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Resumen

Se ha reportado ampliamente, que los microorganismos presentes en el suelo o en el agua,
tienen un fuerte impacto sobre la viabilidad de las poblaciones naturales de los anfibios.
Sin embargo, en las zonas rurales con actividad pecuaria, la composicién natural de la
comunidad de microorganismos edaficos, puede llegar a verse altamente alterada, debido
a la movilidad del ganado, llegando incluso, a que las pezufias de dichos animales, sean un
medio efectivo para su crecimiento y dispersién. En este articulo, se muestran los resultados
de los aislamientos de hongos presentes en la piel de Dendropsophus columbianus, en una
zona silvopastoril, con actividad pecuaria en el norte del departamento del Cauca (Colombia),
comparados con los aislamientos de hongos del suelo y de las pezuiias del ganado vacuno,
presentes en la zona de estudio. En total, se aislaron diez géneros de ascomicetos y un
zigomiceto, de los cuales cuatro fueron encontrados en la piel de D. columbianus, cinco en
las pezuias del ganado vacuno y nueve en las muestras del suelo. Algunos de los géneros
encontrados, han sido previamente reportados como hongos patdgenos y dermatofitos
para anfibios, aunque su efecto negativo en la piel de las ranas, puede llegar a ser atenuado,
tanto por el sistema inmune del organismo, como por la misma comunidad microbiana
simbionte de la piel del anuro. Sin embargo, la movilizaciéon continua del ganado, puede
llegar a ser un factor de dispersion de algunos de los hongos aislados, por lo que, bajo las
condiciones de actividad pecuaria, es necesario considerar un espectro mayor de patogenos
que potencialmente, pueden afectar la piel de los anuros.
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DENDROPSOPHUS COLUMBIANUS (HYLIDAE) SAPROPHYTIC
INTEGUMENTARY MOLDS FROM CALOTO, COLOMBIA

Abstract

It has been widely reported that microorganisms present in soil or in water have a strong
impact on the viability of amphibians’ natural populations. However, in rural areas with
livestock activities, the natural composition of the soil microorganism community can be
highly altered by cattle mobility to the point that cattle hooves can be an effective means
for microorganisms’ growth and spread. This paper presents the results of fungal isolation
in the skin of Dendropsophus columbianus in a silvopastoral area with livestock activities in
northern Cauca department (Colombia), compared with fungal soil and cattle hooves isolation
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in the area studied. In total, ten genera of ascomycetes and one zygomicete were isolated
from which four were found in D. columbianus’ skin, five in cattle hooves and nine in soil
samples. Some of the genera found have been previously reported as pathogenic fungi and
dermatophytic for anurans, although their negative effect on the skin of frogs can be miti-
gated by both the natural immune system or the microbial symbiotic community found in
the anuran skin. However, the continuous movement of livestock can become a dispersion
factor of some isolated fungi, reason why under the livestock activity conditions it is neces-
sary to consider a wider scope of pathogens which potentially might affect anurans’ skin.

Key words: anurans, cattle raising, symbiosis, soil.

INTRODUCCION

afecciones por hongos se denominan genéricamente: dermatofitosis. Ademas
de las especies de hongos dermatofitos asociadas a los humanos, se han
identificado cerca de 14 especies de hongos dermatofitos asociados a los animales
(zoofilicos) y 16 especies asociadas al suelo (geofilicos) (MOLINA DE DIEGO, 2011).

I 0s hongos afectan la piel, el pelo y las ufias de todos los vertebrados. Estas

Los anfibios son organismos vulnerables a la accion de microorganismos a través
de la piel, como los hongos saprofitos, que pueden llegar a ser potencialmente
patogénicos y capaces de reducir la viabilidad de las poblaciones (LIPS et al., 2005).
En este contexto, gran parte de la investigacion reciente, esta enfocada en el efecto
del hongo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) (LONGCORE et al., 1999), sobre
diversos organismos. En Colombia, registros de esta afeccion, han sido reportados
para los departamentos de: Santander, Boyaca y Cundinamarca en la cordillera
oriental (ACOSTA-GALVIS et al., 2006; RUIZ & RUEDA, 2008), mientras que en el
departamento del Valle del Cauca, en la cordillera occidental (VELASQUEZ et al.,
2008).

El efecto que tienen los hongos saproéfitos, incluido el Bd, sobre la viabilidad de las
poblaciones naturales de anuros, pone de manifiesto la necesidad de incrementar
nuestro conocimiento sobre este tema en particular (YOUNG et al., 2001; BELDEN &
HARRIS, 2007; SOHDI et al., 2008). Estudios recientes de la comunidad microbiana de
la piel de los anfibios, han demostrado que ciertas bacterias inhiben el crecimiento
del Bd (WOODHAMS et al., 2007a). Ademas, hay casos en los que, si el ensamble
de hongos presente en la dermis de las ranas no es perjudicial para el individuo,
puede actuar como un efectivo agente que limita el impacto de parasitos y hongos
infecciosos, convirtiéndose en la primer linea de defensa natural (PESSIER, 2002).
En el entorno natural, tanto el suelo, como el agua, son las principales fuentes
de microorganismos para los anuros. Sin embargo, en ambientes con actividades
pecuarias, la movilizaciéon continua del ganado, no s6lo afecta drasticamente la
estructura del habitat (SOVELL et al., 2000; MAECHA, 2002; PARUELO et al., 2005;
TRAVIESO-BELLO et al., 2005; CINGOLANI et al., 2008), sino que presenta, un gran
impacto en la comunidad de hongos y parasitos al favorecer su diseminacion
(BLANCO & GARCIA, 2010).

Aunque conocer la composicion de la fauna de microorganismos potencialmente
patégenos para los ensambles de anuros en cada localidad, es un componente
clave para generar estrategias de manejo conducentes a controlar las enfermedades
que se generan (HARRIS et al., 2009; HILL et al., 2010), la informacién especifica
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sobre la estructura de estos ensamblajes y el efecto potencial de los vectores de
movilizacion activos como el ganado, es escaso.

Con el propoésito de avanzar en el conocimiento disponible sobre esta tematica
para Colombia, en este articulo, se identifican los hongos saproéfitos presentes en
la epidermis de Dendropsophus columbianus (BOETTGER, 1892), en un ambiente
silvopastoril del municipio de Caloto, Cauca, el cual posee una alta actividad
pecuaria y se compara con el ensamblaje de los hongos presentes en el suelo y
las pezunias del ganado vacuno (Bos taurus Linnaeus, 1758) de la zona de estudio.

MATERIALES Y METODOS

Dendropsophus columbianus, es una especie endémica de Colombia. Habita entre
950 y 2300 metros sobre el nivel del mar, en las dos vertientes de la cordillera
occidental y en la vertiente occidental de la cordillera central, en los departamentos
de: Cauca, Quindio, Risaralda y Valle del Cauca. Se encuentra asociada a ambientes
naturales, como los bordes de lagos y lagunas, asi como a ambientes artificiales
como son los jardines y estanques. Es comin en humedales de zonas bajas
asociados a pastizales o potreros (RUIZ-CARRANZA et al., 1996; CASTRO-HERRERA
et al, 2007; BOLIVAR & RENGIFO, 2011).

El estudio se realiz6 en la vereda Morales (02° 59.98’N - 76°24.60’ W), del municipio
de Caloto, departamento del Cauca (Figura 1), en una zona silvopastoril, con
actividad pecuaria ubicada a 1199 metros sobre el nivel del mar. Se realizaron
capturas de D. columbianus durante la noche, en un sector inundable, dominado
principalmente, por vegetacion herbacea, frecuentada continuamente por ganado
vacuno de la zona (Figura 2A). Cada individuo capturado fue inmediatamente
aislado en una bolsa Ziploc, para su posterior tratamiento.
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Figura 1.

departamento del Cauca (Colombia).

Localizacién del punto de muestreo en la vereda Morales, municipio de Caloto,
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Considerando que las lesiones causadas por hongos en ranas, generalmente, se
concentran en la superficie ventral del cuerpo y las extremidades (DESMORE &
GREEN, 2007; PESSIER 2002), se realiz0 un frotis epidérmico en la zona ventral
y las patas anteriores de cada espécimen capturado, utilizando un hisopo estéril
humedecido completamente con agua peptonada (Figura 2B). Cada hisopo se coloc6
en un tubo de ensayo esterilizado con 5ml de agua peptonada y se sell6 con un tapén
de rosca. Finalmente, se rotul6 con el namero y el lugar de la muestra de donde
fue tomado el individuo y se refrigerd para su transporte al laboratorio. Todo el
procedimiento se realizo en el sitio de captura, sobre una hoja extendida de papel
Craft esterilizada, junto a un mechero encendido para minimizar la contaminaciéon
de las muestras por agentes externos. Todos los individuos capturados, fueron
liberados en la zona de estudio después de realizado el frotis de epidermis. Es
importante destacar que, esta localidad, no ha sido alin analizada para detectar
la presencia de Bd.

Figura 2. Procedimiento de toma de muestra y cultivo de los hongos. A) Zona de estudio.
B) Frotis de la superficie epitelial de D. columbianus. C) Frotis de las pezufias
del ganado vacuno. D) Sembrados en medio de cultivo PDA en cajas de petri
a temperatura ambiente.

Adicionalmente, se realizaron frotis de las pezufnas del ganado vacuno (B. taurus),
siguiendo el mismo protocolo previamente descrito (Figura 2C) y se colectaron
muestras de suelo equivalentes a 5 cm?® en el area de captura, para evaluar la
presencia de hongos saprofitos mediante la técnica de dilucion. Esta técnica,
consiste en obtener una suspension de la mezcla de microorganismos y hacer
diluciones seriadas que se vierten en una placa Petri hasta conseguir colonias
aisladas. En el laboratorio, las muestras de D. columbianusy B. taurus se diluyeron
hasta una concentracién final de 103, mientras que las muestras de suelo, fueron
diluidas hasta una concentracion final de 10, a partir de la mezcla de 10 g de
suelo en 9 ml de agua peptonada.

Para la proliferacion de los hongos, se realizaron sembrados en profundidad
utilizando un 1 ml de cada dilucion en medio de cultivo tibio de papa-dextrosa-
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agar (PDA), en cajas de Petri previamente esterilizadas (Figura 2D). Todas las
incubaciones se realizaron durante cinco dias a temperatura ambiente (27 °C).
Finalmente, se realiz6 la identificacion hasta el nivel de género de los hongos
presentes siguiendo a GONCALVES et al. (2006), en el laboratorio de microbiologia
de la Universidad del Valle. Cuando la esporulacion no era posible en medio PDA,
los hongos fueron resembrados en: Agar-Tierra, Agua, Avena, Clavel y Caléndula,
para estimular la fase de esporulacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En total, se procesaron siete muestras para cada uno de los tres tipos de fuente:
frotis de D. columbianus, pezufas de ganado y suelo. Todos los sembrados
fueron positivos para hongos. Se identificaron diez géneros de ascomicetos y un
zigomiceto, de los cuales cuatro se encontraron en la piel de D. columbianus, cinco
en las pezuilas de B. taurusy nueve estuvieron presentes en el suelo (Tabla 1).

Dos géneros (Penicillium y Trichoderma) fueron encontrados en las tres unidades
muestreadas. Paecilomyces y Cladosporium, estuvieron presentes, tanto en D.
columbianus, como en el suelo, mientras que: Eupenicillium, Fusarium, Gliocladium,
Mucory Verticillium, s6lo se encontraron en las muestras de suelo y el Metarhizium,
solo se encontro, en las pezuias de ganado (Figura 3). Aspergillus niger, fue el
unico hongo posible de determinar hasta nivel de especie. Adicionalmente, entre
las muestras de suelo, se encontré un hongo basidiomiceto, el cual no pudo ser
identificado. Nueve morfotipos de hongos no esporularon en ninguno de los
medios utilizados. No se observo ninguna lesion cutanea en los especimenes de
D. columbianus, capturados durante este trabajo.

Figura 3. Fotografias a microscopio de las estructuras reproductivas de algunos hongos
aislados de las muestras de suelo, frotis epitelial de D. columbianusy pezufas de
B. taurus. A. Cladosporium, B. Trichoderma, C. Eupenicillium, D. Gliocladium.
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Tabla 1. Numero de morfotipos de los géneros de hongos identificados de suelo, piel de
D. columbianus y pezuias de ganado en el municipio de Caloto, Departamento

del Cauca, Colombia.

GENERO Suelo  D. columbianus Pezuiias de ganado

Aspergillus 2 0 1
Cladosporium 0 2 1
Eupenicillium 5 0 0
Fusarium 1 0 0
Gliocladium 1 0 0
Metarhizium 0 0 1
Mucor 1 0 0
Paecilomyces 2 1 0
Penicillium 11 3 3
Trichoderma 9 1 2
Verticilium 1 0 0
Total 33 7 8

La pequefia proporcion de géneros de hongos encontrados en la piel de D.
columbianus, con respecto a la cantidad de hongos detectados en el suelo (Tabla
1), puede ser un indicio de la existencia de factores en la piel de los anuros, que
previenen el establecimiento de algunos microorganismos. Probablemente, el
accionar conjunto del sistema inmune de este anuro contra hongos patégenos
sumado al efecto natural de la comunidad microbiana que se encuentra en la
piel de D. columbianus en esta localidad, podria estar desplazando las especies
agresoras por competencia de espacio y/o recursos, como ha sido reportado para
otras especies de anfibios (HARRIS et al., 2009; POULIN, 1999; WOODHAMS et al.,
2007a, 2007Db).

Es necesario tener en cuenta que, los hongos identificados en esta investigacion,
pueden llegar a ser oportunistas y parasitos potenciales de anuros y otros
vertebrados (TAYLOR, 1999). Por ejemplo, aunque la presencia de los géneros
Penicillium y Trichoderma, en los tres sistemas, concuerda con la tendencia
ampliamente conocida de estos géneros de ser ubicuos (COOPER & HAYCOCKS,
2000; RIFAI 1969). Penicillium, ha sido reportado como patégeno en la piel de
Aldabrachelys gigantea (OROS et al., 1996) y Alligator mississippiensis (JASMIN &
BAUCOM, 1967), asi como mutualista para Dipodomys spectabilis HAWKINS, 1999),
mientras que Trichoderma, ha sido reportado en casos de dermatitis micotica en
ranas en cautiverio (CRASHAW). Otros géneros aqui encontrados, como: Gliocladium,
Fusarium, Metarhizium y Verticillium, han sido reportados como micoparasitos
para otros organismos diferentes a anuros (LEAL & VILLANUEVA, 1962; BARNETT
&LILLY, 1962; DAYAL & BARON, 1970), siendo los tres ultimos, entomopatégenos
oportunistas (OSBORNE, 1992; ZHIOUA et al., 1997).
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Los hongos del género Cladosporium, han sido asociados con el desarrollo de
chromomicosis en ranas (MILLER et al., 1992; JUOPPERI et al., 2002), que conlleva
a la muerte de los individuos afectados (DENSMORE & GREEN, 2007). El hallazgo
de este género de hongo, tanto en la piel de D. columbianus, como en las pezufias
del ganado de la zona de estudio, no solo apoya la idea del efecto del ganado
como posible vector de hongos en la zona, sino que también, pone de manifiesto
la necesidad de ampliar el espectro de busqueda de hongos dérmicos que podrian
estar afectando la viabilidad de las poblaciones de anfibios en Colombia.

En sintesis, a pesar que los individuos muestreados, no presentaron sefiales de
infeccion o dano, hay que tener cautela y proyectar una evaluacién especifica
relacionada con la actividad patogena, que pueden llegar a tener, estos hongos
saprofitos, con el anuro hospedero, por lo que debe prestarse especial atenciéon a
regiones en donde la actividad pecuaria tiene un fuerte impacto sobre el paisaje,
toda vez que podrian convertirse en un vector de dispersion de estos agentes.
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