016) Phylogeny and taxonomic revision of Microascaceae with
emphasis on synnematous fungi. Stud. Mycol. 83: 193-233

STATSOFT, INC. (2001) Statistica (Data Analysis Software System),
Version 6. http://www.statsoft.com

Sterflinger, K., G. S. de Hoog y G. Haase (1999) Phylogeny and
ecology of meristematic ascomycetes. Stud Mycol. 43: 5-22

Woudenberg, J. H. C., M. Sandoval-Denis, J. Houbraken, K. Seifert et al.
(2017) Cephalotrichum and related synnematous fungi with notes on
species from the built environment. Stud. Mycol. 88: 137-159

Editor para correspondencia: Dra. Annia Hernandez-Rodriguez

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X « VOL. 6+ N.22 «+ MAYO — AGOSTO « 2018 «pp. 1-5.



