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I+ INTRODUCCION

I.1 OBJETIVO E INTERES DEL TRABAJO

E1 objeto de este estudioy su posible interés se basa en una serie de
puntos de la mayor transcendencia e incuestionable actualidad, y no es otro el
fin, que el de contribuir al mds exacto conocimiento de aspectos como 1a polu
ci6n atmosférica y la contaminaci6n ambiental en ciudades populosas. Dentro del
amplio tema de la contaminacién del medio ambiente, tiene un marcado interéc la
aerobiologia o biologfa del aire, y eneste capitulo debe destacarse por su im
portancia el estudio de 1a micoflora presente en los aspectcs cualitativoy cuan
titativo, as{ como la variaci6n y sus causas.

En el estudio que nos ocupa, hay que tener presente en tcdo memento,
el interés intrinseco que encierra la presencia ambiental de una micoflora fin
gica variada.

Este interés radica en la posible patogenicidad directa da esta flo-
ra (231)(179) debido a miltiples causas pero que puede desembocar =n la produc
ci6n de micosis superficiales, dermatomicosis o tidas (249) (17) (226) {229),

asf como profundas o sistemicas, por hongos dimérficos principalmente.

En otro orden de ideas, debemos referirnos al papel da los hongos cgv

mo alergenos y a 1a frecuencia creciente de los trastornos de origen alérgico
a nivel hospitalario, (26) (69) (111) (130) (154) (190) (191) (27) y por dlti
mo a una posible accibn tdxica aguda o crénica para el consumidor humano, de-
bido a Ta ingestién de micotoxinas preformadas en los alimentos de origen ve
getal e incluso de pkocedencia animal, principalmente en la leche o derivados
lacteos.

En consecusncia con estas idezs, el desarrollo del presente trabajo

va a constituir como una primera fase, er la que se aporta un ccnocimiento so

"
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bre 1a micoflora ambiental en 1a ciudad de Madrid, 1o que nos va a informar de
la potencialidad patogénica, y muy principalmente de su exacta naturalezay ca
racteres taxonomicos de esta micoflora en un sentido cuali-cuantitativo, as-
pecto que se desconoce en la actualfdad. En estudios sucesivos se comprobar§
la acci6n patogena real de esta micoflora aisiada a lo largoe de un afio, en los

conceptos alergicos, de infeccidn dermica o profunda y toxigénica.

-
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1.2 ANTECEDENTES HISTORICOS

Desde tiempos antiguos, se tenfa la creencia de que las causas y ori
genes de las enfermedades, eran unos agentes contenidos en el aire y transpor
tados por el viento. Esta idea explica el gran interés que siempre desperté el
llegar a un conocimiento de dichos agentes.

E1 pequefio tamafio de estos, fue un problema para su descubrimiento,
y tuvieron que pasar muchos afios hasta que se pudieran evidenciar por medio
del microscopio.

Fue Pasteur quien en 1860, después de realizar diversos trabajos ci-
tados por Gregory (109), afirmé que el aire portaba bacterias, levaduras y mo
hos y que su distribucién variaba de un lugar a otro.

Estos resultados marcaron una pauta muy importante dentro del conoci
miento de 1a micoflora ambiental, ya que a partir de este momento, fueron nu-
merosos autores los que se interesaron por su estudio, considerdndolo bajo as
pectos distintos.

En Espafia, ya a principios del siglo XX nos encontramos dentro del
campo de 1a Fitopatoiogfa, aportaciones importantes comoc las realizadas por
Gonzalez Fragoso (102) (103) (104) (105) y Unamuno (241) (242) (243) (244).Es
16gico que el estudio fitopatoldgico de la micoflora, haya interesado desde é
pocas muy tempranas al ser humano, ya que afectan directamente a diferentes ve
getales que son base de 13 alimentacién del hombre y de los animales.

Desgraciadamente, son mucho menos abundantes los trabajos acerca de
la micoflora ambiental de ciudades espafiolas, destacdndose entre otros los rea
1izados por Diaz-Rubio (73) (74), Aller (8), Canto (45), Morales {170), Calvo
(39) (41) (42)...

Como también son poco numerasos, los estudios que relacionen la tasa
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fungica ambiental, con las condiciones climiticas y 1a frecuencia de enferme
dades alérgicas. Lachina (142), Lahoz (143), Frouchtman (97), Diaz Rubio (75)
(76) (77) (78) (79), Calvo (38), Alemany-Val (14). Si es {insuficiente la bi-
bliograffa sobre este campo en nuestro pais, también loes a nivel mundial. Pu
diéndose citar Bocobo (28), Brown (32) Jorde (132), A1-Tikriti (10), Sneller
(220), Coutino Bello (61), Bathi (25), Tilak (233), Chanda (51}, Koivikko (134),
Gravesen (108), Rantio-Lehtimaki (194), Pathak (185), McDonald (163) entre
otros.

La escasez de trabajos de investigacifn a cerca de la micoflora am-
biental, se debe a que es durante estos {1timos afios cuando el hombre se ha in
teresado mds profundamente por analizar la situaci6n ambiental de sus ciuda-
des, debido al gran cambio que han sufrido sus condiciohes ecolégicas.

Se considera por tanto de gran interés la realizacidn de estudios mis
profundos y amplios acerca de 1a micoflora del ambiente urbano en todos los
paises. Esta afirmacién se basa, obviamente, en 1a frecuencia e 1{mportancia
clinica de los procesos alérgicos e infecciosos producidos por hongos, asf co
mo en el caricter de oportunistas de numerosos géneros y especies a favor del
empleo creciente de medicamentos depresores y alin supresores de los mecanis-
mos inmunitarios, y de una seleccidn de especies resistentes a los quimioterd
picos actuales y a un desplazamiento de las floras naturales por el empleo ma
sivo de antibidticos.

En otro orden de fdeas, no debe relegarse a un segundo planc la posi
bilidad de formacién de micotoxinas sobre diferentes substratos y en ningin ca
so olvidar que algunos de estos téxicos (aflatoxinas, por ejemplo) san los com
puestos quimicos de una mayor actividad carcinogenética Moreau (168),Purchase

(193).



I1. MICOFLORA DEL AIRE

La noblacién microbiana del aire en un Tugar determinado no permane-
ce constante a 1o largo del tiempo, sino que varia como toda poblacidn perte
neciente a un ecosistema.

Las causas de esta variacidn serdn miltiples, tantas como nimero de
factores incidan sobre la poblacifn. A estos factores que hardn variar en ca-
1idad y nimero 1a poblacién los podemos dividir en dos tipos, factores extrfn
secos a la poblacifn y factores intrfnsecos a ella.

Dentro de los factores extrinsecos, podemos enumerar: los apontes de
nuevos microorganismos, tos cuales dependeran directamente de la cercanfa a
las fuentes de origen. Otros factores extrinsecos a considerar serdn los cli-
miticos, tales como el viento, que desplaza grandes masas de aire, transpor-
tando adheridos al polvo y gotitas de vapor a los microorganismos; £a femperna
tura, Luz y humedad que incidirdn directamente sobre el tiempo de superviven-
cia de dichos microorganismos; velocidad y direccidn del viento y presidn at
mos fénica ete.

No podemos olvidar dentro de estas causas extrinsecas los contaminan
tes quimicos, que de algin modo incidirdn sobre la viabilidad de los microor-
ganismos, y finalmente el tamafio de fas particulas portadoras o que actuan co
mo nucfeos de concentracidn microbiana.

Analizando los segundos factores que afectan a la poblacién, los fac
tores intrinsecos, tenemos que considerar la naturaleza misma de Los microca-
ganismos que fa fonman, dependiendo de Ja cual tendrdn un determinado grado de
susceptibilidad o resistencia al medio ambiente. Su famaio, forma, peso y den
sidad, influird en 1a mayor o menor resistencia al desplazamiento por los fac

tores extrinsecos antes comenfados.
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Los hongos objeto de nuestro estudio, pertenecen a esta poblacién mi
crobiana del aire, encontrdndose en é1 en forma de esporas, bien asexuales o
sexuales.

Alexopoulos (7) define la espora fungica como "una pequefia unidad de
propagaci6n que funciona como semilla, pero se diferencia de ella porque 1a es
pora no tiene embridn preformado".

Los hongos se reproducen tanto sexual como asexualmente, siendo 1a re

‘produccibn asexual la mds importante para la propagacidn de la especie, ya que

este ciclo se repite muchas veces en un afio, produciéndose numerosos indivi-
duos, en tanto que el estado sexual de la mayorfa de las estirpes se presenta
una vez al afio, o incluso en algunas cepas no se produce. Siendo este el moti
vo por el que las esporas asexuales son las formas fungicas mds abundantes en
el aire, y en general en la naturaleza.

Se entiende por reproduccidn asexual la produccidn no sexual de célu
las reproductoras especializadas.

Se conocen diversos modos de reproduccién asexual, produciendo cada
uno de ellos un tipo de esporas caracterfstico y con un valor taxondmico fun-
damental. Estos tipos reciben nombres distintos dependiendo del proceso que
las ha generado, artrosporas, phialosporas, blastosporas, aleuriosporas ...

La Figura F.1 es demostrativa de las diferencias de tamafio, forma y

superficie que presentan este tipo de esporas.
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Las esporas sexuales, se forman por medio de un mecanismo sexvado, al
ser este un proceso que no se da con frecuencia en este tipo de poblacidn mi-
crobiana, son menos abundantes en el aire que las esporas asexuales.

Tanto Tas esporas sexuales como las asexuales presentan gran diversi
dad, asf pues adquieren colores, densidades, formas y motilidades enormemente
variadas. Toda est; gama de caracteres va a constituir un gran inconveniente
siempre que se quiera hacer un estudio cuantitativo de la micoflora del aire,
ya que estas diferencias incrementan notablemente las djficultades de mues -
treo, por afectar esta variedad a alguno de los pardmetros en los que se fun
damenta la recogida de muestras, densidad de las partfculas, forma, rugosidad
superficial, adherencia, lo que obstaculiza la obtencién de alicuotas homoge-

neas y debidamente representativas.



I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y ESQUEMA DE TRABAJO

I11.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Propuesto el tema "Contribucidn al estudio de la micoflora de la ciu
dad de Madrid" y justificado el interés actual, as{ como 1a carencia de datos
al respecto, pasamos a concretar Jos aspectos que consideramos importantes pa
ra el desarrollo y 1a utilidad de este trabajo.

En consecuencia establecemos las siguientes pautas de estudio:

. Conocimiento cualitativo y cuantitativo de 1a micoflora de 1a ciu-

dad de Madrid.

. Estudio micolégico de las distintas zonas de la ciudad.

. Estudio de 1a variacidn en 1a poblacidén fungica de estas zonas, si

existe.

. Estudio de 1a diversidad.

. Estudio de la variacidn micotica estacional.

. Estudio de estas fluctuaciones en relacidn con las factores mete-

reoldgicos.

. Estudio de la variacion de la poblacién de hongos microscépicos, en

relacién con los pardmetros de contaminacién quimica.

E1 andlisis experimental propuesto, como es obvio en el propio plan-
teamiento, nos ha de conducir a la obtencidon de una serie de datos que, enprin
cipio, deberdn ser sometidos a un tratamiento estadfstico, a fin de discutir
con eficacia y asegurar las conclusiones que puadan derivarse del presente tra

bajo.

”
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II1.2 ESQUEMA DE TRABAJO

Concretados los puntos bdsicos a los que nos vamos a referir, y a la
vista de los objetivos que nos proponemos alcanzar, corresponde ahora disefar
un Modelo experimental idoneo que nos 1leve a conseguir los objetives propues
tos.

A tal fin y considerando diversos planteamientos de diferentes auto-
res, Calvo (40), Moustafa {173), Durham {82), Concepcidn-Garcia (60), Orozco
(180), Morrow (171), Agarwal (4), Frey (96), Flensborg (93), Homrich (121),Kra
mer (136)(137)(138), Lacaz (140), Lima (149) entre otros y tras un ensayo ex-
perimental previo, ﬁemos adaptado a nuestro problema concreto el siguiente es

quema de trabajo:

1.- Recogida de muestras por tres métodos diferentes

2.- Recuento de los hongos recogidos por 10s distintos métodos
3.~ Aislamiento de Tas colonias y obtencién de los cultivos puros
4.- Identificacidn

5.- Conservacifn de las estirpes aisladas

6.- Elaboracidn de los datos y tratamiento estadfst1c6

7.- Resﬁltados

8.- Discusibn

9.- Conclusiones

Con todas estas pautas nos proponemos alcanzar un mayor conocimiento
del ecosistema, que podemos esquematizar de 1a forma siguiente:

Metereologfa
Medio ffsico

contaminantes
Ecosistema

Flora fungica normal
Biologfa del aire

Flora fungica poco frecuente
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IT1.3 UN INTENTO DE CUANTIFICACION DE LA MICOFLORA FUNGICA EN SUS PARAMETROS

Y EN SUS RELACIONES CON EL MEDIO

Dada la cantidaq de observaciones realizadas de todo tipo, taxondmi
cas, climatolégicas y de contaminaci6n, parece necesario condensar de algu-
na manera esos grandes conjuntos de datos en nimeros manejables.

La herramienta que permite decir algo de muchos datos con pocos nime
ros extratdos de ellos es la Estadfstica.

Indudablemente, al condensar dates se pierde informacién, pero se lo
gra tener una idea general del proceso, que al fin y al cabo es lo que intere
sa al investigador y 1o que le permite establecer relaciones.

La solucidn adoptada es equidistante entre los estimaderes que ofre-
ce 1a estadfstica y el conocimiento del problema concreto, definido por Yos da
tos totales de que dispone el investigador. Se evita asf, por una parte, laex
cesiva dispersidn numérica, al tiempo que se adquiere cierta perspectiva.

De 1a conjuncidon de ambos puntos de vista real y estadistico, debe
surgir una informacidén mds completa y acabada.

Lo anteriormente expuesto lo hemos esquematizado en 1a Figura F.2.

"



12

Fig F. 2.

CONCLUSIONES

DISCUSION

T

RESULTADOS

valoracion y estudio
del conjunto de datos y estadisticos

datos con
elaboracion

forgxil

CBSERVACIONES
datos brutos

4

< lecnicas biologic s
de melereologia
Yy gquimicas

MUNDO REAL




- 13 -

La informdtica nos ha permitido el tratamiento previo de los datos,
para ser procesados por un conjunto de programas llamados BMDP (Biomedical
Computer Frograms P-series), gue nos han facilitado el andlisis estadistico de
los referidos datos.

No se ha hecho ningin modelo de prediccién en el tiempo porque no hay
datos suficientes para construir tal modelo (harfan falta observaciones de unos
3 afios).

De las matrices de correlacidn simple, se han seleccionado las varia
bles que deberian tomarse en cada caso (para cada género) para realizar una
correlacién mittiple paso a paso, Margalef (160). Esta correlacién miltiple de
terminaria la influencia de estas variables sobre la variacién de la variable
que queremos estudiar (n° de colonias). Tales correlaciones miltiples son im-
portantes para poner de manifiesto de que manera unas variables explican las

variables dependientes que son objeto de estudio.

"
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IV. MATERIAL Y METODOS

IV.1 MATERIAL UTILIZADO

El estudio"de 1a micofiora ambiental de Madrid, se ha realizado sobre
un total de 1277 muestras, de las cuales 715 fueron obtenidas por el Mstode
gravimétrico sobre medio de cultivo, 462 se obtuvieron segin el Mé&todo Volumé
trico también sobre medio de cultivo y 100 muestras sobre pelfcula inerte.

Para esta toma de muestf'as se eligieron cuatro estaciones de observa

ci6n, sftuadas en los cuatro puntos cardinales de la cfudad. Siendo estas:

Z.1: n° 32 de la C. Gral. Sanjurjo. Este
2.2: n° 19 de 1a C. Fermfn Cabaligro. Norte
Z.3: Catedra de Microbiologfa de Fac. Vet. Oeste

Z.4: n° 11 Paseo de la Chopera (Legazpi). Sur

Paralelamente, nos fueron facilitados los datos metereoldgicos y de
contaminantes qufmicos por los Servicios correspondientes del Ayur_vtamiento de
Madrid. Red Automdtica. |

Los parimetros metereologicos que consideramos fueron:

Dineceién del viento: Dadas por una rosa de los vientos dividida en
16 sectores, siendo las aristas de estos sectores las 16 direcciones' que pue-
de tomar, llendo de 1 a 16 en sentido de las agujas del reloj.

Velocidad def viento: Medida en Km/h.

Temperatura : Medida en °C. Consideramos la temperatura media, mixima
y minima. '

Humedad relativa: Medida en %. También consideramos 1a media, mixima
y minima.

© Phesidn atmosférica : Medida en muHg.
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Honas de s0f

Pluviometrfa : Medida en 1itros/m?
Los contaminantes quimicos que consideramos fueron:

Niveles de anhidrido sulfuroso : Medido en pg/m3

Niveles de Particulas nespirables : Hedido en pg/m>

Mezcla : Dada por la expresidn

[S 02] E’artfcul a&]

1000

Niveles de Mondxido de Canbono : Medido en mg/m3

Para la obtencidn de datos referentes a 1la Metereologia el Ayunta-
miento tiene establecidas tres estaciones de observacidn situvadas en, la Pla
za de Espafia, Plaza de Roma y Plaza de Castilla con sensores que detactan, la
direccidén del viento, velocidad del viento, temperatura y humedad relativa. La
presion atmosférica, las horas de sol y los litros de 1luvia se registran en
Ta Plaza de Castilla.

Para la deteccién de los pardmetros de contaminacién quimica, la red
automftica tiene establecidas 16 estaciones de observacidn situadas en los si
guientes puntos de 1a ciudad: Calvo Sotelo, Glorieta de Carlos V, Puerta del
Sol, Plaza de Espafia, Glorieta de Quevedo, Plaza de Marafién, Plaza de Salaman
ca, Escuela Aguirre, Plaza de Luca de Tena, Glorieta de Cuatro Caminos, Ramén
y Cajal, Plaza de Roma, Vallecas, Plaza de Ferndndez-Labrada, Plaza de Casti-
11a, Arturo Soria.

La descripcidn de estas redes de control de contaminantes quimicos y
pardmetros metereoldgicos de Madrid la encontramos ern el trabajo realizado por

Pita (188). También hay que sefialar el estudio en el que se establecen las con

”
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diciones sanitarias sobre la calidad de aire, y se proponen normas y métodos
aplicables en Espaifa, este trabajo estd realizado por S&nchez-Murfas (206). Otra
aportacién importante en Espafia sobre 1a contaminacién atmosférica y l1a salud
es la realizada por Roussel {205). Sobre este tema hemos revisado también el
estudio hecho en Portugal por Da Graca (65).

E1 material que se ha empleado en este estudio ha sido: E1 propio de
un Laboratorio de Microbiologfa en general, autbclaves, horno Pasteur, estufas
de cultivo, placas de Petri ... y un material especffico paraeste tipo de tra
bajos que pasamos a describir.

- Medios de cultivo idoneos, citados y detallados en el apartado IV.2,

- Aparato utilizado para La recogida de muestras pon ef Método Volu-
métrico, que es una modificacién del descrito por Bourdillon (29) comerciali
zado por la firma C-F. Lasella y Co. Ltd. Britannia Walk London.

E1 aparato se esquematiza en 1a Figura F.3

Descripcién: consta de dos partes,

a) Cuerpo principal: consiste en un cilindro hueco que en la parte superior
1leva acoplado un extractor de afre eléctrico, capaz de hacer pasar por el tron
co de cono invertido interfor, un volumen de aire determinado en unidad de tiem
po. En nuestro caso la velocidad de salida de aire por el orificio Inferior de
100 mm. de didmetro del tronco de cono invertido fue de 5,5 m/seg., con 1o que
se obtenfa un volumen de aire por minuto de 2,5 m.

b) Parte inferior: consta de un pequefio ctl1indro que se separa del cuerpo prin
ctpal o parte superior, para facflitar 1a introduccién de la placa de recogida
de muestra, que se coloca sobre una plataforma dél mismo diametro que la aper
tura de salida de afre, y a 20 mm. de ella, con el fin de que 1a masa de aire
incida directamente sobre la placa. La platafcrma sobre la que se coloca la
muestra, tiene unas aberturas a modo de rejilla con el fin de evitar turbulen
cias y perwitir que el aire establezca una corriente continua y constante en

volumen a través del aparato.



166 mm

114
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También se ha utilizado, una edmara clara, marca Leitz, con el finde
dibujar los distintos hongos a una escala determinada. Esta se ha ajustado de
manera que con 21 objetivo de inmersifn a 10,1 reales le bcorrespondan 1,5 em.
en el dibujo. Ajuste empleado por regla general en todos los manuales y mono-
graffas de identificacién micolbgica.

Ademis de este material de trabajo, se ha utilizado parael tratamien
to de los datos obtenidos, un ordenador IBM 360 del CCUM, y un ordenador deuso
personal HP 9830 A.



- 19 -

[V.2 MEDIOS DE CULTIVO Y MEDIO INERTE
1V.2.1 MEDIOS DE RECOGIDA DE MUESTRAS
1V.2.1.1 Medio Inerte

Diversos autores emplean un medio inerte para }a recogida de muestras,
Calvo (43), Lauriol-Malleca (146), Collins-Williams (59), Charpin (53) (54)
(55) (56), Subba Reddi (227), Varonier (245), Finogold (92), Tuchinda (237),
Leuschner (147), Durham (83), Hyde (126), Pathak (184), Pady (181) (182)(183).

La composicién del medio que hemos utilizado en nuestro trabajo es la

siguiente:
Gelatina .............. 7 grs
Glicerina ............. 50 grs
Agua destilada ........ 42 ml.
Ac. fenico ............ 1 9r.
Fucsina bdsica ........ 0,5 ml

De 1a mezcla de estos componentes resulta una sustancia inerte, con
ta que recubrimos el portaobjetos con el fin de recoger y contar las esporas
que se adhieran a el después del tiempo de exposicién establecido. En este me
dio, la gelatina y la glicerina actuan como soporte, el ac. fenico como con-
servador y la fuscina le confiere un fondo coloreado que facilita la observa

cib6n de las esporas.

1IV.2.1.2 Medio de cultivo empleado para la recogida de muestras.

La recogida de muestras se realizé sobre Agar Extracto de Malta al 2%,

tanto en el método Gravimétrico como en el Volumétrico, medio empleado por nu

"
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merosos autores, Lancey (141), Lauriol-Mallea (146), Noble (176), Ogunlana
(178), Rogerson (204), Dransfield (81), Liebeskind (148}, Hudson (123).

Su composicién es 1a siguiente:

Extracto de Malta ........ 20 grs
Glucosa ..... et etreianan 20 grs
Peptona .................. l.gr
Agar .......veeiiiiiienan 25 grs
Agua destilada ........... 1000 cc

E1 pH se ajusta entre 4,6 y 5, esterilizando a 1 atmisfera de presidn
durante 20 minutos. Finalmente se agrega 5 g. p.m. de oxitetraciclina con el

fin de inhibir el crecimiento bacferiano.

1V.2.2 OTROS MEDIOS DE CULTIVO

1V.2.2.1 Medlos empleados para el alslamiento e identificacién de mo-

hos a nivel de género.

a.- Agar Ext. de Malta al 2%

Descrito anteriormente en el apartado 1V.2.1.2

b.- Agar Glucosado de Sabouraud

Este medio de cultivo es una modificacidn del medio Agar con dextrosa
descrito por Sabouraud.

Su composicibn es 12 siguienté:

Neopeptona ........... 10 grs
Dextrosa ............. 40 grs
AGar ...iiheiniiniienns 15 grs
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Ajustando el pH a 5,6 y esterilizando a 1 atmésfera de presidon duran-
te 20 minutos.
Este medin tiene 12 ventaja de contaner neopeptona que es una fuente

muy rica de nitrégeno y facilita el desarrollo de los hongos.

1V.2.2.2 Medlos de cultivo empleados para la identificacién de mohos

a nivel de especie.

A.- Para la identificacidén de las especies del género Cladosporium em
pleamos los medios de cultivo que propone De Vries (251), en su monograffa S0
bre dicho género.

Estos medios son:

Agar Gfucosa, cuya composicidn es

KN 03 ................ 2 grs
Mg SO, 7HO ... 0,5 grs
K HZP 0y coveeieiinnnns 1 gr.
Glucosa ...........c... 50 grs
Agar ....eiriiiiiien 20 grs
H20 destilada ......... 1000 cc.

Se ajusta el pH a 5,4 y se esteriliza a 1 atmésfera de presidén duran-

te 20 minutos,
Czapek, descrito en el apartado 1V.2.2.2 B
Agar Bt. de Mafta, descrito en el apartado IV.2.1.2.

B.- Medios de cultivo empleados para la identificacién de los géneros
Penicillium y Aspergillus a nivel de especies.
Empleamos los medios que recomiendan Raper (196) (197) y Thom (232) en

las monograffas que tienen sobre estos dos géneros,
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Proponen los mismos medios para el estudio de las especies de los dos
géneros.
Estos medios son:

Agar con solucién de Czapeh cuya composicidn es

Na N 03 ............... 3 grs

K2 HP 04 ............. 1gr

Mg S 04 7 nzo ........ 0,5 grs

G ) 0,5 grs

Fe S 04 7 H20 ........ 0,01 grs

Sacarosa .......c...00.. 30 grs .
Agar ........e..... ve.. 16 grs

H20 destilada ........ 1000 cc.

El pH final se ajusta a 7,3. Se esteriliza a 1 atmésfera de presién duy
rante 15 minutos.

Este medio por su contenido en sales minerales permite un adecuado cre
cimiento de la colonia, asf como la produccién de gotas de exudado y de pig-
mento difusible en el medio. Es muy adecuado en estudios tomparativos entre
las distintas espectes.

E1 otro medio que se empleé para 1a {dentificacién de las especies de
estos géneros fue

E1 Agar Extracto de Malta al 2% descrito en el apartado 1V.2.1.2. Ca-
racterizado por ser un medio natural que favorece la esporulaci6n de las ce

pas.

C.- Medio de cultivo empleado para la identificacién de especies de

los mohos pertenecientes al género Trichoderma.
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Empleamos el medio que recomienda Rifai (202) en su monografia sobre
dicho género.

Composicidn del Medio

Extracto de Malta ........ 20 grs
Agar ... ... ... 20 grs
Hzo destilada ........... 1000 cc.

Se esteriliza a 1 atmésfera de presién durante 20 minutos.

D.- Medio de cultivo empleado para la identificacién de especies del
género Altermaria.
Para este género empleamos el medio descrito por Joly (131).

Agan EBctracto de Mafta al 5% que estd compuesto por:

Extracto de Malta ........ 50 grs
Glucosa .......ccovevvunnn 20 grs
Peptona .................. 1 gr
Agar ...t 25 grs
Agua destilada ........... 1000 cc.

Se esteriliza a una atmésfera de presién durante 20 minutos. Ajustdn

do a un pH final de 4,6.

1V.2.2.3 Medios de cultivo empleados para la identificacién de Leva-

duras.

Para la identificacidn de Levaduras hemos adoptado el criterio segui

do por Lodder (150) segiin el cual, tenemos que considerar sus caracterfsticas
”

morfoldgicas, fisiolégicas y de reproduccién. Con este fin, hemos empleado en

cada casn medios de cultivo que nor su composicidn v propiedades nos nonen de
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manifiesto 1a caracterfstica que estamos estudiando.

IV.2.2.3.1 Medios para el estudiode las caracterfsticas morfolSgicas.

A.- Con el fin de observar la forma y tamaflo de Tas células vegetati
vas y estudiar la capacidad de formacién de velo y anillo, se emple§ Extracto
de Malta Lodder. .

‘Este medio estd formado por Extracto de Malta al 2 % en agua destila

da. Ajustando el pH a 5,4 se esteriliza a una atmdsfera de presién durante 15

minutos.

B.- Medio de Agar con harina de Maiz Bernhardt.
Este medio nos pone de manifiesto la capacidad de formar pseudomice-
110 que presentan algunos tipos de levaduras.

Su composicifn es 1a siguiente:

Infusi6n de harina de maiz ... 50 grs
Agar .. .ciieiiiiriiiiiiniannes 15 grs
HO destilada ............... 1000 cc.

Ajustando el pH a 5, se esteriliza posteriormente a 1 atmisferade pre

sfén durante 15 minutos.

1Iv.2.2.3.2 Medios de cultivo para determinar las caracterfsticas fi-

siolégicas.

A.- Medios de cultivo para el estudio de la capacidad de esporulacién
Con este fin hemos empleado cuatro medios distintos:
Agar Gorodkowa. Formado por los siguientes componentes

GIucosa ......cvvvvvnens 1 gr.
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Peptona ............. 10 grs
CINa ..ovieiiveen 5 grs
Agar ................ 20 grs
Agua destilada ...... 1000 cc.

Se esteriliza a 1 atmisfera de presién durante 15 minutos.

Medio de Statkey con etanof. Los componentes que constituyen este me-

dio son:
P 04H2K2 ............ 1gr
P 04H2K ............ 0,25 grs
S 04Mg 7 H20 ....... 0,25 grs
ClNa ............... 0,05 grs
Agar ................ 20 grs
Agua destilada ...... 1000 cc

Una vez ha sido esterilizado el medio a 1 atmisfera de presién duran

te 15 minutos se le afiade 5 cc. de etanol.

Medio de Adams. Medio cuyos companentes son

Glucosa ............. 0,4 grs
Agar ................ 20 grs
Agua destilada ...... 1000 cc.

Esterilizando a una atmésfera de presi6én durante 15 minutos.

Medio V8 de Esporulacisn. Para 1a obtencidn de este medio se disuelven
40 grs de levadura de panaderfa en 100 cc. de concentrado de verduras Vs. Es- °
ta disolucidn se esteriliza a vapor fluente durante 10 minutos, una vez frio

se ajusta el pH a 6,8,
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En otro matraz, se disuelve 4 grs de agar en 100 cc. de agua destilada.
A continuacidn se afiade esta solucién a la mezcla anterior, esterily

zando el conjunto a una atmésfera de presi6n durante 15 minutos.

8.- Medio para el estudio de la capacidad fermentativa de distintos azu
cares.

Composicién del medio

Extracto de levadura ................. 6 grs

HZO destilada ............... cvesssss 1000cc.

Azucar a estudiar su fermentacién .... *
* Se aflade el 2% del azucar en estudio (1) salvo en el caso de la rafinosa que
va al 4%. Los tubos, tienen campana de fermentacidn o Durhan. El medio se es-

teriliza a 1 atmdsfera de presién 15 minutos.

(1) Los azucares que se prueban son: Glucosa, Galactosa, Sacarosa, Maltosa,Lac

tosa, Rafinosa, Melibiosa, Trehalosa,Melizitosa.

C.- Medios de cultivo empleado para el estudio de la asimilacidn de Hi
dratos de Carbono.

E1 medio que empleamos para esta prueba es el comercializado por la
firma Difco, segin 1a composici6n propuesta por Wickerham (1951), c1itada por
Lodder (150)

Medio Base de Nitrnogeno para levaduras. Composicién del medio:

Sulfato amdnicov. ...... Ceteeerarerareas 5,0 grs
Monohidrocloruro de 1 histamina ....... 10 mg.
d L. Metionina .............c0vivunns 20 mg.
d L. Triptofano ...... reeeareaas ve.. 20 mg.

Biotina ......coivuiiinnnn. e rteeereenn 2 meg.



tando hasta disolver, se esteriliza por filtracidn, en filtro millipore, repar
tiendose a continuacidn 0,5 ml. de medio en tubos estériles que contienen 4,5

ml.
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Pantotenato Calcico ................... 400
Ac. folico ... .ovivvniiiiiiiiiaa.. 2
Tnositol ... ... .. i, 2coc
Niacinma ....... .. . 400
Ac. p. amingbenzoico .................. 200
Hidrocloruro de piridoxina ......... .. 400
Riboflavina .......c.cviiiiieiniains, 200
Hidrocloruro de tiamina ............... 400
Ac. borico ....... ..ol 500
Sulfato de cobre ............ .ol 40
Yoduro potdsico ........... ..., 100
Cloruro férrico .............coviinnnn. 200
Sulfato de magnesio .............c..uun 400
Molibdato s6dico ...................... 200
Sulfato de Zinc .........cooviiiian, 400
Fosfato potdsico monobdsico ........... 1
Sulfato magnésico ..........covvevunnnn 0,5
Cloruro s6dico .......ccoovvvnvnnnnnn. 0,1
Cloruro cdlcico ......coovinniiiunn.. 0,1
Y 20
Agua destilada ............c.ciiivnnnnn 1000

de agua destilada estéril.

ET1 pH final se ajusta a 5,6.

mcg
mcg
mcy
mcg
mcg
mcg
mcg
mcg
mcg
mcg
mcg
mcg
mcg
mcg

mcg

grs.

cc.

Se suspenden 6,7 grs. de esta mezcla en 100 mi. de agua destilada agi

(1]
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D.- Medio de cultivo para el estudio de Ta asimilaci6n de compuestos

nitrogenados.
E1 medic que empleamos para esta prueba también comercializado por la

casa Difco de acuerdo con la firma de Wickerham 1951 citada por Lodder (150)

Medio Base de Carbono para Levaduwras. La composici6n del medioes Ya si

guiente:
GIUCOSA ... iuivivrnennaroannnonses . 10 grs
Monohidrocloruro de (-histamina ... 1 mg. ¢
d L. Metionima ........ccoovnnnnn 2 mg.
d L. Triptofano .............cc.... 2 mg.
Biotina ....ocivviiiniiinnnenennnns 2 mg.
Pantotenato cdlcico ............... 400 mcg
L T2 {.) 1 £ e 2 mcg
Inositol ... ..cciviiieniiannennnn 2000 mcg
Niacina .......coiiiiviviinvncnanns 400 mcg
Ac. p. aminobenzoico .............. 200 mcg
Riboflavina .......cciveevuiiivennnnn 200 mcg
Hidrocloruro ........... vessvaseaas 400 mcg
Ac. bOrico .....vvveviieninccnnanns 500 mcg
Sulfato de cobre .................. 40 mcg
Yoduro potdsico .................u. 100 mcg
Cloruyro férrico ....... et 200 mcg
Sulfato de magnesio ............... 400 mcg
Molibdato sédico .................. 200 mcg
Sulfato de Zinc .............. ... 400 mcyg

Fosfato potdsico monobdsico ....... 1g.
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Sul fato magnésico ................. 0,5 grs
Cloruro sédico .......... ..o 0,1 gr.
Cloruro c8lcico ..........coiun. .. 0,1 gr.
Agar ... 20 grs
Agua destilada ................ .... 1000 cc.

E1 medio se esteriliza por filtracidn, a partir de una solucidn de 11,7
grs en 100 ml. de égua destilada. Poniendo 0,5 ml. de esta en tubos de ensayo

que contienen 4,5 ml. de agua destilada estéril. E1 pH final se ajusta a 5,6.

E.- Medio base libre de vitaminas.

Este medio nos sirve, en primer Jugar, para detectar las vitaminas que
necesitan las levaduras para crecer y en segundo lugar, para valorar la capa-
cidad de crecimiento en su ausencia.

Este medio contiene el suficiente nitrﬁgeno y carbono que permite el
desarrollo de las levaduras en &1, después de la adicién de las vitaminas ne-
cesarias, segin 1o descrito por Wickerham.

A continuaci6n detallamos los componentes de este medio,

Sulfato aménico ................... 5 grs
GIUCOSA ..iinrin it inreanenannns 10 grs

Monohidrocloruro de L-histidina ... 10 grs

d L. metionina ............. ... ... 20 grs
dL. triptofano ................... 20 grs
Ac. bBrico ...t 500 mcg
Sulfato de cobre ................ . 40 mcg
Yoduro potdsico ................... 100 meqg
Cloruro férrico ................... 200 mcg

Sulfato de Magnesio ............... 400 meg

"
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Molibdato sédico .................. 200 mcg
Fosfato potdsico monobdsico ....... 1gr.
Sulfato magnésico ................. 0,5 grs
Cloruro sédico ..........ccun.... .. 0,1 gr.
Cloruro c8lcico .......cvvvvvnnunnnn 6,1 gr.
Agua destilada .................... 1000 cc.

Preparando una solucién de 16,7 grs en 100 ml. de agué destilada se
filtra para esterilizar. Se ailade luego en condiciones asépticas 0,5 mi. dees
te filtrado a tubos que contienen 4,5 ml. de agua destilada estéril. Finalmen
te se adicionan al medio base las distintas vitaminas, para 1legar a conocer

cuales de ellas son necesarias para el desarrollo de la levadura en estudio,

IV.2,2.3.3 Medios de cultivo empleados para determinar las caracte-

risticas de reproduccién.

Para poner de manifiesto la capacidad de formar ascos y ascosporas em

plearemos el medio de cultivo, agar patata dextrosa que tiene la composicidn:

Infusién de patatas ............... 200 grs
Glucosa .....covveirinnenacnnaranee 20 grs
AGAr ...iiiiiiitteraire e rananeas 15 grs
Agua destilada .................... 1000 cc

Se esteriliza a una atmdsfera de presifin durante 20 minutos.
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IV.3 METODOS MICOLOGICOS
1V.3.1 METODOS DE RECOGIDA DE MUESTRAS

IV.3.1.1 Sobre medios de cultivo.

€1 medio de cultivo empleado tanto en el Método Gravimétrico como en
el Volumétrico ha sido Extracto de Malta al 2%, medio empleado por diversos au

tores como ya citamos anteriormente.
A.- Método Gravimétrico.

E1 método se fundamenta en la capacidad que tienen las particulas sus
pendidas en el aire de depositarse, por la accién de la gravedad, sobre una su
perficie horizontal.

En nuestro trabajo, expusimos placas de Petri que contenfan medio de
cultivo, Ext. de Malta al 2%, durante 10 minutos, tiempo que consideramos ido
neo, en los cuatro observatorios la recogida de muestras se hizo de 9 a 10 h.
con una frecuencia de cinco dias semanales, de lunes a viernes. Posteriormen-
te, las placas se incubaron invertidas en estufa a 22 °C durante el periodo ne
cesario para que las colonias alcanzasen un desarrollo conveniente.Transcurri
do este tiempo, se procedis al recuento, aislamiento e identificacidén de las
colonias desarrolladas. Este método de recogida de muestras, es el que encon-
tramos con mds frecuencia citado en 1a bibliografia sobre el tema. Al -Dorry
(6), Ripe (203), Barkai-Galan (21), Goodman (106), Diaz-Rubio (73) (74), Canto
(45), Tkadryk (235), Gambale (99), Requejo (199}(200), Atler (8), Chabert (50),
Dransfield (81), Faraco (89), Caballero (35), Castillo {49), Castafieda (48),
Alvarado (16), Mishra (166), Faria (90), Lumpkins (152), Taylor (230), Solo-

mon (221), Alvarez (15).
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B.- Método Volumétrico.

E1 fundamento de este método se basa en hacer incidir un volumen de
aire conocido sobre una placa de Petri que contenga un medio de cultivo esté-
ril. Después del periodo de incubacidén, se desarrollan en el medio, un nimero
de colonias dado, igual al nimero de esporas que contenfa el volumen de aire
que incidi sobre 1a placa. Con lo cual podemos saber el nimero de esporas por
metro cibico de aire.

E1 sistema utilizado con este fin es el descrito en el apartado IV.1,
cuyas caracteristicas de trabajo son las siguientes:

. Velocidad de salida de aire por la parte inferior: 5,5 m/seg.

. Diametro de Ta parte inferior: 100 mm.

E1 cdlculo del volumen de aire por unidad de tiempo que fluye a través

del cono invertido nos viene dado por la férmula:
G=v.4 Teorema de Torricelli

G: gasto o volumen de aire
v: velocidad de salida

4: drea de la abertura

6=5,5 m.seg 'x 3,14 x 0,0025 m*>= 0,042 m>.seq”’

Gasto en un minuto:
6=0,042 x 60= 2,5 m>/min.

Dado que el tiempo de exposicidn de la placa es de cuatro minutos, el

volumen de afre que incide sobre la placa serd de 10 m.
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La calibraci6n de nuestro sistema, se realizé tomando como patrdn un
filtro Millipore al que se te incorpord un limitador de caudal de forma que se
hacia pasar por el un volumen de aire conocido. E1 rendimiento del Millipore
se puede considerar del 100% a efectos prdcticos. E1 resultado obtenido sobre
un conjunto de 70 mediciones, arroja un valor medio para la constante de con-
versidn K de 250.

K es una constante adimensional que expresa la proporcionalidad entre

el valor real y el rendimiento de nuestro sistema.
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1V.3.1.2 Método de recogida de muestras sobre superficie inerte.

Método descrito ampliamente en la bibliograffa citada en el apartado
iv.2.1.1.

E1 método consiste en 1a exposici6n de un porta recubferto de una sus
tancia adhesiva inerte a la accfén de 1a gravedad, de fbrma que quedan adherj
das en &1 las esporas y partfculas que 1leva el aire en suspensidn. ‘

El medio empleado estd descrito en el apartado 1V.2.1.1.

E1 muestreo se realiz6 con frecuencia semanal tomando como tiempo de
exposicidn 1 h., de 9 a 10 de la mafana. Posteriormente se examinaron los por

tas al microscopio.

1V.3.2 METODOS DE AISLAMIENTO

Una vez las colonias de Vos distintos hongos alcanzan 1a madurezen el
medio inicial, procedemos al aislamiento de cada una de ellas con el finde ob
tener los cultivos puros. E1 medio utilizado normalmente ha sido Agar Extracto

de Malta (1v.2.1.2).

1V.3.3 METODOS DE IDENTIFICACION

IV.3.3.1 Métodos de ldentificacidn de mohos a nivel de género.

Una vez obtenido el cultivo puro de una cepa, para poder incluirta en
el género al que pertenece, se ha seguido 1a pauta de identificacidn que pasa
mos a describir.

Por medio de la lupa estereoscépica se ha hecho una observacidn de la
coloni; que nos permite conocer su morfologfa y forma tipica de crecimiento.

Despuds, con ayuda de las agujas enmangadas, se separa un fragmento de .
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colonia, se coloca sobre el portaobjetos, en el que previamente se ha puesto
una gota de lactofenol, se trocea se extiende y se pone el cubre sobre la pre
paracidn observdndola al microscopio a distintos aumentos, posteriormente se
dibuja con ayuda de la cdmara clara con el fin de estudiar con detalley medir
las estructuras caracteristicas, conidioforo, hifas, esporas...

En el caso que tengamos una c;Tonia con esporulacidn abundante, se po
ne un fragmento en un tubo de ensayo en el que hay 1 cc., de dilucién 0,01% de
Tween 80 en agua destilada, se agita para que se desprendan las esporas del co
nidi&foro y poder observar su forma, a continuacién se monta la preparacidn so
bre porta y cubre y se procede como se ha descrito antes.

Con toda la informaci6n obtenida de la estirpe en estudio, se pasa, me
diante el empleo de las claves a determinar el género de que se trata. En el
presente estudio, se ha utfilizado la obra de Von Arx (250) como basica emplean
do en algunos casos otros tratados, Barnett (22), Ainsworth (5), Barron (23),

Domsch (80), Lanier (145), E1lis (85)(86), Smith (219).
Microcultivos

Algunas cepas no se pudieron identificar por el método descrito ante-
riormente, en estos casos ha sido necesario recurrir a la técnica de microcul
tivos.

La técnica consiste, en que el cultivo se realiza sobre un portaobje-
tos previamente recubierto de una capa fina de medio de cultivo apropiado. Ha
ciéndose 1a siembra de la colonia a estudiar sobre el porta. Una vez sembrada,
se incuba en estufa, en el interior de una piaca de Petri esteril enlaque se
coloca una varilla en forma de V y encima de ella el portacbjetos. Para conse
guir un grado de humedad idoneo se pone en el interior de la placa de Petri un

papel de filtro estéril impregnado de glicerol al 30% también estéril. La in-

”
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cubacién se hizo a 22 °C durante 3 a 4 dfas, observando luego a distintos au
mentos, con el fin de estudiar con detalle las estructuras del hongo.

E1 medio de cultivo empleado ha sido extracto de Maita agar al 2% des
crito anteriormente en el apartado 1V.2.1.2.

Otro problema, se plantea con las cepas que no esporuylan en el medio
de cultivo inicial. En este caso, se intenta lograr la.esporulacifn por siem-
bras simultdneas en distintos medios, si 1a cepa sigue sin esporular se inclu
ye dentro del grupo, 0. Micelia sterilia.

Los medios probados con este fin fueron: Gabouraud, Gabourand Glucosa

do, Gabourand Maltorado, Agar Tomate, Agar Harina de Maiz.

1V.3.3.2 Métodos de identificacidon de mohos a nivel de especie.

Conocido el género de una cepa, se pasa, por medio del estudio de las
caracterfsticas taxondmicas diferenciales, que se encuentran descritas en las
monograffias publicadas de los distintos géneros existentes, a saber de que es
pecie se trata.

A este nivel, existe la dificultad de una bibliograffa escasa y con

falta de actualizacitn.

1V.3.3.3 Métodos de ldentificaclén de Levaduras.

Siguiendo los criterios de Lodder (150}, para la identificacién de le
vaduras, tenemos que tener en cuenta las caracterfsticas morfolégicas, fisio-

1dgicas y de reproduccifn.

1Iv.3.3.3.1 Caracter{sticas morfoldgicas.

Dentro de este apartado, vamos a considerar el estudio de la forma y
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tamafio, 1a formacidn de velo y anillo, l1a formacidn de pseudomicelio y/o mice

lio verdadero.

A.- Estudio de 1a forma y tamaiio:

Se inocul$ en Ext. de Malta 17quido 0,1 ml. de una suspensién de lale
vadura, incubando después a 22 °C durante 48 h., transcurrido este tiempo se
monté una gota sobre porta y cubreobjetos y se observé con el objetivo de in
mersidn, dibujando las células con ayuda de 1a cdmara clara para poder medir

los tamafios.

B.- Capacidad de formaci6n de velo y anillo en 1a superficie de culti

La siembra también se realizé en extracto de Malta dejando el cultivo
en incubacidn 48 horas a 22 °C. Si en este tiempo se observa en la superficie
un anillo o un velo de crecimiento, esto significa que hay formacidn tempra-
na, si en este tiempo no se han formado, se siembra en matraces de 250 cc. y
se incuba durante un mes, si transcurrido este tiempo no ha habido formacién,

se considera que l1a cepa no tiene capacidad de formar ni velo ni anillo.

C.- Para el estudio de 1a capacidad de formacidn de pseudomicelio y/o

micelio verdadero:

Se sigue la técnica de los microcultivos, descrita en el apartado IV,
3.3.1, el medio empleado en este caso es Agar Harina de Maiz, la siembra se ha
ce en estria colocando sobre ella el cubre, se incuba a 22 °C y se observa a
los 6 dias, con el microscopio, pudiéndose ver si hay o no formacién de pseu-
domicelio y/o micelio verdadero en aerobiosis y anaerobiosis, en tal caso se

dibuja con ayuda de la cdmara clara.
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IV.3.3.3.2 cCaracteristicas fisioldgicas.

Dentro de estas vamos a estudiar:

A.- Estudio de la capacidad de formacién de esporas.

Para el estudio de esta caracterfstica empleamos cuatro medios de cul
tivo, descritos todos ellos en eV apartado 1V.2.2.3 A._

Se siembra 1a cepa en los cuatro medios, incubando a 22 °C se va ob-
servando por medio de preparaciones sucesivas hasta los 30 dfas, si en este
tiempo la cepa en estudio no ha esporulado en ninguno de los medios, se consi
dera como no esporulada, si por el contrario es capaz de esporular en alguno

de ellos o en todos esta cepa se toma como esporulada.

B.- Capacidad de fermentacién de los distintos Hidratos de Carbono.

Para 1o cual hemos empleado los medios descritos en el apartado IV.2.
2.3. B.

Se siembra incubando posteriormente a 22 °C durante 10 dfas, observan
do diariamente, la capacidad fermentadora de los distintos azucares, se pone
en evidencia por la aparicién de burbujas dentro de 1a campana Durham.

Los H. de Carbono probados son: Glucosa, Galactosa, Sacarosa, Maltosa,
Lactosa, Rafinosa, Melibiosa, Threalosa, Celulosa, Melizitosa, Inulina, Alfa

-Metil-glucosido.

C.- Asimilacién de H. de Carbono.

Para esta prueba empleamos el medio Rase de Nitrogeno, descrito en el
apartado 1V.2.2.3 C.

Siguiendo 1a metodologfa: Partiendo de 1a levadura rejuvenecida de Ext.
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de Malta 48 h., se suspende una cantidad grande de inoculo en agua destilada
estéril, se mezcla la suspensién con el medio que mantenemos fundido al bafo
marfa a 45 °C, se agita homogeneizando bien la suspensidn de 1a levadura ccn
el medio y se echa en una placa de Petri estéril, se deja enfriar y después de
secar el vapor de agua de la placa se ponen sobre la superficie del medio los
distintos Hidratos de carbono que se guieren probar. No poniendo mis de cua-
tro azucares por placa, en puntos diametralmente opuestos, con el fin de que
los resultados no se solapen. La glucosa que nos va a servir de patrén la po-
nemos en todas las placas.

Posteriormente se incuban a 22 °C durante tres semanas, haciendo lec-

turas diarias. En el momento que vemos que en la zona donde hemos puesto un hi

drato de carbono hay crecimiento, daremos como positivo la asimilacién de este.

D.- Asimilacién de compuestos Nitrogenados.

E1 medio utilizado ha sido el Medio Base con Carbono descrito en el a
partado IvV.2.2.3 D.

La metodologfa seguida es muy similar a 1a que se ha descrito para la
asimilaci6én de compuestos de carbono, pero en este caso la suspensidén en agua
destilada tiene que ser muy débil, ya que las levaduras tienen la capacidad de
alimentarse de si mismas como fuente de Nitrégeno y nos darfan resultados errd
neos.

Los compuestos que hemas probado han sido: Nitrito potdsico y nitrato
potdsico.

En algunos casos también se han considerado otras caracteristicas fi-
siol6gicas como son:

- Hidrdlisis de Ta arbutina

- Capacidad de crecimiento en medios carentes de vitaminas.
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- Capacidad de crecimiento en medios que contengan glucosa al 50%.
- Crecimiento a 37 °C.

- Capacidad de crecimiento en medios que contengan glucosa al 60%.
~ Produccién de almidén extracelular.

- Capacidad de hidrolizar 1a urea.

- Capacidad de formar compuestos carotenoides.

- Capacidad de hidrolizar las grasas.

- Produccidn de dsteres.

- Capacidad de 1fcuar 1a gelatina.

~ Tolerancia al C1 Na.

1V.3.3.3 Caracterfisticas de reproduccidn.

Esta se pone de manifiesto por la presencia de ascosporas y ascos, que
se pueden evidenciar con el crecimiento en Ext. de Malta o bien por el método

de lds microcultivos, incubando de 2 a 3 dfas a 22 °C.

IV.3.4 METODOS DE CONSERVACION DE CULTIVOS PUROS

IV.3.4.1 Por resiembras sucesivas en Agar Malta al 2%.

Iv.3.4.2 Por Liofilizaclén.

Segin la técnica convencional de deshidratacién, por congelacién y su

blimacién al vacio.
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IV.4.2 METODOS ESTADISTICOS EMPLEADOS

La bibliografia consultada ha sido Lamotte (144), Spiegel (224),Sokal
(222).

IV.4h.2.1 Estimacién de la media.

La media es un pardmetro de indudable interés pa}a describir cualquier
conjunto numeroso de datos.
Para estimar 1a media poblacional se ha calculado 1a media y la des-

viacidn tipica muestrales, para cada observatorio segin las f6rmulas:

% N
2
% . i=t X s' - '{!(Xi‘)ﬂ Desviacidn
= = ) tipica
N N- corregida

De acuerdo con la teorfa de la estimacidn, para muestras grandes, el

pardmetro poblacional se encuentra dentro del intervalo:

'J: -X.!Z,—'—

([

Siendo Z¢ el valor de la abcisa de una distribucién Normal (0,1), es
te valor depende de la significacidn que se desee.
Para una significacién del 95% buscando en las tablas de la distribu-

cidn normal encontramos 295‘ = 1,96
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IV.4,2.2 Estimacién de proporciones

Para realizar la estimacion de la proporcién poblacional se ha utili-

zado 13 férmula:

2
z P(1-P 22
P o+ 5 ’:zs\J a-n ., _=
N e

p : proporci6n poblacional a estimar

dfas en que aparecen colonias

P : proporcién muestral -
dias en que se ha tomado muestra

z, coeficiente de confianza o valor critico, para una significacidn del 95%,

7, = 1,96
N: n° de elementos de la muestra

Sustituyendo en 1a formula el valor de z, queda:

2 2
. 1,967 4 1,96\1 P(1-P) 1,9
N 4 N2

1,962
N

1+

Como N es mucho mayor que 1,962 podemos simplificar:

2 2 2
1,967 _ o . 1,9’ o 1,967

4 N2 N

quedando la férmula anterior:

P(1-P)
N

p=P%1.96

que da valores con la aproximacidén suficiente.



1Iv.4.2.3 Histogramas
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Permiten una visualizacién de los datos, al agruparlos en diferentes

-clases.

De esta manera podremos estimar el tipo de distribucién al que perte-

necen los datos; Normal, Binomial, Poisson, etc...

tentar posteriormente una confirmacién analftica.

en forma aproximada para in

1V.h.2.h Estudio de la homogeneidad de las proporciones calculadas en

. 2
los distintos observatorios, por medio de 1a prueba del X

E1 objeto de este estudio, ha sido determinar si las diferencias en

cuanto a proporciones que aparecen para el mismo género dentro de los distin

tos observatorios, son debidas al azar, o a que realmente hay diferencias sig-

nificativas entre ellos, cuya causa habrfa que investigar.

. 2
Para realizar esta comprobacién se ha utilizado una prueba de X.segﬁn

se describe a continuacién:

OBSERVATORIOS 1 2 3 4 TOTAL
Dfas en que T1= A’+
aparecen colonias A, B, c, 0, B1+C‘+01
del género X
Dfas en los que T2= Az;
no_aparecen colonias A, B, C, D, 82+Cz+02
del género X

| T=A_ +A+
ot de dtas Ry=A *R, 18378,%8, |C4=C 40, | D570,40, B:*é +€1
mues treados Cz+di+nz
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Si en los cuatro observatorios existe la misma proporcidn, es decir:

se pueden combinar las cuatro muestras y estimar la proporcidn comin de dfias
T
en que aparecen colonias, que serfa __1_ y a partir de-esta frecuencia espe

3
rada se calcula las colonias esperadas para cada observaterio:

OBSERVATORIOS 1 2 3 4

Dias en los que

esperamos que
SSPRTATOS Ue At=A (43| Br=B_(11)| crec(29) | 0r=D (1)
aparezcan colonias 1 3 T3 1 3 T3 13 T3 13 T3

del género X

Dfas en los que
1

no_esperamos que T , T T,
£10_8SpEramos g A3=AL(1- 1 | B2=B,(1--1) ] c3=C,(1- )| D3=D,4(1-)
aparezcan colonias - T3 T3 \ S

—

del género X

2
La prueba de X aplica la férmula

2
Y. (observados - esperados)

X -

esperados

T I A T T T TN LT A el R

Al B!

ES

c 0] A}

(8, -8,

)2, (Cp- €5 )2 (D, - D)?

2! 0
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Descartamos la hipdtesis de que los observatorios comprobados pertene
cen a 1a misma poblacién con un nivel de significacifn oL cuando 7(1>')L:para
N-1 grados de libertad. '

Si de las proporciones muestrales se desprende que algin observatorio
se comporta de forma muy diferente que los demds, y nos interesa agrupar por
observatorios con igual comportamiento, podemos quitar el observatorio de pro

porcidn mis diferente a Tos demds y volver a comprobar para los restantes.

IV.4.2.5 Estudio de las diferencias entre las proporciones estimadas

para el mismo género segin los métodos de muestrec Gravimétrico y Volumétrico

.
Aplicamos la prueba de Xa 1as proporciones estimadas segin el méto-

do descrito en el apartado 1V.4.2.4.

METODOS DE MUESTREQ GRAVIMETRICO VOLUMETRICO TOTAL

Dfas en los que
aparecen colonias G v
del género X

Dfas en los que
no aparecen colonias G v T =6 +V
del género X 2 2

Total de dfas
muestreados

i
p—
+
Y

G =G +6 V.=V +V T
3 1 2 LI 2

G1 y G2 estdn tomados consideranto los observatorios pertenecientes a

1a misma poblacién del género que se considera. Idem para Voy Vz.
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METODO DE MUESTREQ GRAVIMETRICO VOLUMETRICO
Dfas en los que
se espera que T T
e 6 =6 (34) V) = V(=)
aparezcan colonias T3 1 3 73

del género X

Dfas en los que

no se espera

que aparezcan colonias
del género X

T

2 1y 2 2 2
x. 6’ (6,697 (V)7 (v,-v)

G! 6’
1 2

v v!
1 2

Siguiendo el mismo criterio que en el caso anterior.

IV.4.2.6 Anilisis de las matrices de correlacidn

Para cada variable; colonias, direccidn del viento, velocidad del vien
to, temperatura media, temperatura mixima, temperatura minima, humedad relati
va minima, presifn, horas de sol, pluviometrfa, 502 , particulas respirables,

mezcla y CO se ha calculado el coeficiente de correlacifn lineal r de Pearson

con todas las demds variables.

2 (Y

estimado

T(y-v)2

-Y) variacidn explicada

variacidén total
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Como cada observatorio tiene un nimero diferente de observaciones, se
ha calculado el r mfnimo para que haya correlacién significativa al 95% de con
fianza, para cada uno de ellos y se ha estudiado las matrices de correlacifn
con este criterio.

Para ello se ha utilizado el estadfstico,

cuya distribucién es aproximadamente una t de student con N-2 grades de 1iber
tad.
Para un 95% de confianza st t >t (N-2) significa que existe corre-

laci6n 1ineal significativa.

Calculo de los valores minimos que tiene que tomar r para que exista
correlacidn lineal significativa con un 95% de confianza, para los cuatro ob-

servatorios, considerando en cada uno de ello$ los dos métodos de muestreo.

r

Para t = 1,96. El estadfstico t -

0,975 se distribuye segin

I

. 1 - r2
una t de student. Para gue exista correlacidn 1ineal significativa para un ni

vel de significacién o debe cumplirse que: t> t,r con (N-2) grados de 1iber

tad. Apartir de ello y operando 1legamos a la férmula que se ha utilizado:

Observatorio de General Sanjurjo:

1,96

Método Gravimétrico N =189 r> :
\[189 - 2 + (1,96)2

r> 0,1419




Métode Volumétrico

N =132

r>
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1,96

N132 - 2 + (1,96)2

Cbservatonio de Ciudad de fos FPeriodistas

Método Gravimétrico N

Método Volumétrico N

u

179

116

0bservatorio de Veterinaia

Método Gravimétrico N

Método Volumétrico N

Observatorio de Legazpd

Método Gravimétrico N

Método Voluméirico N

188

128

159

86

1,96

r>

N179 - 2 + (1,96)2

1,96
r

>
\116 - 2 + (1,96)2

1,96
r>

\Jlss -2+ (1,96)2

1,96
r

>
N128 - 2 + (1,9)2

1,96

r>

Ni159 - 2 + (1,9)?

2
r- —

\]86-24' 4

r>0,1694

r > 0,1457

r > 0,1805

r >0,1422

r>0,1720

r> 0,1545

r>0,2132

s
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Resumiendo, Jos valores mfnimos que tiene que tomar r para que haya

correlacidn 1ineal significativa son los siguientes:

S.J. c.p. V. L.
M. Grav. 0,1419 0,1457 0,1422 0,1545
M. Volu. 0,1694 0,1805 0,1720 0,2132

iv.h.3 ESTUDIO GRAFICO DE LA DISTRIBUCION EN EL TIEMPO DE LOS DISTINTOS GENEROS

Se ha realizado poniendo en abcisas los meses muestreados y en ordena
das el niimero de colonias encontradas en cada uno de los meses, con estose ob
tiene la curva de la distribucidn de los distintos géneros a 1o largo del pe-

riodo de recogida de muestras.

tv.h.4 MEDIDA DE LA DIVERSIDAD

Segiin expone Margalef (150), "La descripcidn cuantitativa de la comu-
nidad, concretada en un instante de tiempo, tiene la forma de una seriede cen
’sos, referentes a diversas especies. Inmediatamente se descubren regularida-
des en las relaciones entre los nimeros de las distintas especies que consti
tuye un valioso elemento descriptivo de la comunidad”.

E1 nimero de especies y abundancias relativas de las mismas encuen-
tran su expresién en la diversidad. La diversidad no la vamos a estudiar sobre
un ecosistema completo, sino sobre aquella parte de la comunidad definida por
su pertenencia a determinado grupo taxonémico (en este estudio nos referimos

a los hongos del aire).
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Medidas de fa diversidad

La reqularidad de estas distribuciones condujo al deseo a ajustarlas
o interpolar una funcidn matemdtica. Los pardmetros que la definen se pueden
dar como indices de diversidad.

En el presente estudio se ha usado la férmula de Shannon-Weaver (214)

extraida de l1a teoria de la informacién:

H=- Zp; log2 Py py= ———

La diversidad expresa ciertas caracterfisticas de la divisién deuncon
junto en subconjuntos. La expresidn - E:pi 1092 p, por su caracter logarftmi
co se acomoda a la distribucién habitual ‘de las numerosidades de especies aso
ciadas con el resultado prdctico de que cualquier serie numerosa de diversida
des calculadas sobre muestras distribuidas en el espacio o en el tiempo, en un
ecosistema tiene una distribucién aproximadamente normal, To que permite apli
carle determinados métodos estadisticos.

La unidad de medida de la diversidad es el bits. En nuestro caso la di
versidad vendr§ dada en bits/colonia.

La diversidad es un pardmetio de interés en el conjunto del ecosiste-
ma. N

Margalef (159) afirma que "lo mismo que en aguas dulces,la polucidn de
termina un descenso de la diversidad, que se recupera a medida que aumenta la

distancia al origen de la polucidn”. Por tanto la diversidad es un excelente

indicador de la polucién.
Espectros de diversidad

Las medidas de la diversidad han de hacer referencia a un espacio y a

"



- 52 -

.
un tiempo, que es el ocupado por la muestra sobre la que se ha calculado la di
versidad, y lapso de tiempo en que se han tomado las muestras.

La diversidad se puede emplear como un método v§lido para comparar

muestras diferentes. Asf, si al unir las muestras la diversidad del conjunto

aumenta, este aumento serd una prueba de la heterogeneidad, en tanto que sila
diversidad no varia esto indicarf que las dos muestras estdn formadas por las

mismas especies y en las mismas proporciones.
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V. RESULTADOS

V.1 PLANTEAMIENTO Y RESULTANTES INMEDIATOS

En el presente estudio el periodo de muestreo fue del uno de mayo de
1978 al 30 de mayo de 1979.

Durante este tiempo se recogieron

715 muestras por el Método Gravimétrico

462 muestras por el Método Volumétrico

100 muestras por el Método de Ta pelicula inerte

Oe las 715 muestras obtenidas por el método Gravimétrico se contaron
un total de 9.963 colonias.

De las 462 muestras del método Volumétrico el n° de colonias fue de
6.677.

La informaci6n que obtuvimos por el tercer método, de la pelfcula iner
te, fue escasa, constatdndose la presencia de las esporas mds frecuentes y ca
racterfsticas, como son las pertenecientes a los géneros Alternaria, Cladospo
rium y sobre todo granos de polen y materia mineral, 1o que nos solaparia el
poder evidenciar otro tipo de esporas fungicas de formas menos caracteristi-
cas y poco visibles al ser hialinas en su mayorfa, por esto, el recuento de es
poras fungicas obtenidas por este M&todo no nos parecid aconsejable. De aquf
que nuestro estudio taxonémico haya.tenido por base, las colonias obtenidas
por los otros dos métodos de muestreo.

Basdndonos en la clasificacién que establece Von Arx (250) para mohos
y la que adopta Lodder (150) para levaduras, la reilacidn de géneros encontra- "

dos en el presente estudio es 1a que sigue:
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Clase Zygomycetes: O. Mucorales
géneros:
Absidia
Circinella
Mucor
Rhizopus
Syncephalastrum

Mycotihha

Clase Deuteromycetes: 0. Sphaeropsidales
géneros:
Phoma
Peyronellaea

Chaetophoma

0. Melanconiales
géneros:

Epicoccum

0. Moniliales

géneros:
Geotrichum
Trichotecium
Acremonium
Gliomastix
Verticillium
Cylindrocarpom

Fusarium
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Aspergillus
Penicillium
Paecillomices
Stachybotrys
Trichoderma
Scopulariopsis
Papularia
Monilia
Septonema
Cladosporium
Aureobasidium
Oedocephalum
Botrytis
Helmiltosporium
Alternaria
Chrysosporium
Histoplasma
Nigrospora
Humicola
Trichophyton
Microsporum

Monodictys

0. Micelia sterilia

- [ 1]
Dentro de las Levaduras los géneros que se han encontrado con mayor fre

cuencia son

Cryptococcus
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Candida
Saccharomyces
Rhodotorula

Sporobolomyces

Agrupando al resto dentro de un grupo que se ha denominado levaduras

en general.
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V.2 TAXONOMIA APLICADA

Para la identificacidn de los distintos géneros encontrados en el pre
sente estudio, como ya se ha dicho, se ha utilizado el 1ibro de Von Arx (250)
como texto b&sico, consultando otros tratados en la determinacién de algunos
grupos, asf por ejemplo, en el caso del 0. Sphaeropsidales ha sido el libro de
Barnett (22), 1a identificacién de levaduras se ha basado en los criterios se
guidos por Lodder (150). También se ha consultado en algunecs casos el tratado
de Ainsworth (5), que consta de cinco tomos. Los textos de Barrons (23),Domsch
(80), Lanier (145) que hacen referencia a hongos del suelo y forestales y pa-
ra 1a determinacidn de algunos Dematiaceos se ha tenido en cuenta los textos
de E111s (85) (86). Asi mismo, también se consultd la reciente revisidn taxong
mica de Mc. Ginnis (164), sobre los hongos con interés en medicina. No varian
do 1a adoptada en este trabajo ya que basicamente no se encuentran muy distan
tes, sobre todo en lo referente a Tos Dematiaceos.

Con el fin de realizar una revisién general sobre el tema se consulta
ron también los siguientes trabajos: Southworth (223), Hughes (124), Cain (37),
Cooke (62).

Encuadre taxonbmico

Von Arx (250), por razones pricticas, establece una clasificacién de

todos los hongos y organismos semejantes a ellos en un reino polifiletico.

Esta clasificaci6én es como sigue:
Reino Mycota
phylum: Myxomycota
clases:

Myxomycetes

"
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Acrastiales
Plasmodiophomycetes

Labyrinthulomycetes

phylum: Oomycota
clases:
Oomyce tes

Hyphochytridiomycetes

phylum: Chytridiomycota
clases:

Chytridiomycetes

phylum: Eumycota
clases:
Zygomycetes
Endomycetes
Ascomycetes
Basidiomycetes

Deuteromycetes

Todos los hongos objeto dg nuestro estudio estin incluidos dentro del
phylum Eumycota cuyas canacterlsticas esenciales se pueden resumir:
. Seres Eucarioticos, es decir tienen el niicleo separade del citoplas
ma por una membrana nuclear.
. E1 soma puede estar constituido por una célula, en el caso de las le
vaduras, o por un micelio m&s o menos complejo, mohos.
. Estén provistos de pared celular con quitina y otros polisacdridos.

. Presentan tanto reproduccidn sexual como asexual.
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. MetabGlicamente difieren de las algas por carecer de clorofila, son

heterdtrofos, y la mayor parte aerobios estrictos.

Dentro del phylum Ewnycota, las clases encontradas en nuestro estudio
son:
- Zygomycetes
- Agcomycetes
- Basidiomycetes
- Deutesrromycetes
Las Levaduras aunque estdn incluidas dentro de las clases: Ascomycetes, Basi

diomycetes o Deuteromycetes se han estudiado como un arupo aparte, y para su

identificacion se ha empleado los criterios seguidos por Lodder (150).
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Caracter{sticas y descripcidn de las diferentes clases de los hongos

aislados.
Clase Zygomycete&

E1 nombre de Zygomycetes viene dado por la capacidad de producir una
espora ‘de resistencia de origen sexual 1lamada zygaApoﬂg, que presenta esta
clase. La zigospora resulta de la fusién completa de dos gametangios. La for-
macién de zigosporas es el caracter principal de los representantes de esta
clase, sin embargo, se incluyen dentro de ella, especies en las que no cono-
ciéndose 1a forma sexual de reproduccidn, presentan otros caracteres que jus-
tifican tal posicidn. Entre estos caracteres se destacan principalmente 1a pro
duccibn de esporanglos, conidios caracterfsticos y la ausencia de cé&lulas mé-
viles.

La mayorfa de los micologos consideran a esta clase como grupo natural
ya que en su definici6n entran caracteres ecolfgicos, fisiolfgicos y bioldgi-
cos.

Por tanto, las dos caracterfsticas principales de los zygomicetes son:

- Reproduceidn sexual, la realizan por medio de copulacién gametdngl

ca, que da como resultado la formacién de una zigospora.

- Reproduceidn asexual, tiene lugar por medio de esporas no mévifes.

La clase Zygomycetes incluye dos ordenes Mucorales y Entomophthorales.
En el presente estudio, los hongos encontrados pertenecientes a esta clase, se
incluyen todos en el orden Mucorales, cuyas caracterlsiicas principales son:

. En general son saprofiticos, viviendo sobre sustratos tales como es

tiercol y sustancias animales y vegetales en descomposicidn. Ocasio
nalmente pueden parasitar a vegetales, animales e incluso al hombre

causando serios problemas.
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. E1 micelio presenta generalmerte un desarrallo abundante.

. En 1a mayorfa de las especies, las hifas son ceneci%icas, producién
dose septos en Tas bases de los 6rganos reproductores, esporangios
y gametangios,y ocasionalmente en otras partes del micelio cuando en
vejece.

. En algunas especies el micelio produce rizoides, formindose especial
mente en los puntos donde se pone en contacto con una superficie du
ra adhiriendo el hongo al sustrato.

. Por 1a reproduccifn asexual se producen esporas en esporangios, es-

porangiolos o merosporangios.

Los géneros encontrados en el presente estudio pertenecientes al 0. My
corales son:

Absidia

Circinella

Mucor

Rhizopus

Syncephalastrum

Mycotypha

Para llegar a la identificaci6n de estos géneros se ha consultado tam

bién la monograffa de Zycha (258} y el trabajo de Helsseltine (117).
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Absidia Ap. van Tieghem

Colonias filamentosas caracterfsticas de este orden.

Hifas cenociticas.

Los esporangios son todos columnados y semejantes entre si, relativa-
mente pequefios y piriformes, siendo 1a caracterfistica principal, la presencia
de una apofisis bien definida. La pared esporangial es.deTgada, Tiberdndose
las esporas por 1a ruptura de la parte superior del esporangio.

Las zigosporas, cuando existen, estdn rodeadas de bastas excrecencias
capilares procedentes de uno o de ambos suspensores, sirviendo este de rasgo
distintivo para conocer las especies homotdlicas.

Se han descrito, algunas especies como pertenecientes a la micoflera
del suelo y también como contaminantes aerdgenos.

Las diferencias de este género con el Rhizopus son: que los rizoides
y estolones no estdn claramente diferenciados en el género Absidia y el naci-
miento de los esporangios, es a partir de los estolones y no de los puntos de

unign de los rizoides.

"
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Absidia sp. van Tieghem
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Cincinella sp. van Tieghem Le Monnien

Colonia caracteristica de esta clase.

Hifas con un desarrollo normal, cenocfticas.

Los caracteres distintivos de este género son:

. El tener el esporangio esférico y sin apéfisis.

. Los esporangi6foros estdn ramificados simpedialmente, y con las ra-
mas curvadas, no naciendo en los estolones.

. Los esporangios son semejantes y columados teniendo la pared espo
rangfal delgada, las esporas se liberan por el rompimiento de la parte supe-
rior de la pared.

Siguiendo la monograffa sobre el género de Hesseltine (118),se ha iden

tificado la especie aislada en este trabajo Circinella umbellata.

"
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Circinella umbe liata van Tieghem y e Monnier
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Mucon sp. Mich ex Fa.

Es el género que comprende més especies dentro del orden, siendo de am
plia difusidon e importancia.

Las colonias generalmente presentan un desarrollio abundante, son fila
mentosas en tonos mds 0 menos grisaceos.

Los esporangioforos no nacen en estolones, pud{endo ser simples o ra-
mificados no presentando en general ramas curvadas, normalmente son cortos,
sin brillo metdlico, siendo estas dos Gltimas caracteristicas las que diferen
cian a este género del género Phycomyces (Kurze ex Fres.).

E1 esporangio puede ser esférico u ovoide, sin ap6fisis y con colume-
11a. La pared esporangial es fina, liberdndose las esporas por ruptura de su
parte superior.

Las esporas pueden tener forma circular, ovoide o eliptica mds o me-

nos alargadas no presentando apéndices.

Las zigosporas cuando se producen lo hacen por un mecanismo de Isogamfa.

Los criterios en los que se basa la identificaci6én de este género son:

. La forma de las ramificaciones si las hay y las dimensiones de los
esporangioforos.

. La naturaleza de 1a pared del esporangio.

. E1 tamafio y 1a forma de la columella.

. Las dimensiones y la forma de las esporas.

Siguiendo 1a monograffa de Zycha (258), han identificado las especies

M. plumbens, M, hiemalis y M. mucedo.
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Rhizopus sp. Brenb. ex Corda

Sus especies tienen amplia difusién en la naturaleza, encontrdndose en
todo tipo de sustancias y como cuntaminantes aerogenos.

Tienen un crecimiento abundante y répido en la mayoria de medios de cul
tivo.

E1 micelio forma masas algodonosas que tienden a ilenar por completo
Ta placa de Petri o el tubo de ensayo, esporulando en la superficie de contac
to del micelio con el cristal.

Los esporangios, tienen columela y también apofisis en forma de embu-
do, son esféricos o casi esféricos. La pared esporangial es fina liberdndose
las esporas al romperse por la parte superior.

Las especies de Mucor se diferencian de las de Rhizopus por la presen
cia en las especies de Rhizopus de:

. Estolones de gran tamafio, a veces de varios milfmetros.

. Rizoides, que son hifas radiculares que nacen en los puntcs en los
que los estolones contactan con el medio.

. Un crecimiento mis exuvberante.

Siguiendo el trabajo sobre el género Rhizopus de Inui (127), la espe-

cie aislada por nosotros ha sido R. nigricans.



Rhizopus higricans Ehrenb.
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Syncephalastrnum sp. Schroet

E1 caracter distintivo del género es la presencia de merosporangios,
que son esporangios tubulares en los que las esporas nacen en hilera, estos se
disponen de forma radial desde un engrosamiento que forma el esporangioforo.
Liberdndose las esporas por el rompimiento de la parte superior del merospo-
rangio. |

Los esporangi6foros no nacen en estolones pudiendo ser simples o rami
ficados con las ramas érectas. Normalmente son cortos y no tienen brillo metd
Yico (cardcter diferencial con Phicomices). Cuando hay formacidn de zygospo-
ras, nacen de hifas separadas, normalmente por un mecanismo isogdmico. Son sa
proffticos.

La especie Gnica de este género segin Von Arx (250) es S. racemosum.

”



Y

Syncephalastrum racemosum Cohn ex Schroet



Mycotypha sp. Fennen

Colonias: son filamentosas de crecimiento reducido. Color gris oscuro.

Los esporangiéforos son erectos, simples, normalmente cortos no nacien
do en los estolones.

Los esporangios en forma de frasco, ¢olumnados y sin ap6fisis. Este es
simple teniendo la porcién superior ensanchada.

Las esporas nacen del esporangio en hilera dejando cuando se despren-
de una cicatriz. Estas presentan un apéndice que es por donde estdn unidas al
esporangio.

Las zigosporas nacen de hifas separadas normalmente por un proceso iso
gémico.

La especie identificada por nosotros ha sido M. microspora, siguiendo

los criterios de Von Arx (250).

[ (]
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Clase Ascomycefes

Los caractenes generales de l1a clase son:

. Su micelio es septado.

. No presentan células flageladas

. Forman un cuerpo fructifero sobre el cual se formas los ascos.

. T8 asco es ef caracter puincipal, siendo una estructura en forma de
saco que contiene una cantidad generalmente determinada de ascosporas, las cua
les se producen como resultado de un proceso de cariogamia y meisis. Tfpica-
mente se forman ocho ascosporas por asco, pudiendo variar este nimero, segfin
la especie de uno hasta mis de mil.

La produccién de ascos es el caricter mis importante de la clase, co-
mo ya se ha dicho, de tal forma que si un hongo produce sus esporas dentro de
ascos, lo podemos incluir dentro de esta clase, sin considerar ningin otro ca

.racter, sin embargo en caso contrario no puede ser colocado con propiedad den
tro de ella,

Los Ascomycetes, en general, tienen dos fases reproductoras distintas,
el estado sexual, a menudo 1lamado estado ascfgeno o perfecto y el estade coni
dial o asexual, a menudo designado como estado imperfecto.

Dado que muchos Ascomycetes, particularmente los pardsitos, forman as
cocarpos una vez al afio, 1o normal es encontrarlos en su estado conidial, y co
mo ya se ha dicho que el cardcter taxondmico definitivo en esta clase eseles
tado ascal, nos encontramos con esta dificultad a 1a hora de su identifica-
cfon. Dificultad que se resuelve incluyendo a estos hongos dentro de los Deu-
teromycetes. De esta forma podemos identificar un moho en su estado conidial,
sin necesidad de conocer su estado ascal. Constituyendo asf una clase-forma,

Deuteromycetes, y dentro de ella tendremos los distintos géneros-forma.
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Clase Deuteromycetes (clase-forma) o Fungd imperfecti

Dentro de este grupo, (clase-forma), incluimos a los hont_;'o;'s que por su
estructura general y reproduccidn asexual se parecen a los Ascomycetes o alos
Basidiomycetes, pero en los que no ha sido observado su estado sexual. A esta
clase-forma, se le conoce también como Fungi Imperfecti.

Los estados conidiales de la mayorfa de los horigos de este grupo, son
similares a los estados conidiales de algunos Ascomycetes bien conocidos, lo
cual hace suponer que, con pocas excepciones, Tos hongos imperfectos represen
tan estados conidiales de Ascomycetes cuyos estados ascigenos se forman tanra
ramente en 1a naturaleza que no han sido encontrados, o bien en Ya evolucién
de estos organismos, han desaparecido de su ciclo biolfgico.

En unos pocos casos, los estados perfectos que se han descubierto per
tenecen a Basidiomycetés.

Por tanto, podemos considerar a los Fungi Imperfecti, como estadios co
nidiales de Ascomycetes o m&s raramente de Basidiomycetes, cuyos estadios se-
zuales no se han descubierto o bien ya no existen, por pérdida evolutivaen su

ciclo bioldgico.
Estructunas somdticas de Los Deuteromyceted

Con excepcifn de las levaduras asporogenas, el talo de Tos Fungi imper
fecti estd constituido por hifas bien desarrolladas, tabicadas y ramificadas.
Las células, son por lo general multinucleadas. Los tabiques estdn perforados
permitiendo la circulacién de las corrientes citoplasmfticas y la migracién de
Tos nicleos de una célula a otra.

Esporulacifn: Las esporas de los Deuteromycetes las produce el micelio,
bien directamente sbbre las hifas somfticas, bien sobre estructuras mis com-

plejas como picnidios, esporodoquios o sinemas. En general la esporulacidn es
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mas rdpida en las especies cuyos conidios se forman sobre estructuras senci-
Has que en las que se forman sobre estructuras mds complejas. lLos factores co
mo 13 temperatura, nutricidn, luz, pH, afectan a 1a =2spcorulacidn.

La esporulacién de los Deuteromycetes es, en sentido estricto, un pro-

ceso asexual.
Canacteres utilizados en La clasificacibn de Los Dewteromycetes

a.- Tipo de fructificacidn

b.- Forma, color y tabicamiento de los conidios

a.- Los tipos de fructificacién forman la base para establecer dentro de 1los
Deuteromyvcetes cuatro Ordenes-forma

1. 0. Sphaeropsidales : forman picnidios.

2. 0. Mefanconiales : forman acervulos.

3. 0. Moniliales : dentro de este orden incluimos a todos ltos Deutero-
mycetes que se reproducen de otro modo; por gemaciSn,fragmentacidn
de las hifas en oidios, conidioforos libres, esporodoquios o sine-
mas .

4. 0. Mycelia sternilia: grupo de hongos en los que no se conoce coni
dios ni otras células reproductoras. En alguno de estos se ha des-
cubierto su estado perfecto, resultando ser Basidiomycetes. Este
grupo es tan heterogeneo que no interesa organizarlos en familias-

forma.
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0. Sphaeropsidales

Este orden 1o forman los hongos imperfectos que producen los conidios
dentro de cuerpos globosos o en forma de botella, 1lamados picnidios.

Los conidiogornos de los picnidios son muy cortos por 1o general o ss-
tin ausentes, en bocos casos son largos y muy ramificados. Siempre nacen de
las células internas de 1a pared picnidial.

La pared picnidial es seudoparenquimatosa.

Los picnidios pueden estar completamente cerrados o tener un ostislo
{apertura).

La variacién de la estructura picnidial sirve para delimitar los diver
sos géneros-forma de los Deuteromycetes con picnidio.

Para 1a identificacidn de los géneros-forma pertenecientes a este or
den-forma hemos seguido el manual de Barnett {22) identificando los género::

Phoma

Peyronellaea

Chaetophoma
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Phoma Ap. Deam.

Sus hifés son oscuras, presentando a veces clamidosporas unicelulares
o pluricelulares.

Los picnidios son de color oscurc de forma globosa u ovoide estando al
go aplastados.

Tienen ostiolo.

Los conidioforos apenas son visibles.

Los conidios son hialinos, unicelulares y ovoides.

Su habitat normal es el suelo o bien como parasito de vegetales.



Pho
ma sp. 5a
Ce.

»
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Peyronellaea sp. Goidanich

£1 micelio forma clamidosporas multicelulares que pueden tener posi-
ci6n terminal o intercalar.

Los picnidios presentan una gama de color que va del marron al negro,
su forma es redondeada con un pequefio ostiolo.

Los contdios son unicelulares, hialinos en un .principio, pudiendo cam
biar paulatinamente hacia tonalidades negras, su forma va de ovoidal a elipti
ca.

Dentro del género hay especies que son saprofiticas y otras pardsitas.
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Peyronetlaca sp. Goidanich
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Chaetophoma sp. Cooke

E1 picnidio es de color oscuro, de pequefio tamafio, pudiendo presestar
forma globosa e irregular, no tienenAostiolo. Se presentan en masas mds O me-~
nos densas asentadas sobre otras coloreados de verde oliva.

Los conidios son hialinos, unicelulares, de tamafio pequefio y de forma

ovoide. Las especies de este género son saprofiticas pﬁra las plantas.



1

Chaetophoma sp. Cooke
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0. Metanconiales

Todos los Melanconiales pertenecen a la familia - forma Melanconiaceae.
Muchos son pardsitos de plantas, causando un grupo de enfermedades 1lamado an
fracnosis. Los acervulos, que son las estructuras caracterfsticas de este gry
po, generalmente se desarrollan debajo de la cutfcula o debajo de 1a epider-
mis del hospedador; haciéndose eruptivas cuando maduraﬁ.

Perteneciente a este orden nosotros hemos identificado un género:

Epicoccum

Epicoccum sp. Link ex Fa.

Sus conidias son pigmentadas, normalmente oscuras, truncadas en la ba
se y a menudo multiseptadas, con tabiques longitudinales y transversales. Es-
te tipo de conidia recibe el nombre de dictyosporaz. Su forma es esférica o am

pliamente claviforme presentando una superficie verrugosa.
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Epicoccum sp. Link ex Fr.
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0. Moniliates

Constituye el orden-forma mds amplio dentro de los Deuteromycetes,con
tando con mis de diez mil especies. Es de gran importancia para el homre ya
que incluye gran cantidad de especfes patSgenas al organismo humano, animales
y plantas, ademds de pertenecer a este grupo hongos de gran interés {inius-
trial. '

Von Arx (250) bas&ndose en el tipo de conidias que forman, lo e¢ivide

en diferentes grupos que pasamos a detallar.

EL primen grupo que establece, es el formado por los géneros en los
que el micelio presenta conexiones Laterafes o son parecidos a bas.idiomgeetes.
dentro de este grupo incluye al género Sporcbolomyces, aislado en nuestro tra
bajo, pero al que por razones pridcticas, siguiendo el criterio de Lodder(150)
para su identificaci6n, hemos incluido dentro de las levaduras, las cuales se

rén tratadas m&s adelante.
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€L segunde ghupo: 1o constituyen los géneros que forman artrosporas.
En el presente estudio, el género que hemos identificado pertenecien-

te a este grupo es el género Geotrichum

Geotrichum sp. Link ex Pens.

Es un hongo dism6rfico.

Sus colonias son blancas o de colores claros pudiendo presentar aspec
to Tevaduriforme o mileciar, con un micelio aéreo normalmente limitado.

La principal caracteristica del género, es que el micelio se fragmen-
ta por completo, en trozos pequefios unicelulares de forma mis o menos cilin-
drica, que son las llamadas artrosporas.

Carece de conidioforos.

"



P




10p
[ ——

e

%IDOOO e
O’.J:DCI:&

" Geotrichum sp.Link ex Pers.

OQOQCQ

"



- 94 - -

EL grupo tercero es el formado por los géneros en los que las cond-
dias nacen en sucesidn basipeta, a este tipo de conidias se jes 1ama phiafos
poras o phiakoconddins.

Los géneros pertenecientes a este grupo que hemos identificado en el

presente trabajo son:

Trichothecium
Acremonium
Gliomastix
Verticillium
Cylindrocarpon
Fusarium
Aspergillus
Penicillium
Paecillomyces
Stachybotrys
Trichoderma

Scopulariopsis

Los cuales pasamos a describir a continuacién.
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Trichothecium sp. Link

Y dentro de este género la especie Trichothecium roseum.

Sus colonias se extienden mucho sobre el medio, siendo de color bian-
co al principio, torndndose poco a poco de color rosa clarec.

No presentan espordforos diferenciados, formindose las fialides en hi
fas no diferenciadas. .

Los esporéforos son erectos con racimos terminales de esporas hiali-
nas nacidas obliteradamente en las células conidiogenas filamentosas.

Las esporas son bicelulares, irregularmente ovales, con una proyeccidn

peciforme en el punto de contacto con 1a célula conidiogena.

"
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Acremonium 8p. Link ex Fr.

Las colonias son normalmente blancas o de colores pdlidos, por 1o ge
neral algo viscosas.

Presentan fialides alargadas mis anchas cerca de 1a base con forma de
frasco. Estas arrancan a forma de ramas de todos 1os puntos de las hifas ras-
treras. Estas fialides se afilan graduvalments en el exfremo, separdndose suce
sivamente los conidios que por una segregacidén de un l1iquido viscoso quedardn
reunidos en masas. También pueden formar cadenas. Estos conidios son unicelu-
lares.

Las caracteristicas que diferencian a este género del Gliomastix son:

. E1 color de las colonias que eneste género es mds claro que en Glio
mastix

. y el color de las esporas que en Acremonium son hialinas y en Glio-

mastix son oscuras.
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GLiomas tix sp. Gueguen
Género con caracterfsticas muy similares al Acremonium diferencidndo-

se en los puntos que ya hemos sefialado anteriormente.

"
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VertiollLium sp. Nees ex Link.

Las colonias de 1os mohos pertenecientes a este género pueden presen-
tar diversos colores.

Los conidioforos estdn ramificados formando verticilos mis o menos
irregulares.

Sus fialides estdn ensanchadas en la base, afﬁéndose gradvalmente ha
cia Ta punta de donde nacen las conidias. Las conidias son unicelulares, hia-
linas de forma ovoide o elfptica. Pueden presentarse solas o agrupadas en ca-

bezas alrededor de las fialides, estas cabezas forman masas mucilaginosas.

"



104

0
Q W

P

1o, QQ

— 00
00

080 )

Verticiuium SP- Nees ex Link



- 105 -

Cylindrocarpon sp. Wollenw

Las células conidiogenas nacen en posicidn Tateral o terminal sobre
las hifas que les dan lugar o bien reunidas en grupos terminales de ramas de
conidioforos cortos.

Las fialides se ensanchan en 1a base estrechdndose paulatinamente has
ta la punta. }

Pueden presentar dos tipos de conidias:

- Las maeroconidias que son las tfpicas y caracterfisticas de este géne
ro, siendo pluricelulares generalmente, hialinas, rectas o arqueadas,cilindri
cas o un poco fusiformes, y redondeadas en los extremos (este es el caracter
diferencial con el género fusarium).

" A veces presentan

- microconidias, siendo estas hialinas, uni o bicelulares, y de forma
van de ovoides a elfpticas.

Pueden formar clamidosporas que son globosas de color hialinas a bei-
ge, solitarias o formando cadenas, estas se pueden presentar tanto en las hi

fas como en las macroconidias.
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Fusanium sp. Link ex Fn.

Las fialides son simples, naciendo de las hifas en posicion lateral,
terminal o bien reuniéndose en grupos terminales de ramas de conidioforos cor
tos, por 10 que parecen esporodoquios.

E1 caracer comin a todas las especies del género y a 1a vez el que los
distingue de otros es la forma y caracteristicas de las macroconidias, pluri-
celulares, hialinas, ligeramente arqueadas o falciformes, subcilindricas o fu
soides, de extremos puntiagudos y pediformes en la base, los septos son trang
versales, incoloros o de color pdlido, nunca oscuros.

Ademds de los macroconidios, muchas especies producen microconidios
que son generalmente unicelulares aunque a veces pueden tener dos o tres célu
Tas. Son hialinos y de forma fusoide o ligeramente curvada.

También pueden formar clamidosporas unicelulares o bicelulares, termi
nales o intercalares, formdndose en el micelio o en las macroconidias.

Para 1a identificaci6n de las especies de este género, son caracteres
a considerar: La forma de los macroconidios el tamafio y el n° de septos. Tam-
bién presentan interés taxonémico, la presencia o ausencia de microconidias y
de clamidosporas.

Un trabajo consultado sobre dicho género es el de Booth (31).
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Asperngillus Mich. ex Fr.

Las colonias segtin las especies presentan una gama muy amplia de colo
raciones y de formas.

E1 micelio, su coloracién puede ir de incolora a tomar tonos pdlidos,
brillantes o bien formando concreciones superficiales de materias colorantes.

Sus hifas son septadas tanto en la parte sumeréida como en la aerea.

Las ramas fértiles, 1lamadas pedinculos, se originan en células mice-
liares de pared gruesa, denominadas células basales, los pedinculos salen mds
o menos perpendiculares a las células basales.

La pared de los pedinculos puede ser lisa o rugosa; estos acaban enun
engrosamiento, vesicula, que toma distintas formas segin la especie, pudiendo
ser globosa, redonda, claviforme hemisférica o ser simplemente un pequefio en-
grosamiento del pedinculo.

En el caso de los Aspergillus uniseriados, 1a vesicula lleva en toda
su superficie o en la parte superior,a partir de una determinada altura, una
serie de fialides. Y en el caso de los Aspergillus biseriados, flevan sobre la
vesfcula unas células intermedias que son mis o menos cilindricas, Tlamadas me
tulas y sobre ellas las fialides. Tanto las fialides como las metulas proce-
den de la superficie de la vesfcula.

Los conidios se segregan uno tras otro de los &pices de las fialides,
formando cadenas no ramificadas. Algunas especies producen peritecios, de inte
rés taxonémico. Otras forman esclerotios, de menos interés taxon6mico.

Para la identificacién de las distintas especies de este género hemos
seguido las monograffas de Raper (196) y Thom (232). Las especies que hemos
aislado son: A. niger, A. awamori, A. clavatus, A. fumigatus, A. parasiticus,

A. oryzae, A. terreus, A. versicotor,

L1
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Fenicillium Link“ex Fa.

Las colonias suelen ser verdosas, pudiendo presentar otras tonalida-
des.

E1 micelio vegetativo puede ser incoloro o en colores pdlidos o bri-
1lantes pero nunca oscuros. Es tabicado en parte supmergido y en parte aereo.
La porcién aerea puede estar muy enmarafada, o sueltaménte flecosa o formndo
cordones con las hifas.

Las hifas fértiles, arrancan del micelio sumergido en posicién mis o
menos perpendicular al mismo pudiendo estar sueltas entre sf, formando fascf-
culos o reunidas compactamente constituyendo coremios. Estas hifas fértiles pue
den ser lisas o rugosas, terminando en Ta ﬁarte superior en un verticilo d ra
mas en forma de pincel (de donde le viene el nombre al género).

E1 verticilo puede ser sencillo y en este caso, sobre el §pice de la
hifa fértil nacen las fialides que a su vez van a dar lugar a las esporas, a
esta estructura responden los Penicillium monoverticilados. O bien el final de
la hifa férti) puede presentar una ramificacidn una o varias veces verticila-
das, sfendo el verticilo terminal el de fialides, que dardn lugar a las espo
ras, esto bes en el caso de los Penicillium diverticilados.

Los conidios se producen por escisi6n del dpice de las fialides v for
man cadenas no ramificadas de esporas, como en el género Aspergillus.

La forma de las esporas puede ser: globosa, ovoide, elfptica o piri-
forme, pudiendo presentar la superficie 1isa, rugosa o espinosa. Por reglt ge
neral son de color verde aunque pueden tomar también tonos p§lidos e incluso
ser incoloros. Algunas especies producen peritecios y otras esclerotios.

Las diferencias esenciales entre los géneros Aspergillus yPenicillium

son:
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. E1 que el género Aspergillus forma la vesfcula en la parte apical de
la hifa fértil

. y el que en el género Aspergillus existen las células basales carac
teristicas.

Para la identificacif6n de las distintas especies de este género hemos
seguido la monograffa de Raper (197). Las especies que hemos aislado son: P.
chrysogenum, P. frecuentans, P. urticae, P. nigricans, P. expansum, P. livi-

dum, P. roqueforti, P. citrinum, P. novae-zeelandiae, P. digitatum.
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Paecifomyces sp. Bain

Sus colonias pueden tener color blanco, resa pdlido, 1ila o pardo ama
rillento, pero nunca verdes. Presentando una textura compacta, flecosa o funi
culosa.

Las estructuras reproductoras pueden presentar distintos grados de com
plejidad. Los conidioforos no presentan ensanchamiento'apica1. Las fialides tie
nen forma de botella presentando un estrechamiento en la parte apical, donde
se producen las esporas que son generalmente ovales y forman cadenas largas y

secas.
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Stachybotrys sp. Cornda

Las colonias que se forman son al principio de color claro, torndndo-
se luego oscuras.

Sus hifas vegetativas son hialinas.

Los conidioforos, inicialmente son hialinos, volviéndose negros poste
riormente. Presentan un verticilo terminal de fialfdes; que son ampliamente
clavadas en un ensanchamiento cerca del &pice que es redondeado.

Las esporas nacen de las fialides siendo unicelulares, globosas y es-

pinosas.
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Trichodetuna Ap. Pens. ex Fa.

Las colonias crecen con rapidez por regla general en los medios de cul
tivo usuales, recubriendo toda su superficie, al principio blanca y translici
da, torndndose luego mis flocosa, compacta y con zonas que toman una colora-
cidén verde, esta tonalidad es debida a Ta concentracitn de esporas maduras. Al
gunas cepas segregan pigmento al medio, este no colorea el micelio, teniéndo-
se gue ver por el reverso de la placa.

Una caracterfstica comin a muchas especies del género es el olor a nuez
de coco.

El1 micelio es hialino, septado y muy ramificado. En muchas especies se
forman clamidosporas que aunque suelen ser intercalares también se presentan
en posfcién terminal.

E1 contdioforo es muy ramificado de forma regular. Forma zonas en las
que la produccidn de conidios es m&xima. Por regla general en el &pice de ca-
da rama nace una fialide.

Las fialides tienen forma de botella, estrechas en la base y en el &-
pice, presentan un ensanchamiento central.

Los conidios o fialosporas son unicelulares, de forma globosa o elfip
tica con la superficie que puede ser 1isa o rugosa, con tendencia a agruparse
en cabezas conidiales.

Para la identificacidn de las especies de este género, nos hemos basa

do en Ta monograffa de Rifai (202).
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Scopulaniopsls sp. Bain

E1 color de las colonias oscila segiin 1a especie entre varios tonos py
diendo ser blanco, amarillo, pardo, pardo intenso, grisaceo o practicaménte ne
gro. No tomando nunca la coloracién verde.

Las estructuras reproductoras presentan formas muy variadas, pudiendo
ir de peniciladas a simples aneléforas que nacen de hifas aereas. Lacélula co
nidiogena no es una fialide, sino como ha demostrado Hughes (124) es una ane-
16fora. Las células conidiogenas nacen normalmente de conidioforos no ramifi
cados, presentando frecuentemente anillos en la parte apical de 1a misma.

E1 caracter mis sobresaliente y distintivo del género es el conidio que
tiene Ta base truncada y se separa de la célula conidiogena por un septo. Nor

malmente son pigmentados, pudiendo tener la superficie 1isa o rugosa.
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Scopulariopsis sp. Bain
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EL grupo cuarto neune a los géneros que se reproducen por bfastespo-
nas o blastoconidias.

Los géneros de este grupo identificados en el presente estudio han si
do:

Pépularia

Monilia

Septonema

Cladosporium

Aureobasidium

Oedocephalum

Botrytis

Alternaria

Helmi tosporium
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ae Papulatia Ap. Fr.

i-, Los conidioforos que presenta nacen de células globosas, son estrechos

en forma de cuerno o alargados.

Las conidias son unicelulares.
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Papularia sp. Fr.
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Monilia sp. Fers. ex Fn,

Género muy hetereogeneo, que se caracteriza por l1a produccién de cade
nas ramificadas de esporas en forma de cuentas.

Las hifas y conidioforos son anchos, normalmente de colores claros.

Los conidios son unicelulares de forma esférica o elfptica.

En el presente trabajo 1a especie que se ha aiélado ha sido la M. si-
tophila (Montagne Saccarde).

Esta especie forma colonias de textura suelta, de rdpida prolifera-
cidn, siendo at principio de color blanquecino torn&ndose rosado y después sal
mdn. E1 crecimiento es tan rdpido en &pocas con temperatura alta, que el mice

1io en 24 horas llega a salir de la placa de Petri.

“



Monilia sitophila (Mont-agne) Saccardo
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Septonema sp. Corda

Las hifas y conidioforos normaimente son de dos a cuatro micras de an
cho e incluso mis anchos cuando se empiezan a oscurecer.

Las conidias forman cadenas acropetas, pigmentadas y nacen en zonas de
hinchamientos intercalares.

Tabicadas, con septos transversales, estdn forﬁadas por una,dos o mds

células.
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Cladosporium Link ex Fnr.

Las colonias son densamente aterciopeladas, de color que varia entre
verde intenso, verde grisaceo oscuro y negro verdoso, con reverso negro azula
do opaléscente en la mayorfa de los casos.

Observando los cultivos en vivo, a pequefio aumento, se pueden ver las
formas arborescentes en que se disponen las esporas.

Las hifas y los conidioforos, normalmente miden de dos a cuatromicras
de ancho e incluso mids cuando 1legan a oscurecer. El1 conidioforo narmalmente
es recto y ramificado.

E1 micelio de las especies del género Cladosporium tiene la tendencta
a formar masas estromfticas, agregaciones mds o menos regulares en cuerpos glo
bulares o laminares de color marrén oscuro.

En el micelio se pueden formar clamidosporas que pueden ser simples o
formando cortas cadenas.

Las esporas cuando gérminan. producen yemas, recordando a las levadu-
ras, produciendose luego masas arborescenteé en cadenas muy ramificadas.

Las esporas j6venes son la mayorfa unicelulares y las mis viejas pue
den tener 2 o incluso mis células, divididas en tabiques transversales, estas
célylas no se pueden desprender entre sf.

La superficie de las conidias puede ser verrugosa o lisa segin las es
pecies. Tanto conidias como células conidiogenas son normalmente pigmentadas.

Anteriormente, el nombre de Cladosporium se reservd para designar a
las especies que formaban esporas tabicadas, 1lamindose Hormodendron a las es
pecies que tenfan las esporas unicelulares, en 1a actualidad no se hace esta
distincidn ya que se considera que en las primeras fases del desarrollo se pro

ducen mis proporcidén de esporas unicelulares y posteriormente aumenta la de
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pluricelulares.
En el presente estudio para identificar las distintas especies de es-

te género nos hemos basado en el criterio seguido por De Vries {251).
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Aureobasidium sp. Viala & Boyer

Presenta colonias levaduriformes, extendidas en el medio, de color os-
curo en toda su extensidn y coriaceas.

Los conidios se forman por gemaci6n naciendo simultaneamente de hifas
y de ramas hinchadas, 1a forma de los conidios es casi siempre oval.

La especie que hemos identificado en el presenie trabajo ha sido Au-

reobasidium pullulans,

”
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Oedocephalm Ap. Preuss.

La especie aislada e identificada por nosotros ha sido Oedocephalumbe
ticola. Esta, presenta una colonia que recubre toda la superficie del medio de
cultivo, con hifas muy sueltas, el color que le da a la superficie del medio
a Tos diez dfas de crecimiento es rosa salmdn.

Los conidioforos estén hinchados en la parte sﬁperior son hialinos sim
ples, erectos y en el &pice glohoso presentan gran cantidad de dentfculos so-
bre Tos que nacen los conidios, que también son hialinos, de forma gliobosa u
ovoide, tienen un saliente eﬁ 1a base que es por donde se insertan al conidio

foro.

[}



Ocdocephalum beticola Oud
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Botrytis Pens. ex Fr.

En los medios de cultivo usuales forman colonias que en un principio
son blancas, volviéndose al espo%u1ar color gris mis o menos intenso o un po-
co marronaceo, segiin las especies.

 Los conidioforos son rectos o flexuosos, de superficie 1isa, son rami
ficados, septados, dicotomizados o tricotomizados.

Las ramas finales generalmente terminan en un hinchamiento esférico o
mds o menos claviforme sobre el que se disponen pequeiios y cortos esterigmas
de Tos que nacen los conidios, que suelen ser unicelulares, hialinos o muy dé

bilmente coloreados, presentando una forma ovoide, subesférica o eliptica.
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Altenarnia sp. Nees ex Fa.

Las especies de este género presentan colonias que normalmente se ex-
tienden en toda 1a superficie del medio, tomando coloraciones oscuras.

Las hifas son septadas y también oscuras.

Los conidioforos pueden ser simples o irregularmente ramificados.

Las conidias son oscuras, irregularmente tabicédas, generalmente piri
formes u ovoides m&s o menos alargadas en el &pice, naciendo en cadenas acro-
petas. Su &pice a veces es ramificado.

La superficie de 1as conidias puede ser 1isa o mds o menos verrucosa.
Este tipo de esporas es denominado Dictyospora.

Para separar este género de los préximos a é1 se ha seguido los crite
rios propuestos por Simmons (215) y para la identificaci6n de las distintas es

pecies, el trabajo monogré&fico sobre el género de Joly (131).

"



Alternaria chartarum Preuss
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Alternaria tenuisima (Fries) Wiltshire
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Hedmiltosporium sp. Link ex Fr.

Algunas especies crecen bien en medios de cultivo produciendo hifas de
color oscuro, otras parecen ser estériles produciendo gran cantidad de mice-
lio hialino y p&lido.

Las células conidiogenas son rectas, formando cicatrices en sus pare
des que es de donde nacen las esporas, estas son pseu&oseptada‘s ¥ rodeadas nor
malmente de paredes gruesas y oscurecidas.

Las esporas son largas, irregularmente cilfndricas, y a veces estdn al

go afitadas en sus extremos.
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EL gnupo quinto reune a los géneros que producen aleuriosporas o cla-
midosporas .

Pertenecientes a este grupo hemos aislado:

Chrysosporium

Histoplasma

Nigrospora

Humicola

Trichophyton

Microsporum

Monodictys
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Chaysospornium sp. Corda

Micelio delgado, las conidias nacen intercaladas en el micelio, son de

pequefio tamafio y estd truncada en la base.

”
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Histoplasma sp. Darling

Es un hongo dimérfico, que puede presentarse en forma de levadura o en
forma de moho. En medios de cultivo, por ejemplo en Sabouraud o en Agar Malta
incubando a 22 °C se forman colonias con crecimiento miceliar lento, en prin-
cipio blancas volviéndose de color tostado cuando envejecen, el micelio aereo
es delgado y con tabiques. A

Los conidios nacen de un ensanchamiento que forma el conidioforo. Los
conidios son esféricos, de tamafio grande y en 1a superficie tiene unas forma-
ciones verrugosas. Pueden formar microconidias.

La especie que hemos aislado e fdentificado en este trabajo es Histo

plasma capsulatum.
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Histoplasma capsulatum Darling
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N.igrospora sp. Z.immerm

Las conidias nacen de un hinchamiento de Ta célula conidiogena.
Las conidias son oscuras, normalmente de color marrén o negras, unice

lular y de tamafio grande, presentan una forma globular aplanada apicalmente.
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Nigrospora sp. Zimmerm
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Humicola sp. Thaaen

Presentan un micelio septado, el conidioforo tiene un abultamiento su
perior.

Las conidias son unicelulares, oscuras por lo general de color marrén
0 negro, teniendo forma globosa, clavada o elipsoidal.

Puede presentar fialoconidias que son pequefas, elipsoideas o esféri-

cas.
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Humicola sp. Traaen
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Trichophuton 8p. Malmsien

Las colonias son extendidas y blanquecinas, con micelio septado. For-
ma macroconidias y microconidias. Las macroconidias son alargadas,cilfndricas
y multiseptadas con las células iguales entre si e hialinas.

Generalmente también se forman microconidias que son unicelulares y

truncadas en la base.
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Microsporum sp. Gruby

Su micelio es tabicado.

También forman macroconidias y microconidias. La macroconidia es mul-
ticelular con tabiques transversales gque separan células hialinas igué1es en
tre si. De forma fusiforme y de superficie verrugosa.

Suelen presentar microconidias que son de base truncada.
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Microsporum sp Gruby
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Monodictys sp. Hughes

De colonia pigmentada y no muy extendida.
Tanto el conidfoforo como 1a cé&lula conidiogena son indiferenciadas.
Los conidios tienen mds de dos células, con tabiques transversales y longitu

dinales, de forma redondeada.

"
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0. Micelia esternilia

Dentro de este grupo reunimos a todos Tos hongos que no tienen estruc

turas reproductoras conocidas. Por tanto es un grupo muy heterogeneo.
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Levaduras

La estructura vegetativa caracterfstica de los Ascomycetes, Basidiomx
cetes y Deuteromycetes es el micelio cenocftico.

Sin embargo, hay unos cuantos grupos dentro de estas clases que han
perdido en gran parte su forma miceliar de crecimiento, encontrindose normal
mente en forma unicelular. Tales organismos se conocen colectivamente con el
nombre de levaduras. Para la identificacién de las mismas hemos segquido los
criterios de Lodder (150).

Las levaduras que han aparecido con mds frecuencia en el presente es
tudio, han sido:

Chryptococcus

Candida

Saccharomyces

Rhodotorula

Sporobolomyces

Bullera

Incluyendo todas las otras cuya frecuencia de aparicidn fue mis baja

dentro de un grupo que hemos 1lamado:"lLevaduras en general”.



Cryptococcus neoformans

. Células esferopsidales, ovales
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. Reproduccidn por yemas multilaterales

. No forma pseudomicelio

. No produce telidosporas, balidosporas o ascosporas

. No fermenta los azucares

. Asimilaci6n de compuestos carbonados:

Glucosa +
Galactosa +
L-Sorbosa +
Sacarosa +
Maltosa +
Celobiosa +
Trehalosa +
Lactosa -
Melibiosa -
Rafinosa +
Melezitosa +
Inutina -
Almid6n soluble +

D-Xilosa +

. Asimilacién de compuestos nitrogenados:

Nitrato potdsico -
Nitrito potdsico -
. Crecimiento a 37 °C +

. Licuacién de l1a gelatina -

L-Arabinosa +

D-Arabinosa 4

D-Ribosa +

L-Rhamnosa

Etanol +

Erithritol

Ribitol

+

Galactitol

D-Manitol

D-Glucitol

Salicina +

Ac. succinico +

+

+

+

+

+

Ac. cTtrico +

Insitol

+

"
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Rhodotorula glutinis var. gluiinis

. Colonias de color anaranjado rosaceo.
. Células ovoides o alargadas

. No forma pseudomicelio

. No fermenta los hidratos de Carbono

. Asimilacidén de compuestos de carbono:

Glucosa +
Galactosa +
L-Sorbosa +
Sacarosa +
Maltosa +
Celoblosa +
Trehalosa +
Lactosa -
Melibiosa -
Rafinosa +
Melezitosa +
Almidén soluble -
D-Ribosa +

. Asimilaci6n de compuestos de Nitrégeno:

Nitrato potdsico + ‘
Nitrito potdsico +

L-Rhammosa +
Etanol +
Glicerol +
Ribitol +
D-Manitol +
D-Glucitol +
Salicina +
Ac; Succinico +
Ac. cftrico +
L-arabinosa +
D-arabinosa +

Inositol -



Rhodotorula glutinis var glutinis
(Fress)Harrison

Cryptococcus neoformans
(Sanfelice) Vuil.
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Candida albicans

. Forma colonias de color crema
. Células ovoidales
. Forma pseudomicelio y a veces micelio

. Fermentacifn de compuestos de carbono:

Glucosa + Lactosa -
Galactosa + Melibiosa -
Sacarosa - Rafinosa -
Maltosa + Melezitosa -
Celobiosa - Inulina -
Trehalosa -

. Asimilaci6n de compuestos de carbono:

Glucosa + D-Ribosa -
Galactosa + L-Rhamnosa . -
Sorbosa + Etanol +
Sacarosa + Erythritol -
Celobiosa + Galactitol -
Maltosa + D-Manitol +
Trehalosa + D-Glucitol +
Lactosa - Salicina -
Melibiosa - Ac. succinico -
Rafinosa - Ac. cftrico -
Inulina - L-Arabinosa -
Almidén soluble + D-Arabinosa -
D-Xylosa + Inositol -

. Asimilacién de compuestos nitrogenados:

"

Nitrato potdsico -
Nitrito potdsico -
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Saccharomyces cerevisiae

. Colonias de color crema

. Las células son esféricas u ovoides

. Puede formar pseudomicelio, no To ha formado

. No forma micelio

. Forma pelfcula en la superficie de un medio 1fquido, después de una incuba-
cién prolongada

. Produce ascosporas que son esferopsidales

. No utiliza los nitratos

. Fermentacidn de hidratos de carbono:

Glucosa + Melizitosa +
Galactosa + Insulina +
Sacarosa + Celulosa -
Maltosa + Trehalosa -
Melibiosa - Almid6n soluble -
Rafinosa +

. Asimilaci6n de compuestos carbonados:

Glucosa + Insulina +
Galactosa + Almidén soluble -
L-Sorbosa - D-Xylosa -
Sacarosa + L-Arabinosa -
Maltosa + D-Arabinosa -
Celobiosa - , Glicercl -
Trehalosa + Ribitol -

Lactosa - ' Salicina -

Melibiosa - Ac. succinico -
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Rafinosa +

Melizilosa -

. Asimilacién de compuestos nitrogenados:

Nitrato potisico -

Ac. citrico

Inositol -
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Bullera

. Reproducci6n por yemas y por formacién de simétricas, esféricas, ovoides o
apiculares ballestosporas
. No forma pseudomycelio ni micelio

. No fermentadora de los hidratos de carbono

Bullena tsugae

. Asimilaci6n de hidratos de carbono:

Glucosa + D-Arabinosa -
Galactosa - D-Ribosa -
L-Sorbosa + L-Rhammosa
Sacarosa + Etanol +
Maltosa + Glycerol +
.Ce1obiosa + ’ Erythritol -
Trehalosa + Ribitol -
Lactosa + Galactitol -
Melibiosa - D-Manitol +
Rafinosa - D-Dulcitol +
Inulina - Salicina +
Almid6n soluble - Ac. succinico +
D-Xilosa - Ac. cftrico +
L-Arabinosa - Inositol -

. Asimilacién de compuestos nitrogenados:
Nitrato potdsico +
"

Nitrito potdsico +

. Licuacién de 1a gelatina -
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Sporobolomyces roseus

. Forma colonias de color rosa anaranjado
. Forma pseudomicelio rudimentario

. No forma micelio

. No fermenta los compuestos carbonados

. A;imi]acidn de los compuestos carbonados:
Glucosa +

Galactosa +

Sorbosa +

Sacarosa +

Maltosa +

Celobiosa -

Trehalosa +

Lactosa -

Melibiosa -

Rafinosa +

Melezitosa +

Inulina. -

Almiddn soiuble +

. Asimilacién de los compuestos de Nitrégeno:
Nitrato potdsico +
Nitrito potésico +

. Crecimiento a 37 °C -

. Crecimiento a 30 °C -

D-Xylosa +
L-Arabinosa +
D-Arabinosa +
Erythritol -
Ribitol +
Galactitol -
D-Manitol +
0-Glucitel +
Salicina +
Ac. succinico +
Ac. cftrico +
Inositol -
Etanol +

Glicerol +



Bullera tsugae Derx

=,
BD&Q

f /O%

Sporobolomyces roseus
Kluyer et van Niel.



V.3 RESULTADOS MEDIO FISICO

V.3.1 METEREOLOGIA

V.3.1.1 Direccién del viento

Para este pér&metro se han estudiado porseparado’1os cuatro observato
rios. Los histogramas que representan la direccién del viento,len todos ellos
dan una distribucidn bimodal Fig. M.1 . Presentando una direcci6n del viento
dominante y otra menos frecuente, a 10 largo del periodo de observacién.

La direcci6n del viento presenta las siguientes correlaciones con los
otros pardmetros estudiados Fig. M.2. Dellas cuales se consideran significati

vas, positiva o negativa, segiin el signo, las subrayadas.
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V.3.1.2 Velocidad del viento

Se mide en Km/h.

a) Velocidad médxima del viento

A 1o largo del periodo de observacién se distribuye segiin el Histogra
ma representado en la Fig. M.3 '

La tabla de correlacidn de esta variable con las otras estudiadas vie-
ne.representada en la Fig. M.4. Considerando como significativas las subraya-

das.

b} Velocidad minima del viento
Se representa en el Histograma de la Fig. M.5
Teniendo las correlaciones lineales representadas en la Fig. M.6. Son

significativas las que se subrayan.
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v.3.1.3 TemEeratura

La temperatura viene dada en °C x 10, por tanto en el grdfico de los
histogramas cuando se dice que en un observatorio la temperatura midxima es de
243 y Ta minima de 9, esto nes indicars que los 1imites de temperatura paraes

te observatorio son 24,3 °C y 0,9 °C.

a} Temperatura media
Histograma Fig. M.7

Tabla correlaciones Fig. M.8

b} Temperatura méxima
Histograma Fig. M.9

Tabla correlaciones Fig. M.10

¢} Temperatura minima
Histograma Fig. M.11

Tabla correlaciones Fig. M.12
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V.3.1.4 Humedad Relativa

Medida en %

a) Humedad Relativa media
Histograma Fig. M.13

Tabla correlaciones Fig. M.14

b) Humedad Relativa mdxima
Histograma Fig. M.15

Tabla correlaciones Fig. M.16

¢) Humedad Relativa minina
Histograma Fig. M.17

Tabla correlaciones Fig. M.18
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V.3.1.5 Presidn atmosférica

Medida en mm Hg.
Histograma Fig. M.19

Tabla de correlaciones M.20

V.3.1.6 Horas de Sol

En horas
Histograma Fiqg. M.21
Tabla de correlaciones Fig. M.22

Vv.3.1.7 Pluviometrfa

Medida en litros
Histograma Fig. M.23

Tabla de correlaciones Fig. M.24
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V.3.2 CONTAMINANTES

V.3.2.1 Niveles de sulfuroso

Se mide en j g/m3
E1 histograma, la media y 1a desviacion tfpica de cada una de Tas es

taciones viene dada en la Fig. C.1

V.3.2.2 Niveles de partfculas respirables

Se mide en f" g/m3
Histogramas, medias y desviacién tipica Fig. C.3

Tabla de correlaciones Fig. C.4

v.3.2.3 Niveles de Mezcla

Viene dado por un nimero, que se deduce de 1a expresitn

5 0,) [Partfculas)

1000
Histogramas, medias y desviacién tfpica Fig. C.5

Tabla de correlaciones Fig. C.6

V.3.2.3 Niveles de MonSxido de Carbono

Medido en mg/m3
Histograma, medias y desviacidn tfpica Fig. C.7

Tabla de correlaciones Fig. C.8
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V.4 RESULTADOS REFERENTES A LA POBLACION FUNGICA

V.4.1 RELACION DE PORCENTAJES DE DIAS EN QUE APARECEN COLONIAS DE LOS DISTIN

TOS GENEROS ENCONTRADOS

Esta relacién se resume en la tabla G.1; en ella se hace referencia a
los dos mStodos de muestreo sobre medfos de cultivo que se han empleado.
A la vista de la tabla G.1, tomamos un criterio de seleccién que nos

divide la poblaci6n fungica en:
Hongos que constituyen La §Lora nonmak :

Que son aquellos encontrados al menos el 10% de los dfas en dos o més
estacliones de observacién.

Los géneros que la forman son: Cladosporium, Micelia sterilia, Alter-
naria, Penicillium, Cryptococcus, Aspergillus, Candida y Levaduras en general,
estos cumplen la condicién para los dos métodos de muestreo. Ademés para el mé

todo Volumétrico hay que afiadir, los géneros Botrytis y Aurecbasidium.
Hongos que constituyen La §lora esporddica o poco grecuente:

 Se incluyen en este grupo los géneros que se encuentran en proporcidn
inferior a1 10% de los dfas muestreados, en mis de dos estaciones de observa-
cién.
La flora normal se distribuye a 1o largo de todo el afio con unas de-
terminadas frecuencias y caracterfsticas dentro de cada observator%o.
Este grupo va a ser el mis ampliamente estudiado en el presente traba

Jjo.




TABLA. G 1.
PORCENTAGE

COLGCNIAS OE LOS DISTINTOS

2

De  DIAS

EN QUE APARECEN
GENEROCS

METODOSI GRAVIME TRIC O VOLUMETRICO
observatories] Sy CcP y L S J cp 4 L
cladosporiutd 46 56 63 51 45 S8 70 83
miceliaslerifio) 45 55 52 1 42 55 54 59 66
alternarioll 30 43 61 37 49 53 62 67
enicilitumfl 24 22 15 29 29 34 24 60
crytococcus i 16 21 14 21 36 42 18 J6
aspergillusj 11 4 18 20 15 22
candjda 8 9 19 38 22 46
| Jevadurgsgralll 8 2] '8 } 30 | 43 | 28
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0
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Hongos que conslituyen fa fLora nonmal

Géneno CLadospornium

Método Gravimétrico

. Representacién del Histograma de frecuencias, mediay desviacidn tfpica.
Fig. Hg.1
. Estimacién de Proporciones
Las muestras obtenidas en los observatorios de Sanjurjo, Ciudad de los
Periodistas y Legazpi tienen estadfsticamente la misma proporcién estimada en
tre el 46,77 % y 55,31 % con el 95% de confianza.
Para la estacidn de Veterinaria la proporcidn estimada estd entre 58,6
yel 67,4 %.
. Tabla de correlaciones significativas del n° de colonias del género Cla

dosporium con cada una de 1as demds variables consideradas.

SJd cp v L

Direcci6n viento - 0,22
Vel.mfn. viento - 0,28
Vel.méx. viento - 0,27
Temp. media 0,24 0,33
Pluviometrfa 0,22

S 0, - 0,30 - 0,28 0,24

Mezcla - 0,21 - 0,20

co 0,38

. Representacidn de 1a distribucidn en el tiempo. Fig. Dg.1

1



PG
- 235 .

M2todo Volumétrico
. Histograma de Frecuencias, media y desviacidn tfpica Fig. Hv.l
. Estimaci6n de la media
. La media estimada con un 95 % de confianza estd comprendida para cada
uno de los observatorios entre los stguientes valores
Sanjurjo: 1,53 y 2,23
C. de los Periodistas: 2,56 y 3,42
Veterinaria: 4,78 y 8,24
Legazpi: 5,40 y 8,70
. Estimacién de las proporciones
Los obsgrvatorios de Sanjurjo y Ciudad de los Periodistas, tienen la
misma proporcitn estadfstica estimada entre: 44,99 y 57,43
Los observatorios de Veterinaria y Legazpi tienen la misma proporcién
estimada entre 69,45 y 81,01,
. Tabla de correlacicnes significativas del n° de colonias del género

Cladosporium con cada una de las Qemds vartables consideradas.

Sd cp v L
Direccitn del viento -0,20{- 0,36 | - 0,25
Temperatura media 0,28 0,48 0,24
Humedad media . 0,25
Pluviometria ' 0,22
S0, - 0,20 |- 0,25
co 0,24 0,23

. Distribucién en el-tiempo. Fig. Dv. 1
. Comparando los dos métodos por las proporciones estimadas, tenemos que

las muestras no tienen 1a misma proporcién estimada.



21!

1°6H

L2}
Fis.1 A 1) e
6100 90% [3

oppo°-o @s551°01

0303323 3 *R0Nd Dityn 3 IwndS N¥aw 30

6Ly

ZA%L" pubOE wioL
EO20°299¢¢ NIH) Y
19240261 LHELVEL]

SIUPNDS S0 WS

14

Wikl bin
[RITY P37 Y
L
Ta30 S

LR TS

(370vIyvA ¥341)3 W04 $300) Vv1d34S 4 O30NTIXI SISVI) UINELRLD SéNdY T

v*o

Whnl it
(LT8R A7 Y
N

Ty
LLETY

3SIMNINLD SeN “See HLIR SUNINIOD A34) A) SowW AU UILHBU IuY Shrdw alibYY

oo 0°0 oo
o000y 000°0$ von° 8L
000°661 000°901 onocelLl
857 L4138 LATeS
[ 1 T 4 6189 [17 241

Slssssnvsesssssssnesnss 19cessensorcrss s00es Dlesas .0
SENetErsretentosnosestl PVessistatssstsssstttisis SErsstssvusrsines
ssessrnne . "o LR ) (313 13
sosurstcrssesIbere sss0etraes
shpsseesseees .
LI TYTYS »e
. (11T IY T ] *
st L]
ses )
L d
.
»
»
.
L]
. cescesrgererrarrersrrraassesee ..
S W0 147v931 WYNIU3L3A 3dUVON 2
§37vA
0301713x3

seo 2 FIWYEUVA N3 NOLIYII 1 QVNLS

HIIM SYIN3WD §

iblesssvesnes

PR T

sesessl LU
ok s encecssenedrersidantni VU0
(2 XTY AT LT

etuND" S
el DOD "¢
*(000°21
eal 000G
«L QU H]
LUIE TTIAR ¥
*0U0°v2
ent2
1060p¢
1000°C€
(R
»HoL 6¢
02y
Lonu ey
(R0 Ag ]
onpcys
0002y
{ooL 1S
(000°D9
10009
1000 vy
oo ts
1000 2L
(RN MY
tuon-8e
10201y
1kl LdUl e

UF BIFNES

ATHVI VA dU NDLLV v



2% A

oo0p°0
©30332x3 4 *8Dwd

,::.r:.r:;
YEvonnousostoavsstsonss
voessossas i

[T AT TP Yy T

PO T P L I N AL R LR PR L R E AR LR Y

FA0VURL D

s 80
S3NvA
030N19%3

78

nSLL- 2y
$590°11 EYRE 392

O11¥Y 3 IWeDDS NFIW

I°AY "6ty

19y (A-LUME 211 ¥4 0!
I3 bSEE 16661 [J1DSA]
€ TEST EEZ2 N334 38
49 SINENIY S0 AN

L) Wit Ny
conTos [ZICAR 3 Y
411 b
(L1324 TAIG Y
0y NV 3n

£330 YA 34013 F04 53002 IviIeS 41 UIMNTI¥I SS9 GIulUmad Sdikemy 17§

ooe oy
00096
eoR*!
o0 1

00 00
0n0°0s 000° 91
000°§21 000 °91
8660 o817 ¢
gOs°9 9FR*2

]

LA ] witkl i e
oup*21 (TR 1
dup’zed L
s%0°2 “Adu

[ YA Ovaw

ISTMNIHIYD SoN S HAIRM JUTINIZD AW 41 Sek AW GdlOtsf 380 Shvdn oleny

e
ey

142v933

sen 2 FIACTUYA NI NDIAWDII3) VRIS stlbM SvINDI)

BU0eceesssssssstnrssses Feeven

AL ETE LS

SREBRSIYITEN DHRa0LsteIRI SRS

1GNP b=
1000 9=
[RACI A
DEsasasssescsrsonsseons Lhoserevecsrcvacncsarse 2/ adosnnsstesncsnnnusedl ('°¢

i DODY
sl D0G* 7
stDO ¢
sl OPN* 2]
[ U
e sl
tonrie
tonh e
tonnt2
jonneng
1000°ES
100098
1Onp pt
1000° 2y
10006
1000 R
tone* 1y
LU BAREY
10091 s
tonachy
(AR
S ILdUln

sense

A EnrMys

AThYlavA 30 NDLIY Wby,

[A]



1°6q "B

”

Idznbol ~——
DIIJDUIID} A ~——

sSD}sSIpolidd D - ——

olunlupns

0l

1 ¢l

{71

PDIP/sy109



1°AQ "oij

A v W a 0
I
1z
€
14
IS
19
1L
18
16
101
L
y l2l
. /
STy " § .
SD}S1p014ad D —mm N .o_u\
olinflups —— 102

B



- 241 -

0. Micelia stenilia

Método Gravimétrico
. Histograma de Frecuencias media y desviaci6n tipica Fig. Hg.2
. Estimacidn de Proporciones
Las muestras obtenidas en los cuatro observatorios tienen la misma pro-
porci6n estimada entre un 45,14 y un 52,47 con un 95% de confianza.
. Tabla de corretaciones significativas del n°de colonias aparecidas con

cada una de las variables consideradas .

SJ cp v L

Direccidén viento 0,25
Vel. mdx. viento 0,21 0,29
Temperatura medfa -0,16
Humedad media 0,20 0,23
Presidn -0,18 -0,16
Horas de sol -0,17 -0,18
Pluviometrfa 0,19

S 02 -0,18

Mezcla -0,17

. Distribucidn en el tiempo. Fig. Dg.2

Método Volumétrico
. Histograma de Frecuencias media y desviacién tfpica Fig. Hv.2
. Estimaci6n de la media
La media estimada para cada uno de loc cuatro observatorios estd en-

tre los valores que citamos a continuacidn:

$




t
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Sanjurjo: 0,64 y 0,95
C. Periodistas: 0,61 y 0,94
Veterinaria: 0,79 y 0,15
Legazpi: 1,23 y 1,90
. Estimaci6n de las proporciones
Las muestras recogidas para los cuatro observato}ios tienen 1a misma
proporcién estimada que estd entre 53,5 y 52,50 con un 95% de confianza.
. Tabla de correlaciones significativas de 1a variable n°de colonias de

Micelia sterilia con todas las otras.

SJ cp v L

Direccidn viento 0,23 0,36
Vel. mix. viento 0,23 0,20 0,37
Humedad media 0,19
Presién -0,25
Partfculas -0,20 | -0,30
Mezcla -0,27

co -0,27

. Distribucién en el tiempo. Fig. Dv.2 ’
. Comparando 1a estimacidn de las proporciones por los dos métodos Gra-
vimétrico y Volumitrico, se puede decir que las muestras no tienen la misma

proporcifén estimada, esto quiere decir que las muestras son distintas.
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Génerno Abternaria

Método Gravimétrico
. Histograma de Frecuencias media y desviacién tipica. Fig. Hg.3
. Estimaci6n de las proporciones.

Las muestras recogidas en los observatorios de Sanjurjo, Ciudad de los
Periodistas y Legazpi tienen la misma proporcidn estimadé entre el 32,69 y el
40,93.

La proporcitn estimada para el observatorio de Veterinaria estd entre
el 69,83 y 53,5. '

. Tabla de correlaciones lineales significativas de la variable n°de co

lonias de Alternaria con todas las demds estudiadas.

SJd cp v L

Temperatura media 0,17

Humedad m&xima -0,16

Horas de sol 0,16 0,20

50, -0,16 -0,25 -0,25
Partfculas -0,21

Mezcla -0,26 -0,19

co 0,20

. Distribucién en el tiempo. Fig. Dg.3.

Método Volumétrico
. Histograma de frecuencias media y desviacidn tipica. Fig. Hv.3
. Estimacién de 1a media.

La media estimada para cada uno de los observatorios estd comprendida
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entre los siguientes intervalos:
Sanjurjo: 0,51 y 0,76
C. Periodistas: 0,63 y 0,98
Veterinaria: 0,93 y 0,45
Legazpi: 1,32y 2,30
. Estimaci6n de las proporciones.
Las muestras de los cuatro observatorios tienen la misma proporcictn es
timada entre 52,63 y 61,65.
. Tabla de correlaciones lineales significativas de la variable n°deco

Tonias de Alternaria con todas las demds estudiadas:

‘ SJd cp v L
Direcci6n viento -0,22
Temperatura méx. 0,22 0,22 0,17
Humedad media -0,32 -0,27 -0,18
Horas de sol 0,28 0,25 0,21
Pluviometrifa -0,17

. Distribucién en el tiempo. Fig. Dv.3
. Comparando los dos métodos de muestreo, la estimacién de las propor-

ciones son estadisticamente diferentes.
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Genero Pendceiflium

Método Gravimétrico
. Histograma de Frecuencias, medias y desviacibn tipica. Fig. Hg. 4
. Estimacidn de las proporciones.
Las muestras de los cuatro observatorios tienen 1a misma proporcién es
tadfstica estimada entre 19,18 y 25,29,
' . No se adjunta 1a tabla de correlaciones lineales significativas del n°
de colonias de Penicillium con las demds variables consideradas, ya que no hay
ninguna correlacién significativa.

. Distribucién en el tiempo Fig. Dg.4.

Método Volumétrico
. Histograma de Frecuencias,media y desviaci6n tipica. Fig. Hv.4.
. Estimacién de 1a media.
La media estimada para cada uno de los cuatro observatorios es
Sanjurjo: 0,89 y 2,64
C. Periodistas: 1,05y 2,97
Veterinaria: 0,87 y 1,40
Legazpi: 2,62 y 5,42
. Estimacién de las proporciones.
Los observatorios de Sanjurjo, C. de los Periodistas y Legazpi han al-
canzado 1a misma proporcidn estimada entre los valores 24,15 y 33,29,
Para 1a estacién de Legazpi la proporci6n estimada estd entre los valo
res 60 y 60,10.
. E1 n® de colonias de Penicillium no presenta ninguna correlacién lineal

significativa digna de tener en cuenta con las demds variables consideradas.
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. Distribucidén en el tiempo. Fig. Dv.4.

. La'comparaci6n entre los dos métodos de recogida de muestras da una es
timacion de las proporciones entre 21,92 y 27,02 para las estaciones de San-
Jurjo y Ciudad de los Periodistas.

No teniendo la misma proporcifn estimada para los otros dos observato

rios.
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Geneno  Cryptococcus

Método Gravimétrico
. Histograma de Frecuencias media y desviacién tfpica. Fig. Hg.5.
. Estimacién de las proporciones.
Para los cuatro observatorios las muestras tienen la misma proporcién
estadfstica estimada entre 15,35 y 21.
. Tabla de correlaciones lineales significativas entre el n° de colonias

de Cryptococcus y las demds variables estudiadas:

SJ cp v L

Direcci6n viento 0,17 0,21
Temperatura media -0,19 -0,30 -0,25
Humedad media 0,19 0,15 0,16
Horas de sol -0,18 -0,19-| -0,14

so, 0,23 0,24 0,39

Mezcla 0,31

co -0,19 -0,17

. Distribucién en el tiempo Fig. Dg.5
Método Volumédtrico

. Histograma de frecuencias media y desviacidn tipica Fig. Hv.5.
. Estimacién de 1a media
La media estimada para cada uno de los observatorios estd entre:
Sanjurjo: 0,50 y 0,99
Cludad de los Periodistas: 0,83 y 0,26
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Veterinaria: 0,54 y 0,96
Legazpi: 0,86 y 1,79
. Estimacidon de las proporciones.
Las muestras tomadas en los cuatro observatorios tienen la misma pro-
porci6n estimada entre 33,87 y 42,74. )
. Tabla de correlaciones significativas entre 1a variable n° de colonias

de Chryptococcus y las demds consideradas.

SJ cp v L

Direccién viento 0,23 0,26
Temperatura media -0,25 -0,20
Humedad media 0,20 0,24

Presidn -0,26 0,24

Horas de sol -0,21 -0,35

S0, 0,22
Particulas -0,26

. Distribuci6n en el tiempo. Fig. Dv.5.

. Estudiando l1a estimacién de Vas proporciones en los dos métodos no tie

nen la misma proporci6n estimada.

"
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Geneno Aspergillus

Método Gravimétrico
. Histograma de frecuencias media y desviacidn tipica. Fig. Hg.6.
. Estimaci6én de las proporciones:
Las cuatro estaciones de observacién muestran 1a misma proporcién es-
timada que estd entre 9,77 y 14,56.
. Tabla de las correlaciones 1ineales significativas del n°® de colonias

de Aspergillus con las demds variables consideradas.

»

SJ cp v L
Direccién viento 0,21
Temperatura media -0,20 -0,25
Pluviometria 0,23
5 0, 0,17 0,33
Partfculas 0,19
Mezcla 0,19 0,21

. Distribucién en el tiempo. Fig. Dg.6.
Método Volumétrico

. Histograma de frecuencias, media y desviacién tfpica. Fig. Hv.6.
. Estimacidn de 1a media.
Las medias estimadas para cada una de las estaciones de observaci6nes
tdn comprendidas entre los valores
Sanjurjb: 0,14 y 0,28
C. Periodistas: 0,09 y 0,26



"
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Veterinaria: 0,17 y 0,36
Legazpi: 0,15 y 0,38
. Estimacién de las proporciones.
Las muestras obtenidas en 1os cuatro observatorios tienen la misma pro
porcidn estimada entre 16,27 y 23,55. _
. Tabla de los valores del coeficiente de correlacién lineal del n® de

colonias de Aspergillus con todas las demis variables consideradas:

SdJ cp v L
Vel. min. viento -0,19
Temperatura medfa -0,22
Humedad mfnima -0,22
50, 0,26
Mezcla 0,22

. Distribucidén en el tiempo. Fig. Dv.6.
. Comparando los dos mStodos la estimacidn de las proporciones es distin

ta, 1o que demuestra que las muestras son estadisticamente diferentes.
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Geneno Candida
Método Gravimétrico

. Histograma de frecuencias media y desviacidén tfpica. Fig. Hg.7.
. Estimacién de las proporciones.
Las muestras tomadas en las cuatro estaciones de observacitn tienen es
tadfsticamente 1a misma proporcién estimada entre 10,54 y 15,47.
- Tabla de correlaciones lineales significativas del ﬁ° de colonias del

genero Candida con las demds variables estudiadas:

SJ cp v L

Direccién viento 0,15
Vel. mix. viento 0,23 0,39
Vel. mfn. viento 0,30 0,34
Temperatura mdx. -0,21
Humedad mdxima : -0,21

§ 02 0,15
Partfculas -0,21

co -0,22

. Distribucidn en el tiempo Fig. Dg.7.
Método Volumétrico

. Histograma de frecuencias media y desviacién tfpica. Fig. Hv.7.
. Estimacidn de la media.
La media estimada para cada una de las estaciones de observacitn estd

entre los valores:
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Sanjurjo: 0,31 y 0,94
C. Periodistas: 0,15 y 0,33
Veterinaria: 0,52 y 0,83
Legazpi: 1,64 y 2,49
. Estimacién de las proporciones
Las estaciones de Sanjurjo y Ciudad de los Perioﬁistas, presentan una
estimacidn de las proporciones que estd entre 24,91 y 36,38.
Veterinaria y Legazpi tienen estadisticamente distinta proporcidn es-
timada.
. Tabla de correlaciones lineales significativas de n° de colonias del

genero Candida y las demds variables consideradas:

SJ cp v L

Direccidn viento 0,21
Vel. mix. viento 0,45
Vel. mfn. viento 0,34
Temperatura media -0,35
Humedad m&xima -0,17
Presidn 0,24 -0,30
Particulas
Mezcla -0,18 -0,28

co -0,30

. Distribucién en el tiempo. Fig. Dv.7.
. Comparando los dos métodos de muestreo, presentan distinta proporcién

estimada.
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Levaduras en gemeral

M&todo Gravimétrico

. Histograma de frecuencias, media y desviacién tipica. Fig. Hg.8.

. Estimacién de proporciones.

Tomando las muestras de Yos cuatro observatorios;, no presentan la mis

ma proporcidn estimada. Sin embargo, los observatorios de Sanjurjo y Veterina

ria, si presentan la misma proporcidn estimada entre 4,56 y 9,76. Y los obser

vatorios de Ciudad de los Periodistas y Legazpi también tienen 1a misma pro-

porcidén estimada entre 15,02 y 23,43.

. Tabla de correlaciones lineales significativas de la variable n°de co

lonias de levaduras con todas las demis variables consideradas:

SJ cp v L
Direccién viento -0,18
Presifn -0,20
Pluviometrfa 0,31
50 -0,16
Particulas -0,17
co 0,23
. Distribuci6n en el tiempo. Fig. Dg.8.
Método Volumétrico
. Histograma de frecuencias media y desviacién tfpica. Fig. Hv.8.

. Estimacidn de la media.

La media estimada para cada uno de los observatorios estd entre los va
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Tores siguientes:
Sanjurjo: 0,9 y 0,52
C. Periodistas: 1,23 y 3,09
Veterinaria: 0,69 y 1,47
Legazpi: 3,11 y 5,89
. Estimacién de proporciones.

Tomando las muestras de los cuatro observatorios, no presentan la mis
ma proporcifn estimada, como ocurre en el método Gravimétrico.

Tomando por separado las estaciones de Sanjurjo y Veterinaria, estas
si presentan 1a misma proporci6n estimada entre 26,26 y 37,59. Y los observa-
torios de Ciudad de los Periodistas y Legazpi tienen una proporcién estimada
entre 42,12 y 55,90. -

. Las correlaciones del n° de colonias de Levaduras con las demds waria
bles estudiadas en ningin caso son significativas.
. Distribucidn en el tiempo. Fig. Dv.8.

Comparando las muestras por los dos métodos de muestreo de las esta -

ciones que entre sf tenfan la misma proporcidn estimada, vemos que no tiznen

1a misma proporci6n lo que nos dice que son muestras estadisticamente diferen

tes.
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Geneno Botrnytfis
Método Gravimétrico

. Como ya hemos dicho anteriormente y se refleja en la tabla G 1 este ge
nero estudiado segiin el método de muestreo gravimétrico pertenece a la flora
poco frecuente.

. Histograma de frecuencias,media y desviacién tipica. Fig. Hg.9.

. Tabla de correlaciones lineales significativas entre el n° de colanias

del género Botrytis y tas demds variables estudiadas.

SJ cp v L
Direccidn viento 0,15 0,17
S0, -0,13
Partfculas -0,16

Método Volumétrico
.Histograma de frecuencias media y desviacién tfpica. Fig. Hv.9.
. Tabla de correlaciones lineales significativas entre el n® de colonias

de Botrytis y las demds variables estudiadas:

SJ cp v L
Direcci6n viento 0,25
Velocidad m&xima 0,43 0,33 6,33
Presidn -0,23 -0,25
Partfculas -0,32
Mezcla -0,24
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Genero Aureobas {dium

Método Gravimétrico

- Como en el caso del género Botrytis, el Aureobasidium segin este méto
do de muestreo pertenece a 1a flora poco frecuente o esporadica.

. Histograma de frecuencias media y desviacidn tipica. Fig. Hg.10.

- Tabla de correlaciones lineales significativas de la variable n°de co

lonias con las demds variables estudiadas:

SJ cp v L

Direccitn del viento 0,17
Vel. mdx. viento 0,44
Yel. min. viento 0,33
Temperatura media -0,18
Humedad media 0,21 0,18
Presién -0,23 -0,15 -0,24
Horas de sol -0,25 -0,21
Pluviometrfa 0,56 0,31
Partfculas -0,20

co -0,17

Método Volumétrico

. Histograma de frecuencias media y desviacidn tipica. Fig. Hv.10.
q . Tabla de correlaciones lineales significativas de 1a variable n° de co

lonias con las demds variables consideradas:
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SJ cp v L

Direccién viento 0,29

Vel. mix. viento 0,23 0,32

Vel. min. viento 0,20 0,23

Temperatura media -0,19 -0,29
Humedad media 0,31
Presi6n -0,20
Horas de sot -0,27
T so 0,28
Mezcla 0,22
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Genenos que comstituyen "£a micoffora poco frecuente o esponddica”.

Dentro de este grupo, se puede hacer un primer subgrupo con los géne-
ros que, aunque en baja proporcidn, se han aislado en las cuatro estaciones de
observacidn y por los dos métodos de muestreo considerados.

Los géneros que forman este subgrupo son: Syncepha]astrum, Saccharomy-
ces, Acremonium, Rhodotorula, Sporobolomyces, Fusarium, Mucor, Rhizopus, Moni
1ia, Trichoderma.

Los Histognamas de Frecuencias de estos géneros vienen dados por las
figuras que van de los nimeros: Fig. Hg 11 a Fig. Hg 21 y Fig. Hv 11 a Fig. Hv
21.

De este grupo de géneros se tienen que resaltar las sigufentes pérti-
cularidades:

. Tanto Mucor como Rhizopus, por las caracteristicas de crecimiento,
ya descritas en el apartado V.2, el nimero de colonias desarrolladas por pla-
ca no son contables en la mayorfa de los casos, aunque para poderlas cuantifi
car de alguna forma se ha tomado como una Eolon1a cuando, dado el desarrollo
adquirido, el contaje ha sido imposible. Otro problema que plantean estos gé-
neros es que dado la profusién de crecimiento inhiben el desarrollo de otras
esporas, dando lecturas erroneas.

. Otra particularidad a resaltar es la del desarrollo y épocas de apa
ricibn del género Monilia. Las caracterfsticas taxonémicas se han descrito en
el apartado V.2. Este género aparece y se desarrolla con gran rapidez y vita-
1idad, en 8pocas cuyas temperaturas medias son elevadas, de tal forma que in-
hibe el crecimiento de otras esporas danto lecturas erroneas, como en el caso

del género Mucor y Rhizopus. Ademds, es un contaminante del laboratorio nuydi
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ficil de controlar, 1legando a contaminar cualquier cultive. En nuestro caso,
por esta causa en el mes de Julio y Agosto tuvimos que interrumpir el muestreo
ya que el dnico moho que se desarrollaba, bien como contaminante, bien por ha
ber sido recogido del afre en alguna de las estaciones de observacién era la

Monilia sitophila.
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Por G1timo, el segundo subgrupo de géneros aislados e 1den£ificados
dentro de 1o que se ha 11amado en el presente estudic, "micoflora poco f{re -
cuente o esporddied”, Vo constituyen, aquellos géneros que ademds de encontrar
se en muy bajas proporciones de aparici6n, no han sido aislados en todos los
observatorios, e incluso dentro de un observatoric dado, ha habido estirpes

~que solamente se han recogido por uno de los dos métodos.de muestreo que esta
mos cons iderando.

Dentro de este subgrupo-son de destacar las particularidades siguien-
tes:

1° Hongos que s61o se han aislado por el método Gravimétrico: Chrysos
porium, Paccilomyces, Gliomastix.

2° Hongos que s6l10 se han aislado por el método Volumétrico: Epico-
ccum, Humicola, Papularia, Helmiltosporium, Microsporum, Micotipha, Oedocepha
lum, Umbelopsis.

3° Los géneros Absidia, Cylindrocarpon y Verticillium, en ninguna de
las estaciones de observaci6n y por ninguno de los métodos de muestreo su por
centaje ha alcanzado un 1% de aparici6n, a lo largo de todo el periodo de re-
cogida de muestras.

4° Es de destacar que el género Monodictys, s61o ha aparecido en la es
taci6n de observacién de Veterinaria, por 1os dos métodos de muestreo y en un
porcentaje de dfas de 5 por el método Gravimétrico y de 6 por el método Volu-
métrico.

Observando 1a Tabla G.1 se puede evidenciar 1o expuesto anteriormente.
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tv.4,2 RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA DIVERS!IDAD

A} Diversidades medias :

Aplicando la férmula
H=-Zp; Tog,

obtenemos los siguientes valores de la diversidad. Tomando las estaciones de
observacifn, de una en una, de dos en dos, de tres en tres y considerando las

cuatro a 1a vez. La diversidad nos viene dada en bit/colonia.

. Diversidades obtenidas para cada una de las estaciones de observacién:

Met. Volumétrico Met. Gravimétrico

Sanjurjo 3,72 3,29
Ciudad de los Periodistas 3,23 3,19
Veterinaria 2,87 2,93
Legazpi 3,22 2,25

. Diversidades obtenidas considerando dos estaciones de observacién:

Met. Volumétrico Met. Gravimétrico

Sanjurjo y C. Periodistas 4.5 4,23
Sanjurjo y Veterinaria 4,23 4,07
Sanjurjo y Legazpi 4,37 4,27
C. Periodistas y Veterinaria 4,04 4,04
C. Periodistas y Legazpi 4,21 4,21

Veterinaria y Legazpi 4,05 4,04
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. Diversidades obtenidas considerando tres estaciones de observacidn:

Mét. Vol. Mét. Gra.

Sanjurjo, C. Periodistas y Veterinaria 4,83 4,70
Sanjurjo, C. Perjodistas y Legazpi 4,92 4,82
Sanjurjo, Veterinaria y Legazpi 4,79 4,71
C. Periodistas, Veterinaria y Legazpi 4,68 4,68

. Diversidades obtenidas considerando las cuatro estaciones de observacifn:

Mét. Vol. Mét. Gra.

Sanjurjo, C. Periodistas, Vetertnaria y Legazpi 5,21 5,14

La representacidn gréfica de los valores de la diversidad viene dada
en la Fig. G.2. En esta se ha puesto los distintos observatorios por separado
o agrupados en abcisas, y en ordenadas los valores de la diversidad en bits/

colonia.
B} Eapectios temporafes de diversidad

Las diversidades mensuales oStenidas en cada uno de los observatorios
se expresan en la tabla G.2.

Dado que para el estudio de 1a diversidad los dos métodos de muestreo
empleados nos conducen a resultados muy similares, el espectro temporal de di
versidad 1o hemos calculado sobre los datos obtenidos por el método Gravimé -
trico.

El espectro temporal de la diversidad de las cuatro estaciones de ob-

servacion lo representamos en la Fig. G.3.
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Vi.~ DISCUSION

vI.1 DISCUSION DE LOS METODOS DE MUESTREQ EMPLEADOS EN NUESTRO ESTUDIO

Vi.t.1 METODO GRAVIMETRItO SOBRE SUPERFICIE INERTE

Se adopt6 en el presente estudio después de hacer una valoraci6n cri-
tica de la bibliograffa, y a pesar de los inconvenientes que ofrece, ya que
cons ideramos era importante hacer un inventario de las esporas totales de hon
gos presentes en la atmdsfera de Madrid, tanto de las viables como de las no
viables asf como de aquellas que siendo viables no crecen en medios de culti
vo sintéticos, como Basidiomyceies y algunos Ascomycetes, el interés en el co
nocimiento de 1a micoflora atmosférica total se basa en que cualquier esporaA
puede actuar como agente productor de alergias.

A pesar de este razonamiento el método no nos permitié dar resultados
concretos, dado el gran deposito de carbonilla y otra materia mineral que en-
mascaraba 1a imagen de 1a mayorfa de las esporas; sdlo pudieronse evidenciar
las formas muy caracterfsticas como las que presentan los géneros Alternaria
y Cladosporium, dato en el que coinciden Charpin (52) y Varonier (246) al co-
mentar la imposibilidad de identificacién de géneros cuyas esporas son peque
flas y de formas no caracterf{sticas como ocurre en muchas estirpes del 0. Moni
T1ales, ejemplo: género Aspergillus y Peniciltium.

La solucién a los problemas que presenta este método es 1a de hacer un
muestreo doble, sobre superficte inerte y sobre medio de cultivo, esta solu-
ci6n la adoptan numerosos autores, Dworin (84), Collins-Willtams (59), Char

pin (52) (53) (54) (55), Calvo (43), Dhanwant (72), entre otros.
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Vi.1.2 METODO GRAVIMETRICO SOBRE MEDIO OE CULTIVO

Como ya hemos dicho, este método estd ampliamente difundido dentro de
1a bibliografia sobre el tema. Los diversos autores resefian las ventajas e in
convenientes del mismo.

Nosotros estamos de acuerdo con Auger-Barreau (13) en que es un méto-
do de f&cil manejo, pudiéndose emplear distintos medios del cultivo y ajustar
el tiempo de exposicién de la placa dependiendo del problema concreto en esty
dio; este autor seflala la dificultad de identificacidn de los géneros con una
lenta esporulacifn y destaca 1a importancia que tiene el que el método, no sea
apto para 1nventar1af esporas fiingicas no viables.

Frankland (95) hace una critica del método apoy&ndose en los siguien-
tes puntos:

. La existencia de esporas, como basidiosporas y ciertas ascosporas
que no crecen en medios de cultivo sintéticos.

. No detecta esporas muertas o no viables.

. Su inferior eficacia con respecto a métodos que emplean aire forza
do.

A pesar de las crfticas hechas al método, numerosos autores 1o toman
como método idnico y bésico en sus estudies, empleando distintos medios de cul
tivo; entre estos podemos citar a los autores que utilizan Agar de Sabouraud,
Taylor (230), Lumkins (152), Goodman (106), Dupont (81 bis), Caplin (46).

Chabert (50) y Dransfield (81) emplean el medio Agar Malta al 2%; me-

A'dio empleado por nosotros.

Otros autores adoptan posiciones similares a las nuestras, al emplear

mis de un método de muestreo, podemos citar los trabajos de Collins-Williams

(59) que junto al método gravimétrico sobre Littman Oxgall Agar sigue el méto
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do Durham (83); Solomon (221) que basa su investigacién en el muestreo hecho
por este método sobre Agar Tomate Dextrosa con rosa bengala y el M&todo de An
dersen descrito por Auger-Barreau {13); Chabert (50) en el estudio realizado
del aire de Rabat emplea Agar Extracto de Malta al 2% junto con el método de
Hirst (119); Dworin (84) ademds de este método utiliza el de la pelfcula iner
te. '

Haciendo una valoraci6n critica de los resultados obtenidos, podemos
decir que este método a pesar de sus 1imitaciones nos parece muy valido en es

te tipo de estudios, con la ventaja de su gran simplicidad en el manejo.

VI.1.3 METODO VOLUMETRICO SOBRE MEDIO DE CULTIVO

A l1a vista de los resultados, Tlegamos a la conclusién de la validez
de este método en estudios de micoflora atmosférica de un Tugar determinado,
teniendo 1a ventaja de ser un método cuantitative. Coincidiendo en esta opi-
ni6n diversos autores entre los que podemos citar: Calvo (43), Charpin (52),
Auger-Barreau {13)

A pesar de esto, el método presenta limitaciones dignas de tener en
cuenta:

. Como ocurre en el método gravimétrico sobre medio de cultivo, no po
demos obtener un estudio de las esporas no viables, presentes en la atmdsfera
ni tampoco de aquellas que siendo viables no son capaces de crecer en medios
de cultivo sintéticos.

. Otra limitacién de este método, ampliable a Tos otros dos utiliza-
dos es la selectividad de deposicién que presentan los distintos tipos de es-
poras, dadas las diferencias en forma, superficie y tamafio, Fig. F.1.

A 1a vista de 1as ventajas e inconvenientes que presentan cada uno de
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los métodos discutidos anteriormente y que tienen un claro refleju en la bi -
bliograffa, nosotros decidimos hacer un muestreo conjunto, por los tres méto
dos, con el fin de que la imagen obtenida de ellos fuese mds préxima a la real
que la que se hubiese reflejado por el empleo de uno de ellos aisladamente.
Tenemos que hacer notar, la evidente necesidad que existe de Tograr un
método idoneo para el estudio de esporas no viables y/o fncapaces de crecer en
medios sintéticos, ya que el empleado por nosotros no nos ha permitido dar re
sultados, y en la bibliografia consultada no hay ningin método capaz de salvar

los inconvenientes que este presenta.
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VI.2 DISCUSION DE LOS METODOS ESTADISTICOS EMPLEADOS
Vi.2.1 MEDIA Y ESTIMACION DE LA MEDIA

Como un primer paso en el conocimiento de la poblacién en estudio, es

evidente la importancia que tiene la media muestral y su_estimacién.
V1.2.2 ESTIMACION DE PRCOPORCIONES

En el caso concreto del estudio de la presencia en el aire de Madrid
de determinados géneros de hongos, y para determinar la presencia real de es-
tos, parece evidente que la proporcidén de dias en que aparecen estos gé&neros
aporta ura informacidn intuitivamente mis asimilable que 13 simple media. Asf
parece mds claro decir, que un género dadoc aparece entre el 65% y el 70% de
los dfas en los que se ha muestreado, que decir que ha aparecido una media de
0,3%0,02 colonias/dfa, por ello se ha tomado este estadfstico como base para
1a determinacién de lo que hemos 1lamado"Flora normal” y “Flora poco frecuen

te".
VI.2.3 HISTOGRAMAS

Nos permiten una visualizaci6n de los datos, de manera que podemos es
timar el tipo de distribuci6n al que pertenecen, de forma aproximada, con el

fin de intentar posteriormente una confirmacién analftica.

Vi.2.4 ESTUDIO DE LA HOMOGENE!DAD DE LAS PROPORCIONES CALCULADAS EN LOS DIS-

2
TINTOS OBSERVATORIOS, POR MEDIO DE LA PRUEBA DEL XU

El objeto de este estudio ha sido determinar si las diferencias en cuan

to a proporciones que aparecen para el mismo género dentro de los distintos ob
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servatorios, son debidas al azar, o a que realmente existen tales diferencias
entre ellos, cuya causa habria ev investigar. Por tanto con esta prueba, pode
mos saber las diferencias o similitudes entre observatorios.

Ademds si tenemos un grupo de observatorios que pertenecen a la misma
poblacién, 1a estimacién global dada, considerando a aqug]los en conjunto, es
mejor que la que se obtendria al analizarlos por separado, ya que la informa-

cién es mis completa, al contar con mayor nimero de datos.

Vi.2.4 ESTUDIO DE LAS DIFERENCIAS ENTRE LAS PROPORCIONES ESTIMADAS PARA EL

MISMO GENERO SEGUN LOS METODOS DE MUESTREO GRAVIMETRICO Y VOLUMETRICO

Esta prueba ha tenido como objeto demostrar las diferencias que exis-
ten entre los dos métodos de recogida de muestras.

De esta prueba se desprende que en, practicamente todos los casos los

dos métodos arrojan estimaciones diferentes.

(1]

Vi.2.5 ANALISIS DE LAS MATRICES DE CORRELACION

A partir del estudio de las matrices de correlacién, descartamos aque
11as variables que no influyen significativamente sobre 1a variable a estu-
diar, en nuestro caso nimero de colonias, como una primera aproximacién para
intentar una correlaci6n miltiple con las variables seleccionadas. Cuando es-
to se haga, serd posible ver en que forma o que importancia relativa tiene una

u otra variable sobre 1a distribucién del nimero de colonias.
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VI.3 DISCUSION DE LOS RESULTADOS REFERENTES A LA POBLACION FUNGICA

VI.3.1 DISCUSION DE LOS RESULTADOS GENERALES Y DISCUSION POR GENEROS

Como refleja la tabla G.1, en 13 poblacién fungica que estamos estu-
diando, hay un conjunto de estirpes que se han afslado con gran frecuencia en
todas las estaciones de observacién por nosotros establecidas; otro grupo mds
amplio también se ais16 de todos los observatorios y por los dos métodos de
muestreo considerados; existiendo un tercer grupo de hongos cuya frecuencia de
aparicién es muy baja o tncluso nula en afguna de las estaciones, y ademfs no
se han recogido por los dos métodos de muestreo.

Con variaciones pequeﬂa; que seffalamos en la discusidn por géneros, en
la bibliograffa consultada referente a estudios poblacionales de micoflora en
ciudades, vemos que los distintos autores, dan como géneros mds frecuentes y
habituales de sus estudios, 10s que nosotros hemos incluido dentro de los dos
primeros grupos. Entre estos autores podemos cftar, Turner (238), Requejo(200)
Tkachyk (235), Castillo (49), Adamova (1), Mishra (166), Shafiee (211), Grave
sen (108), Carplin (46), Adams (3), Davies (66) (67) (68), Faraco (89).

Discusidn por géreros

Cladosporium

En el presente estudio, el género CLadospornium es el que se ha aisla-
do con m&s frecuencia, coincidiendo con los resultados de la mayorfa de auto
res consultados; Subba Reddi (227) (228), Tuchinda (237), Collins-Williams(59),
Chabert (50), Pady (183), Turner {238), Gambale (99), Requejo {200), Tkackyk
(235), Dransfield (81), Calvo {43), Hudson (123).

Dentro del género CLadosporium las especies que hemos identificado han
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sido, C. hetbarum, como la mis frecuente, C. cfadosporcides, C. macrocarpum,
C. elatum, C. avefllanum.

En 1a bibliograffa consultada, en general, no se 1lega a la identffi
cacibn de especies, salvo en casos aislados, como son los trabajos rea)izados
por Calvo (43) en Barcelona donde aisla las especies, C. herbarum, C.macrocar
pum, C. cladosporoides, C. elatum, C. variabile y C. sph;erospermum; el traba
jo realizado por Harvey (115) en Cardiff con las especies, C. herbarum, C. cla
dosporoides, C. sphaerospermum y C. macrocarpum como constituyentes de un 97%
del total de Cladosporium aislados, y las especies C. resinae y C. elatum en
una proporcién de 0,1 y 2,7%. Otro autor que identifica las especies de este
género es Chabert (50), en el trabajo que tiene sobre el estudio del aire de
Rabat dando como las mds abundantes, C. cladosporoides, C. sphaerospermum, C.
herbarum y C. macrocarpum.

Como puede verse en las Figuras Hg.l y Hv.1 tanto en el método Gravi-
métrico como en el Volumétrico 1a media mis elevada de n° de esporas la tiene
el observatorio de Yeterinaria, siguiéndole Legazpi, Ciudad de los Periodistas
y por Gltimo 1a estacién que menor nivel present§ fue la de Sanjurjo.

En las proporciones resefladas en 1a Tabla G.1 vemos que de los datos
obtenidos por el método Gravimétrico, los observatorios de Sanjurjo, Ciudad de
los Periodistas y Legazpi presentan la misma proporcidn estimada, teniendo que
considerar aparte la estaci6n de Veterinaria con mayor proporcién estimada. De
los datos obtenidos por el Método Volumétrico, se han obtenido la misma pro-
porcién estimada para las estaciones de Sanjurjo y Ciudad de Tos Periodistas,
por un lado, y por otro, también presentan la misma estimacién de las propor
ciones Veterinaria y Legazp%.

Es de destacar, a la vista de la tabla de correlaciones del n° de co-
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tonias con cada una de las variables consideradas que, con respecto a los pa-
rdmetros de contaminaci6n quimica, el n° de colonias del género Cladosporium
presenta correlaci6n 1ineal negativa significativa con el S 02 segin el méto-
do de muestreo Gravimétrico, en todas las estaciones de observacién menos en
la de Veterinaria y segin el método de muestreo Volumétrico, para los observa
torios de Sanjurjo y Cfudad de los Periodistas. -

Esto se interpreta, como 1a influencia negativa que ejerce el alto ni
vel de S O2 en la atmfsfera, sobre 1a presencia de esporas del género.

Con respecto a la mezcla,(definida en el apartado IV.1), podemos de-
cir que, segiin el método Gravimétrico, el n° de colonias también presenta co
rrelacién 1ineal significativa negativa, interpretindose también como una in-
fluencia negativa de los niveles de mezcla en la atmdsfera con respecto al ni
vel de esporas recontadas. Por el método Volumétrico 1a correlaci6n con res-
pecto a este pardmetro no es significativa.

Con respecto a la variable, nivel de C 0, (monéxido de carhono), por
el método de muestreo Gravimétrico presenta correlacifn lineal significativa
positiva, en la estacién de observaci6n de Ciudad de los Periodistas y segin
el método de muestreo Volumétrico para los observatorios de Sanjurjo y Ciudad
de Tos Periodistas. '

Con respecto a los pardmetros de metereologfa las correlaciones signi
ficativas m&s destacables, son las que presenta la temperatura media y la hu-
medad relativa con respecto al n° de colonias, influyendo ambas positivamente.
Estas son las mds destacables, pudiéndose observar otras correlaciones que in
fluyen, en las tablas correspondientes.

Con la observacifn de las grdficas de las Fig. Dg.1 y Dv.1 vemos que

el n° de colonias de Cladosporium es elevado en los meses de verano, concor -
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dando esto con el significado que tiene 1a correlacién significativa del n° de
colonias con las temperaturas medias. En 1a revision bibliogrifica realizada
estos resultados coinciden con los obtenidos por diversos autores como: Drans
field (81) en el trabajo realizado en Samaru {Nigeria), en cuyos resultados el
pico'del Cladosporium coincide con el final del verano de temperaturas eleva-
das y humedades relativas también altas, a la vez esta éﬁoca coincide con la
acumulacién de tejidos vegetales muertos que probablemente ofrecen una influen
cia positiva en el nivel de Cladosporium. Bagni (18) en el estudio realizado
en diversas ciudades de 1a Comunidad Econémica Europea en dos afios consecuti-
vos durante los meses de Junio a Septiembre, puede constatar los niveles al-
tos de esporas en Julio y Agosto siendo mis bajos a principios de Junfoy fing
les de Septiembre (las ciudades muestreadas en este trabajo fueron: Bruselas,
Lefden, Londres, Munich). Harvey (115) en el trabajo hecho en Cardiff sobre el
género a lo largo de cuatro afios, Vlega a idénticas conclusiones, dando los me
ses de Junio a Octubre el mayor nivel de esporas en el aire.

Todos Jos autores cainciden en que es la especie de C. herbarum la mis
numerosa.

Es de destacar que en la bibliograffa sobre este género hay pocos tra
bajos que relacionen el nivel de Cladosporium en el aire con enfermedades de
tipo alérgico; Davies (69) intenta relacionar el asma existente en Davos con
el nivel de Cladosporium en la atmdsfera, 1legando a concluir en la imposibi-

lidad de que esta relacién exista.

Discusitn del grnupo 0. Micelia stenilia

Es un grupo muy heterogeneo por reunir a todos los mohos que en medios
de cultivo sintéticos forman micelio pero no son capaces de esporular; y aun-

que ocupa el segundo Tugar en frecuencia de aparicién y en Tos resultados lo
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hemos abordado como si se tratara de un género, consideramos que la discusion

de estos resultados no tiene sentido.

Género Alternania

En nuestro estudio, el género Alternaria ha ocupado el tercer lugar en
frecuencia de aparici6n, siendo uno de los géneros que constituyen la micoflo
ra normal del aire de Madrid; Este resultado, coincide con los obtenidos por
1a mayor parte de autores consultados, que describen el género como pertene-
clente a la micoflora habitual de las distintas ciudades estudiadas; Amin(11)
Kozak (135), Turner (238), Gambale (98), Requejo (200), Tkachyk (235), Faraco
(89), Liebeskind (148), Mishra (166), Lumpkins (152), Dupont (81 bis),Goodman
(106), Eversmeyer (87) entre otros.

Ademds de los estudios generales de 1a micoflora en ciudades, el géne
ro Alternaria por su importancia e Incidencia es tratado en profundidad en al
gunos trabajos considerdndolo bajo diversos asbectos como: frecuencia de apa-
ricién, distribucién en el tiempo, factores que influyeﬁ en su presencia ....

Dentro de estos podemos citar los estudios realizados por Hyde (125),
Kramer (139), Merksamer (165), Calve (41), Brunini {33), Bagni (18), Gambale
(98).

Puesto que e} género Alternaria puede desencadenar algunos cuadros pa
tolbgicos: Procesos de naturaleza alérgica y enfermedades cutdneas; ha sido es
tudiado con mayor intensidad. Algunos de los trabajos que tiemen como objeto
un mayor conocimiento de dicho género, profundizando en dicha faceta bajo as-
‘pectos distintos son: Prince (192), Bonilla-Soto (30), Busse (34), Hopkins
(122), Schumacher (212), Sternberger (225), Yunginger (254) (255) (256), Vi -
Jay (248), Hamilton (114).

En el estudio taxondmico del género, las especies que se han identifi
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cado han sido: A. chartarum, A. tenuis, A. tenwisimi, A. oleracea. Coincidien
do con estos resultados podemos citar el trabajo realizado por Calvo (41) en
el cual, ademds de las cuatro especies identificadas por nosotros, cita A. con
sortiale y A. saponariae.

Analizando Tos resultados cuantitativos, obtenidos, podemos decir con
respecto al género, que estos son distintos en los dos métodos de muestreo.
Asi por ejemplo, con respecto a las medias, segin el método Gravimétrico laes
taci6n de Veterinaria es 1a que presenta mayor media, siguiéndole Legazpi, C.
de los Periodistas y por dltimo Sanjurjo, y en el muestreo realizado por el mé
todo Volumétrico la estacién que presenta mayor media es Legazpi, sigquiéndole
Veterinaria, Ciudad de los Periodistas y por G1timo Sanjurjo.

Considerando las proporciores y sus estimaciones también se 1legaare
sultados diferentes.

A la vista de las tablas de correlaciones, podemos decir que segin el
método de muestreo Gravimétrico, el n° de colonias de Alternaria presenta co-
rrelacidén lineal significativa negativa, con respecto a los niveles de SO2 en
todas las estacfones menos en Veterinaria, con respecto a la mezcla, en lases
taciones de Ciudad de los Periodistas y Legazpi y con respecto a las Partfcu-
Tas en la estacién de Ciudad de los Periodistas.

Con respecto a los par&metros metereolfgicos hay correlacién 1ineal
significativa positiva con respecto a 1a temperatura media en Legazpi.

En el muestreo hecho por el método Volumétrico no hay correlaciones
significativas para ninguno de los parfimetros de contaminaci6n atmosférica, y

v para los pardmetros metereoldgicos hay correlacién lineal significativa posi-
tiva con respecto a la temperatura media y horas de sol en todas las esfacig

nes menos en Legazpl y para los mismos observatorios la correlacidn es negati
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va para la humedad relativa media.

De todo To expuesto, podemos concluir diciendo que el nivel de Alter-
naria en la atmésfera estd favorecido por temperaturas elevadas y disminuido
por humedades relativas altas, esto concuerda con los resultados de las grafi
cas Fig. Dg.3 y Fig. Dv.3 ya que se puede ver en ellas los bajos niveles de es
poras que se alcanzan en los meses de invierno. '

También se puede seflalar 1a arbitrariedad en la distribucién que pre-
sentan las esporas de Alternaria en la estacidn de observacién de Legazpi en
los resultados obtenidos por el método Volumétrico, reflejéndose en el grifi-

co Fig. Dv.3 y en la tabla de correlaciones.

Penic EEium

E1 género Penicillium ocupa el cuarto lugar en frecuencias de apari-
cibn, perteneciendo al grupo que nosotros hemos acordado en 1lamar “"Micoflora
normal”. Esto coincide con los resultados obtenfdos en la mayorfa de los tra-
bajos consultados, ya que en ellos Penfcillium ocupa un lugar preponderante en
el orden de aparicién. Entre los estudios realizados en Espafia podemos citar:
Tas aportaciones de Canto (45), que hace referencia al estudio de la micoflo
ra del aire de Madrid en el afio 1945, en el cual Penicillium ocupa el segundo
Tugar entre los mohos mis abundantes; también son dignos de tener en cuenta
los trabajos de Calvo (43), Dfaz-Rubio (74), Aller (8), Morales (170). Entre
los realizados en otros paises podemos nombrar, Hyde (126), Turner (238), Gam
bale (99), Cardenas (47), Chen (58), Almeida (9), Faria (90),Barkai-Golan(21),
Richards (201) entre otros.

En nuestro estudio es de destacar que salvo en Legazpi las medias ob-

tenidas en las tres estaciones de observacién se encuentran muy préximas, ocy
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rriendo 1o mismo en las proporciones y su estimacidén ya que para el método de
muestreo Gravimétrico tienen 1a misma proporcidn estimada los cuatro observa-
torios y para el método de muestreo Volumé&trico también tienen la misma pro -
porcidn estimada en todos los observatorios menos en el de Legazpi.

También tenemos que destacar la ausencia de correlaciones significati
vas del n° de colonias con todas Yas demds variables con;1deradas. Por el es-
tudio grdfico de la distribucién en el tiempo del n° de colonias vemos que el
género Penicillium se distribuye de forma arbitraria en las cuatro estaciones
de observacidn a lo largo de todo el aflo. Estos dos resultados son concordan-
tes.

En 1a bibliografia consultada hay trabajos que hacen referencia a es-
te género, como agente productor de alergias y sensibilizaciones como los rea
1izados por Monroe (169), Nemergut (175), Preston (189).

En el estudio taxondémico del género, las especies identificadas hansi
do: P. chrysogenum y P. f§recuentans, como las mds frecuentes, coincidiendo con
los autores Mishra (166), Ripe (203), Barkat-Golan (21); también hemos aisla-
do las especies: P. uaticae, P. nigricans, P. expansum, P, Lividum, P. roque-
forti, P. citrinum, P. novae-zeelandiae, P. digitatum.

Cryptococcus

En nuestro trabajo 1a especie aislada ha sido C. neoformans, descrita
como agente productor de la criptococosis, enfermedad que empezando por una in
feccién pulmonar, se difunde posteriormente via hematfgena a otras visceras y
al sistema nervioso central.

E1 porcentaje de dfas que ha aparecido es elevado, por tanto, dignode

tener en cuenta para plantear sobre esta base posteriores estudios, con el fin
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de T1legar a conocer que repercusién a nivel poblacional tiene la presencia de
estas levaduras en tan alto nivel en el ambiente. E1 estudio se podrfa abor
dar haciendo una revisidn de casos en el sector hospitalario de Madrid y ver
la incidencia, si existe, de este tipo de lesién, comprobando si coinciden las
etapas de mayor incidencia de enfermos con épocas en las que el nivel de estos
microorganismos en el afre es elevado, circunstancia que en Madrid se darfa en
los meses de invierno.

Es de destacar que en la bibliograffa consultada, s6lo se han encontra
do tres citas referentes a la incidencia de Cryptococcus en el ambiente, Prin
ce (191), Al-Doory (6) y Gambale (99).

Encontréndose otros trabajos que estudian el género Cryptococcus bajo
el aspecto médico; éerstenhaber (100) en su estudio describe un caso de crip-
tococosis pulmonar.

A la vista de los resultados obtenidos en el estudio podemos decir que
las zonas de Ciudad de los Periodistas y Legazpi tienen mayor media,precedién
doles Sanjurjo y Veterinaria.

Observando las gréficas de las Figuras Dg.5 y Dv.5, vemos que en los
meses de verano, con temperaturas elevadas, el nivel de Cryptococcus en la at
mbsfera es escaso o nulo, coinciden con l1a representacién grdfica las tablas
de correlacién, ya que tanto la temperatura media como Tas horas de sol pre-
sentan correlacién significativa negativa con el n° de colonias.

También hay que destacar el hecho de que tanto el S 02 como el CO pre
sentan correlacidn significativa posftiva con el n® de colonias en las esta -

ciones de observacidn que se sefalan en las tablas correspondientes.
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Aspeng ius

En el presente estudio ocupa el sexto lugar en frecuencia de apari-
cién, constituyendo Yo que hemos 1lamado "micoflora normal". Por la observa-
cién de las Figuras Hg.6 y Hv.6 vemos que las medias en Tos cuatro- observato
rios estdn muy préximas, y en 1a Tabla G.1 podemos ver que las proporciones de
dfas que aparecen colonias también son muy homogéneas en todas las zonas, pre
sentando 1a misma proporcién estimada los cuatro observatorios, siendo esta
distinta para los dos métodos de muestreo considerados.

Dada la importancia que tiene el género como agente productor de pro
blemas, tanto en los alimentos, produccién de aflatoxinas, como en el hombre
y animales, en donde es céusa de alergfas, sensibilizaciones y micosis inter-
nas, es el género que mis ampiia y profundamente estd tratado en Ta bibliogra
fia, sobre todo las especies m&s patfSgenas como son: A. flavus y A. fumigatus.
En los trabajos consultados encontramos tres tipos de estudios, que pasamos a
comentar; los que estudian de manera general la pbblacidn miéotica del aire,
encontréndose el género Aspergillus como un constituyente abundante de esta mi
coflora, entre estos podemos citar los trabajos realizados en Espafia:Calvo(43),
Canto (45), Diaz-Rubio (74), Aller (8), Morales (170). En otros paises pode-
mos nombrar los estudios de: Rantio-Lehtmaki (194), Bassett (24),Morrow(171),
Al-Doory (6), Cadrecha (36), Turner (238), Requejo (200).

Otro tipo de estudios que nos encontramos es el que versa sobre el co
nocimiento, incidencia y distribuci6n del género y sus especies en un lugar de
terminado, Guarro (110}, Catvo (43), Hudson (123), Jayaprakask (129).

Por Gltimo, el tercer tipo de trabajos consultados con un nimero de ci
tas abundante, trata de 1a patologfa que son capaces de producir algunas espe

cies del género; Goldstein (101), Hoehne (120), Malo (155)(156) ( 157) (158),
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Mac Carthy (153), Manresa (161)(162), Sandhu (207), Seabury (213),Slavin(216)
(217)(218), Turner (239)(240), Warren (252), Zellweger (257), Patterson (186),
Dessaint (71), Chebat (57), Forman (94), Haslam (116), Jacoby (128), Longbot-
tom (151), Mullins (174), Pepys (187).

Por los resultados tanto en las tablas de correlaci6n como de las gr§
ficas de las Figuras Dg.6 y Dv.6 vemos que en los meses de invierno es cuando
el nivel de Aspergilius en la atmésfera es mis elevado. Tanto 1a pluviometrfa
como la humedad relativa presentan correlacién significativa positiva con el
n° de colonias, y lé temperatura media presenta correlacidn significativa ne-
gativa. Para los contaminantes qufmicos tanto el 502 , las Particulas como la
mezcla presentan correlacién significativa positiva con el n° de colonias.

En el estudio taxonémico del género hemos identificado las siguientes
especies: A. niger, A. awamoni, A. clavatus, A. fumigatus, A, parasiticus, A.
onyzae, A. terreus, A. versicolor. De todas estas especies tenemos que resal-
tar la importancia que tiene 1a presencia en el aire de Madrid de las especies
A. nigen, A. fumigatus y A. parasiticus, ya que son agentes capaces de produ-
cir sensibilizaciones y micosis internas.

En posteriores estudios, serfa interesante abordar un planteamiento
mis profundo del género, y llegar al conocimiento de la distribucién estacio-
nal de las distintas especies y ver si existe relacién con las casufsticas hos

pitalarias.
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Cand.ida

En el presente estudio 1a especie que hemos identificado ha sido C. af
bicans.

La zona que mayor media alcanz6 fue Legazpi, siguiéndole Veterinaria,
Sanjurjo y por Gltimo Ciudad de los Periodistas.

Como en el caso del género Cryptococcus, merece mencidn especial dado
que es un agente productor de procesos patoldgicos.

En estudios poblacionales se cita con cierta frecuencia, pudiendoc nom
brar los estudios de Gambale (99), Al-Doory (6), aunque considerando 1a impor
tancia del género tendrfan que proliferar los trabajos que estudiasen este a-
gente en distintos ambientes.

" Mds abundantes son los trabajos que versan sobre los procesos pato1§
gicos que origina este género, entre los que se encuentran los realizados por
Sandhu (207) en el que hace un estudio de las alergias broncopulmonares prody
cidas por los géneros Candida y Aspergillus; Bandry (19) que cita y describe
un caso de alergia ocular causada por C. atbicans; Tomsikova (236) en su tra-
bajo produce experimentalmente una alergfa con este agente; Sclafer (209)(210)
en sus dos trabajos hace un estu&io clinico de 1a alergia producida por Candi
da albicans, 1legando a l1a conclusidn, después del estudio poblacional que a-
borda, que actualmente el 10% de las enfermedades alérgicas estdn causadas por
Candida albicans, pudiendo tener manifestaciones variadas; Montowska {167) ha
ce un estudio inmunoldgico del asma bronquial producido por C. albicans; Oeh-
1ing (177) cuyo estudio versa sobre la inmunidad celular en pacientes sensibi
1izados con C. albicans y su respuesta humoral: Cornillon (64) se refiere al
estudio de procesos asmiticos presentados en una planta de produccién de pro

teinas a partir de derivados del petroleo con la intervencidin en el proceso de
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C. tropicalis; Kabe (133) estudia los mecanismos de reacci6n que se producen
al exponer a pacientes con asma bronquial a l1a accidn de C. albicans y A. fumi
gatus; Vialatte (247) en la tercera parte de su trabajo hace un estudio de la
respuesta a la candidina de 822 nifios, de los cuales el 31% dan respuesta po
sitiva.

De la observaci6n de las figuras Dg.7 y Dv.7, vemos que en el mes de
dictembre se observa una subida en el nivel considerable en los cuatro obser-
vatorios y por los dos métodos de muestreo que estamos considerande, alcanzan
do mayores niveles en los meses de invierno que en el resto del afio.

Por 1a observacién de las tablas de correlaciones, vemos que en la es
tacién de Legazpi, se presenta correlaciones significativas con casi todas las
variables consideradas. Teniéndola positiva con respecto a Direccidn del vien
to y velocidades mixima y mfnima, y negativa con la temperatura, humedad, pre

si6n, Particulas y monéxido de carbono.

Levaduras en general

En el presente estudio hemos incluido en este grupo las levaduras que
se han presentado esporfdicamente a 1o largo del periodo de recogida de mues-
tras. Por tanto, como en el caso del 0. Micelia sterilia, es muy hetereogeneo,
por 1o que consideramos que la discusidn de los resultados concretos no tiene
sentido.

De una manera general, podemos decir que los niveles de levaduras en
el aire aumentan en los meses de invierno, y que las zonas de Legazpi y Ciu-

-dad de los Periodistas son las que mayor nivel presentan.

En 1a bibliograffa consultada, las levaduras se censideran engruposin

dar géneros, por regla general, o bien se adoptan posturas similares a Ya nues

tra, al incluir las poco frecuentes en un grupo, y las que se presentan habi-
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tualmente como géneros independientes.

Entre los géneros incluidos dentro de 1o que hemos 1lamado "micoflora

esporidica o poco frecuente” es evidente la importancia que tiene la existen-

cia de alguno de ellos, aunque su presencia no sea continua y abundante.

Entre estos tenemos que destacar por su intervencién en procesos pato
16gicos: a

Histoplasma capsulaium, hongo dimdrfico que es el agente productor de
la histioplasmosis. También citado por Calvo (43) como perteneciente a la mi-
coflora atmosférica de Barcelona.

Geofrichum, en nuestro estudio se ha aislado en todas las zonas, cita
do en varios trabajos del estudio de otras ciudades.

Los dermatophitos que hemos aislado aunque con muy baja frecuenciahan
sido los géneros Micresporum y Trichophyton. '

Otros género§ aislados que pueden producir procesos patolfgicos son:
Fusanium, Mucorn, Rhizopus, Absidia presentes también en la mayorfa de los es-
tudios de la aerobiologia de ciudades.

Aunque no estd descrito como productor de procesos patolfgicos es de
destacar la presencia de especie Monilin sitophila, ya que por sus caracterfs
ticas de crecimiento descritas en el apartado V.2 nos produjo grandes trans-
tornos en el desarrollo del trabajo e incluso en los meses de Julio y Agosto
tuvimos que interrumpir totalmente el muestreo; dada la gran prominencia de
crecimiento la Gnica colonia que se desarrollaba, bien por haber sido recogi
da del aire, bien por una contaminaci6n posterior de las placas, era la de es
ta especie.

Por tanto serfa de gran interés lograr un medio capaz de inhibir o ami

norar el crecimiento de Monilia sitophila ya que de no ser asf el estudio a -
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nual de la micoflora, cuando en el ambiente existe este moho, resulta invia-
ble.

También tenemos que destacar las caracterfsticas de crecimiento de los
géneros Mucor y Rhizopus, ya que cuando crecen ellos inhiben y/o enmascaran el
crecimiento de otras colonias, dando lecturas erréneas.

Otro dato a tener en cuenta es la presencia del éénero Monodictys en-
contrado dnicamente en las muestras recogidas en el observatorio de Veterina
ria, tanto por el método Gravimé&trico como por el Volumétrico. Serfa intere-
sante el estudio ecoldgico del género y ver que caracterfsticas especiales tie

ne este observatorio que permite su existencia.

Vi.3.2 DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD

A 1a vista de la grdfica G.3, en donde se representan las diversida-
des obtenidas en la poblacién objeto del presente estudio, vemos que, al ir ay
mentando el tamafio de las muestras, por considerar mfs de un observatorio 1la
diversidad aumenta. Este incremento es muy grande cuando pasamos de conside-
rar uno a considerar dos observatorios, incrementsndose menos cuando se pasa
de dos a tres observatorios y aumentando pero en menor escala cuando se trata
de la diversidad de los cuatro observatorfos, pudiéndose ver que 1legado este
1imite aunque el tamafio de 1a muestra aumente, la diversidad no se incrementa.
Como se ha seflalado en el apartado 1V.4.4 segin Margalef (159), el aumento de
la diversidad al unir dos muestras es prueba de la hetereogeneidad, por eso
1Tegado a un 1imite en la amplitud de 14 muestra aunque se aumente mis, la di
versidad no varfa. Aplicando este concepto a nuestro trabajo, podemos decir
que el estudio de la poblaci6n que hemos realizado con las muestras que se han

tomado, en los cuatro observatorics establecidos es completo, es decir, en el
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conjunto de todas las muestras estdn incluidos todos los géneros en unas pro
porciones dadas.

Como se destaca en los resultados, las diversidades obtenidas en el
presente estudio estdn comprendidas entre los valores 2,8 y 5,25 bits/colonia.
Aunque de toda la bibliograffa consultada no se ha encontrado ningin trabajo
referente a la poblacién micética, en el que se estudie'la diversidad y por
tanto no podemos hacer un estudio comparativo de nuestros resultados con los
obtenidos en otras poblaciones fingicas, si podemos relacionar nuestros resul
tados con los obtenidos en otros tipos de poblaciones, citados por Margalef
(159), podemos poner como ejemplo la diversidad del fitoplancton en las cos-
tas que suele est&r comprendida entre los valores de 1 y 2,5. La diversidad del
plancton ocednico suele tomar valores de 3,5 a 4,5. En este trabajo Margalef
sefiala que los valores midximos de la diversidad raramente rebasan los 5 bits
y que la diversidad tiene un caracter asintético. Nuestros resultados concuer
dan con lo dicho por este autor.

Es de destacar la poca diferencia que hay entre las diversidades obte
nidas por el método Volumétrico y las obtenidas por el método Gravimétrico, pa
ra cada uno de los observatorios o conjunto de ellos. Esto tiene gran impor-
tancia ya que, para este tipo de estudios es tan vilido el método Gravimétri
co como el Volumétrico, a pesar de que se puso en relieve anteriormente, lama
yor eficacia del método Volumétrico.

Con el estudio de los Espectros temporales de diversidad, realizado se
bre los datos obtenidos por el método Gravimétrico, se aprecia la evoluci6n
de Ta diversidad a 1o largo de todo el periodo de estudio en las cuatro esta-

ciones de observacidn consideradas.
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VI1.- CONCLUSIONES

A Ta vista de los resultados obtenidos en el preserte estudic pode-

mos enunciar las conclusiones siguientes:
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ET método de muestreo "Gravimétrico sobre superficie inerte" en el estu-
dio concreto de Ya micoflora del aire de Madrid, no nos ha permitido obte
ner resultades reproductibles, por 1o que consideramos serfa de interés pa
ra estudios de este tipo disponer de un método idoneo, cépaz de detectar
las esporas no viables y/o que no crecen en medios de cultivo sintéticos.
Tanto del estudio realizado por el método de muestreo Gravimétrico como
por el Volumétrico sobre medio de cultivo, 1a poblacién fungica del aire
de Madrid se divide en dos tipos: a.- E1 formado por los hongos que repre
senta la flora normai o habitual. b.- E1 que constituye la flora esporddi
ca o poco frecuente, '

Los hongos que pertenecen a"la flora normal"” son: Cladosporium, Micelia
sterilia, Alternarfa, Penicillium, Cryptococcus, Aspergillus, Candida ylLe
vaduras en general, debiendo destacar la potencialidad patSgena de algunos
de estos generos.

E1 método Volumétrico nos ha permitido conocer 1a concentracién media de
esporas fungicas viables en el aire de Madrid que es de 374 esporas/m3.
Del estudio micolfgico de las distintas zonas se deduce que en todas ellas
los hongos que forman "la micoflora normal" son Tos mismos, aunque presen
tan diferencias pequefias en las medias y proporciones de aparici6n y que
las estirpes que constituyen 1a micoflora esporddica no se encuentran pre
sentes en todas las estaciones de observacién, debido probablemente a 1la
fluctuacién que determina su escaso nirero.

Del estudio de las matrices de correlacién del nimero de colonias de 1los
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distintos géneros con las variables metereoldgicas consideradas, hemos se
leccionado los pardmetros que mds parecen influir sobre 1a concentracién
de colonias y son la temperatura y 1a humedad relativa, en unos casos in-
crementando el n° de colonias y en otros disminuyéndolo, como se refleja
en los resultados.

Del estudio de las matrices de correlaci6n del n° delcolonias con los pa-
rémetros de contaminantes quimicos, hemos seleccionado aquellos que al
iqual que en el punto anterior mds parecen influir y son los niveles de
502, CO0 y de mezcla.

De las dos conclusiones anteriores se desprende la necesidad de continuar
el estudio, obteniendo las correlaciones mdltiples de la concentracidn de
colonias con las variables seleccionadas, con el fin de conocer cuales de
estas variables y en que medida influyen sobre la concentracién de colo -
nias.

Es evidente la distribucifn estacional conc¢reta que presenta cada estirpe
que en general coincide en Jos cuatro observatorios. Existen géneros cuya
mayor frecuencia de aparicifn se alcanza en los meses c&lidos: Cladospo -
rium y Alternaria. Otro grupo de ellos han registrado mayor frecuencia en
los meses de invierno: Cryptococcus, Aspergillus y Levaduras en general.
EY género Penicillium se presenta a lo largo de todo el afio con una dis -
tribuci6én aleatoria en las cuatro estaciones de observacifin y parece ser
que su frecuencia de aparicifn es independiente de todas las variables que
se han considerado.

Del estudio de la diversidad de la poblacién fungica dentro del ecosiste-
m en cuestidn se deduce que los dos métodos de muestreo considerados pre

sentan resultados muy similares en cuanto a proporciones y distribucidn en
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el tiempo de esporas. Por tanto es evidente que para este tipo concreto de
estudios es tan valido el método Volumétrico como el Gravimétrico, quedan
do reservada 1a utilizacién del método Volumétrico a aquellos casos enque
sea necesario conocer la concentraci6n de esporas por unidad de volumen.
N11° Del estudio del espectro temporal de diversidad se desprende que esta fluc
tua a lo largo de todo el afio dentro de Tos 1fmites'l,78 y 3,61 bist/colo
nia, lo que significa que el ecosistema objeto de este estudio, no estd su

jeto a grandes perturbaciones.
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MEN

En el presente trabajc se ha estudiado la incidencia de hongos en el
aire de la ciudad de Madrid durante el periodo de tiempo comprendido entre el
1 de Mayo de 1978 y el 30 de Mayo de 1979.

E1 muestreo se realizé en cuatro zonas distintas situadas en los cua
tro puntos cardinales de la ciudad y por tres métodos diferentes:

- Sobre superficie inerte por gravimetrfa (se recogieron 100 muestras)

- Sobre medio de cultivo Extracto de Malta al 2%

. Por gravimetrfa (715 muestras)
. Por volumetrfa (462 muestras)

Por el primer método no se obtuvieron resultados concretos y por los
dos métodos sobre medio de cultivo pudimos ver que la poblacién fingica del
aire de Madrid se divide en Hongos que constituyen 1a micoflora normal, cuya
frecuencia de aparicién es habitual en todas las zonas. Y hongos que consti-
tuyen 1a micoflora esporddica, cuya frecuencia de aparicién es muy baja. Los
hongos que constituyen la micoflora normal son: Cladosporium, Micelia steri
tia, Alternaria, Penicillium, Cryptococcus, Aspergilius, Candida y Levaduras
en general.

Por el estudio del an&lisis de las matrices de correlacidn, se ha es
tudiado 1a influencia que podrfan ejercer las variables metereolfgicas y de
contaminacién qufmica en el n° de colonias obtenidas. De este estudio se de-
duce que las variables que m&s influencia podrfan ejercer son, las metereold
gicas (temperatura y Humedad relativa) y de contaminacién (502, €0 y la mez-
cla); pero la comprobacién de estos extremos, deberfa ser objeto de un estu-
dio posterior. |

Del estudio de la diversidad de 1a poblacién fingica del ecosistema
en cuestién se deduce, que esta se mantiene con unos valores bastante simila

res a lo largo de todo el periodo observado.
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SUMMARY

In the present work the incidence of fungi in the air in the centre
of Madrid was studied during the period from 1 st of May 1978 to 30 of May
1979.

The samples were taken in four different areas of the city situated
at the four cardinal pofnts and .by means of three different methods:

. 100 samples were taken by gravimetry on an inert surface.

. 715 samples were taken by gravimetry on a 2% Malt Extract agar me-

dia.

. 462 samples by volumetry on a 2% Malt Extract agar media.

By means of the first method, no concrete results were obtained.With
the 2% Malt Extract agar media methods we could see that the fungi popula-
tion in Madrid air were divided into fungi which constitute the normal fungi
population whose frequency of appearance is habitual in all of the test areas,
and a sporadic fungi population whose frequency of appearance is very low.

The fungi which constitute the normal population are: Cladosporium,
Micelia sterilia, Alternaria, Penicillium, Cryptococcus, Aspergillus, Candi-
da and yeast in general.

By analysing the correlation matrise we studied the influence which
the meteorological varfables and chemical contamination e#ercise on the pro-
portion of the counted colonfes. From this study the variables which have the
greatest influence were seen to be the medium temperature relative humidity
and the chemical contaminants S0,, C0 and their mixtures.

Sut the verification of this point should be the subjet of further

studies.
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From the examination of the diversity of the ecological system’s fun
gi population under study it was deduced that this was maintained with wore

or less the same values throughout the whole period of observation.
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