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RESUMEN

En esta tesis se determind y detalld la diversidad de microhongos que se
establecen en el material de nido de Caiman /atirostris con la intencion de analizar
si la composicidon fungica encuentra variacion segun el ambiente de nidificacion
(segun se hayan construidos en la unidad de Monte, Sabana o Embalsado) vy si la
presencia de hongos patdgenos pueden tener alguna influencia sobre el éxito de
eclosion, sanidad de los huevos y tamafio de los neonatos. Esta contribucidn
constituye el primer estudio de esta indole realizados en caimanes en general y en
yacaré overo en particular. En primera instancia, para cumplir con el objetivo de
caracterizar las comunidades fungicas de los nidos, fue necesario brindar una
caracterizacion floristica de los habitat naturales de C. /atirostris y de la flora
circundante a los nidos en un radio aproximado de tres metros. Debido a que el
material de nido se encuentra reducido a restos de vegetales practicamente
indeterminables, la informacion generada sobre la flora de cada ambiente de
nidificacion es de utilidad a la hora de interpretar las preferencias de ciertos
hongos por un sustrato (plantas lefosas o herbaceas y/o géneros o especies). Se
actualizé la informacién sobre la diversidad floristica del area de estudio y se
definieron los distintos ambientes de nidificacion en un contexto fitogeografico.
Este estudio constituye el primer aporte sobre la diversidad de la micobiota en
ambientes naturales de la provincia de Santa Fe. Se observd que la
heterogeneidad ambiental influye sobre la composicion de los ensamblajes
fungicos y uno de los factores que afectan podria ser el cambio en la intensidad de
los factores climaticos. Ademas, el agrupamiento de los ensamblajes fuingicos
segun el tipo de habitat demuestra que la diversidad taxondmica y la variedad
estructural de los taxones de plantas influyen sobra la diversidad de hongos de
cada ambiente. Respecto a la interaccion hongo/caiman se identificaron especies
fungicas en la cloaca de hembras en época de postura, en cascara y membrana de
huevos de yacaré overo. De estos resultados se concluyé que las hembras acttan

como transportadores facultativos de hongos en sus cloacas y no todos los hongos



de cloaca se encuentran en los huevos. Asimismo, no todos los hongos de los
huevos provienen de la cloaca. También se observd que la cascara actia como
barrera de las esporas fungicas permitiendo el paso de las mismas hacia la
membrana por filtracion. De los resultados obtenidos y de las listas de especies de
hongos formuladas, se identificaron aquellas con potencial patdgeno para el yacaré
overo, con base en los antecedentes disponibles en otras especies de reptiles
(lagartos y tortugas). Ademas se consideraron dos especies (Aspergillus fumigatus
y Fusarium oxysporum), cuya patogenicidad fue testeada en otras contribuciones
en diferentes especies de reptiles, para realizar ensayos inoculando huevos de
yacaré e incubandolos en condiciones controladas. Estas especies fungicas, fueron
identificadas en el material de nido y/o sobre las muestras de membranas de
algunos de los huevos analizados. A partir del aislamiento puro de esas especies se
prepard un ensayo de patogenicidad (en condiciones controladas de humedad,
temperatura y esterilidad de los sustratos utilizados para la incubacion) para
evaluar si esos hongos tenian algun efecto sobre el éxito de eclosion, sanidad de
los huevos y tamano de los neonatos de C. /atirostris. De las experiencias
realizadas se comprobd que el tratamiento de dispersidn de esporas sobre los
huevos no tuvo ningun efecto negativo sobre las variables consideradas, debido a
que, las esporas no pudieron obtener el sustrato organico necesario para el
desarrollo de hifas. Ademas se concluyd que son necesarias otras condiciones (e.qg.
materia organica procedente de los huevos en proceso de descomposicion), a
parte de las que brindan el microambiente de la cdmara de los huevos, para que el

hongo se desarrolle y provoque algun efecto.



ABSTRACT

The diversity of micro fungi which was found in the material of the Caiman
Latirostris nest is determined and in detail in this thesis. The intention is to analyze
if the fungal composition changes according to the environment of the nesting-
depending if they were built in the bushes, savannah or floating vegetation. Also, if
the presence of pathogens fungi could have any influence on the moment of
hatching, the sanity of the eggs and the size of the hatchlings. This contribution is
the first of this kind made in alligators and particularly on broad-snouted caiman.
In the first place, in order to characterize the fungal community of the nest, it was
necessary to do a floral characterization of natural environments and the flora of
the nesting habitat of Caiman latirostris which surround these nest in a radius of
three meters approximately. Since the material of the nests is made of organic
remains which are almost impossible to recognize, the information that brings the
flora in any of these environments is helpful to interpret the preferences of some
fungus for a substratum (woody or herbaceous plants and/or genera or species).
As a consequence, the information about the flora of the study area was updated
and the different environments of nesting were defined in a fitogeographic context.
This study is also the first contribution about the diversity of micobiota in the
natural environment of Santa Fe province. It was observed that environmental
heterogeneity influences the composition of fungal assemblies, and one of the
factors that could affect is the change of climatic factor intensity. In addition, the
grouping of fungal assemblages by habitat type shows that taxonomic and
structural diversity of plant taxa leftover influence fungal diversity of each
environment. As regard to the fungi/alligator interaction, different fungal species
were found on the female cloaca at reproductive stage, the shells and membranes
of the broad-snouted caiman “s eggs. From these results it was concluded that
females act as facultative carriers of fungal spores in their cloaca. Not all fungi
found in the cloaca were found on eggs and not all fungi identified on eggs came

from the cloaca. It was also observed that shells act as a fungal barrier allowed the



spore passage towards the membrane by filtration down the shell pores. From the
previous results and the list of different species of fungi formulated, the ones with
the pathogenic potential for the caiman were identified, using as a basis the data
available from other reptiles like lizards and turtles. Moreover, two species were
considered (Aspergillus fumigatus and Fusarium oxysporum), which negative
effects were tested in another contribution in different reptiles species, to do some
tests in which the broad-snouted caiman’s eggs were incubated under controlled
conditions. Also, these fungal species were identified in the nest material and on
the samples of the membranes of some of the eggs analyzed. Since the isolation of
those species, a pathogenicity assay was done, in which the humidity, temperature
and the sterility of the samples were under control, to evaluate if these fungus
have a negative impact on the hatching success, sanity of the eggs and size of the
hatchlings of C. /atirostris. From these experiences, the presences of spores on the
eggs have no negative effect on what was considered. In addition, it was
concluded that other conditions are necessary (i.e. organic material from the eggs
in decomposition), apart from the ones that have been brought from the
microenvironment of the chamber’s egg for the fungus to develop and have an

effect.
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“Composicion micobiotica del material de nido y su influencia en las

condiciones de incubacion de Caiman latirostris (yacaré overo)”

Introduccion General

ANTECEDENTES

La mayoria de los hongos poseen diferentes capacidades en relacion a su
nutricion, por esta razon son de gran importancia en los ecosistemas y a menudo
son una unién esencial entre los organismos y sus niveles tréficos mediante
complejas y variadas interacciones con los animales y plantas. Su principal rol
ecologico es la descomposicion de sustratos ya que los hongos necesitan
compuestos organicos preformados como fuente de energia. Debido a sus
capacidades enzimaticas pueden utilizar los mas diversos compuestos organicos
incluidos la celulosa y la lignina (PIONTELLI LAFORET 2007). Los hongos son
organismos ubicuos y pueden crecer en practicamente todos los ambientes; otros
pueden vivir en ambientes con inundaciones periddicas (ANDO 1992). Un amplio
rango de hongos esporulan con un adecuado régimen de precipitaciones (SHEARER
1993) y otros donde la disponibilidad de agua es escasa y afecta el indice de
descomposicion (Dix Y WEBSTER 1995). Para la mayoria de los hongos una
temperatura de 15 °C a 20 °C permite una mejor esporulacidon y crecimiento. El
conjunto de estas variables determinan el éxito de colonizacidn, supervivencia de
los individuos y la composicion de especies de la micobiota de cada lugar (CANNON
Y SUTTON 2004).

Los animales ectotermos seleccionan sus habitats segun sus necesidades de
termorregulacion (PINA 2002, MERCHANT ET AL. 2007). El éxito de los mismos
depende de la interaccion de los componentes que forman dicho habitat. Los
componentes son diversos y dentro de ellos podemos considerar la micobiota

asociada a los nidos. Estudios previos realizados en aves y reptiles han
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documentado la interaccion de factores bidticos (e.g., distintos organismos y su
interaccion) y abidticos (e.g., rango de temperatura, nivel de pH, gases disueltos,
tipos de suelo, etc.) del microambiente del nido que afectan el desarrollo de los
embriones (RAHN Y PAGANELLI 1990, PINA ET AL. 2003, PINA ET AL. 2007). A su vez
estudios realizados con tortugas de mar revelaron que el microambiente de los
huevos en los nidos es afectado temporal y espacialmente por variables bidticas
(microorganismos y predadores) y abidticos (caracteristicas de la arena, contenido
de gases, humedad y temperatura), estos factores pueden interactuar entre ellos
de manera no lineal (PACKARD Y PACKARD 1988, ACKERMAN 1997). Los hongos usan el
oxigeno disponible, incrementan su metabolismo y esto propicia un aumento en la
temperatura del lugar en el que se encuentran (GRIFFIN 1996); recientemente se
ha demostrado que la concentracidn de O; afecta el desarrollo del yacaré overo
(IUNGMAN 2012). VALVERDE ET AL. (1998) proponen que la actividad metabdlica
asociada con una alta densidad de embriones en desarrollo sumada a la
composicion microbiana de la materia organica acumulada disminuye el nivel de
oxigeno (aumentando el nivel de didxido de carbono) y afecta el desarrollo normal

de los embriones.

En los distintos sitios de nidificacion, el aumento en la cantidad de materia
organica podria incrementar la respiracion microbiana como también la posibilidad
de infeccidn bacteriana y fangica de los huevos. PHILLOTT Y PARMENTER (2001a)
mostraron que la mortalidad incidente de huevos en los nidos podria causar la
colonizacion de los huevos por parte de hongos y posterior invasidon hacia los
huevos adyacentes. Actualmente se pueden encontrar investigaciones en las que
se analizan las condiciones microambientales del nido y su relacion con las
variables éxito de eclosion y desarrollo de los embriones en Lepidochelys olivacea
(CLUSELLA TRULLAS Y PALADINO 2007); también hay trabajos en los que se analiza la
mortalidad de los huevos y embriones en nidos de Lacerta monticola como
consecuencia de la infeccidn fungica de los huevos (MOREIRA LOPES Y BARATA 2005).

A su vez si los sitios para nidificar se escogen aino tras afno y el material de nido es
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reutilizado es posible que la calidad de dicho material disminuya y sea un factor a
considerar al momento de analizar las condiciones de incubacion y las variables
asociadas, como en este caso la micobiota (CLUSELLA TRULLAS Y PALADINO 2007). Para
poder entender cual es el origen de la materia organica que constituye los nidos es
importante considerar la composicion del area circundante al sitio de nidificacion
(e.g., la composicion de la vegetacion y la estructura vertical de los mismos) ya
que permite comprender los requerimientos de habitat que posee la micobiota
asociada y determinar patrones de diversidad que estan ampliamente relacionados

con el sustrato y la disponibilidad de hospedadores (LODGE ET AL. 2004).

Hasta la fecha no hay investigaciones que contemplen la relacion micobiota-
nido y su influencia en las condiciones de incubacién en ninguna de las dos
especies de caimanes que habitan en la Argentina (Caiman yacare y Caiman
latirostris). Debido a lo expuesto anteriormente surge la importancia de llevar a
cabo investigaciones teniendo en cuenta las relaciones entre la micobiota y el
microambiente del nido, generando de esta manera informacion importante con
respecto a sus efectos sobre el periodo de incubacion y éxito de eclosion en C
latirostris. Ademas se aportan datos sobre la especificidad de los grupos de hongos

segun la procedencia del material de nido analizado (monte, sabana y embalsado).

Descripcion de las entidades biologicas estudiadas

Microhonqos: Nociones Generales y Particulares

Existen hongos que viven sobre el sustrato vegetal (ramas, raices, hojas,
etc.), un componente importante en los nidos construidos por distintas especies de
cocodrilos, la gran mayoria de los hongos son aerobios y oxidan el sustrato a CO»
(GRIFFIN 1996). Dix Y WEBSTER (1995) distinguieron entre hongos que se pueden
encontrar en hojas de gimnospermas y los que se hallan en hojas de
angiospermas. Algunos de los grupos colonizadores son saprotréficos o parasitos

facultativos que estan restringidos a la superficie de la hoja hasta que ésta muere.
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Ademas de la vegetacion, debemos considerar el suelo como otro componente del
sitio de nidificacién el cual es considerado un medio altamente complejo (Bills et
al. 2004). Entre los organismos que habitan los suelos, los hongos cominmente
son los organismos méas abundantes en términos de biomasa y actividad fisiol6gica
(KjOller y Struwe 1982, Schnirer et al. 1985) constituyendo aproximadamente el
78-90% del total de la biomasa descomponedora en suelos de zonas de pastizales
(Frankland 1982). La mayoria de los grupos taxonémicos representados en este
componente del sitio de nidificacibn son preferentemente: filamentosos
saprotroficos (Saprolegniales, Pythiales, Mucorales, Eurotiales, Microascales,
Hypocreales, Sordariales, Onygenales, Leotiales y Pezizales) y hongos mitospdricos

en cantidad (Bills etal. 2004).

Historicamente los hongos han sido comparados con las plantas e incluidos
en los estudios botanicos. Estudios actuales, sin embargo, indican que miembros
del Reino Fungi estan mas emparentados con los animales, posiblemente a través
de un ancestro coanoflagelado (Baldani et al. 2000, Cavalier-Smith 2001).
Hawksworth (2001) calcul6 que solamente se conoce un 5% de las especies
fungicas totales (aproximandamente 74 mil especies de un estimado total de 1.5
millones de especies) teniendo en cuenta para esta aproximacion el conocimiento
que se tiene sobre este reino, en las islas Britanicas. El autor estima que la
proporcion de plantas y hongos es de aproximadamente 5:1. La evidencia
disponible sugiere que la diversidad fungica en los trépicos es mayor que en las

zonas templadas (Lodge 1995).

Los hongos monofiléticos han sido clasificados en cuatro phylum:
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota (Alexopaulos et al.
1996); sin embargo estudios actuales han demostrado que esa simple clasificacion
no representa la filogenia de estos organismos con exactitud. HE Phylum
Chytridiomycota y Zygomycota no constituye un grupo monofilético (James et al.
2000). Zygomycota, un grupo con mas de 1000 especies, es por definicion un

grupo polifilético ya que uno de sus grupos (Glomales) es un clado hermano del
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clado Ascomycota/Basidiomycota (REDECKER ET AL. 2000, GERNANDT ET AL. 2001);
juntos estos tres constituyen el grupo “corona”, clado que representa los hongos
mas derivados (agrupamiento monofilético mas alto dentro del Reino hongos). La
clasificacion actual, entonces, no incluye los zygomycota! ya que los hongos aqui
incluidos demostraron ser polifiléticos o parafiléticos (WHITE ET AL. 2006). Tampoco
fueron incluidos los organismos del Phylum Oomycota, de los cuales se entienden
pertenecen al Reino Chromista (a veces llamado Stramenipila), reino que también
contiene las diatomeas y las algas marrones. Estos pseudohongos cromistas se
diferencian de los hongos verdaderos por varios caracteres: son flagelados
heterocontes, una pared celular con celulosa, diploidia somatica, biosintesis de
lisinas, etc., (SEIFER ET AL. 2011).

- Caracterizacion de los Phylum
o Phylum Zygomycota: Hongos con paredes de quitina y quitosan.

Poseen hifas cenociticas (generalmente sin septos primarios); los
septos estan asociados con tapones en forma de lente (cavidad
lenticular) en algunos grupos. Tienen una reproduccién sexual por
medio de fusion de gametangios que dan origen a esporas de
paredes gruesas denominadas zygosporas. La reproduccion
asexual, es por medio de endosporas formadas por clivaje
citoplasmatico en un esporangio, que forman esporangiosporas
inmdviles. Ciertos taxones tienen pocas esporas (esporangiolas) y
algunos solo una (esporangio uniesporado), (ALEXOPAULOS ET AL.
1996, HIBBET ET AL. 2007).

o Phylum Ascomycota: Hongos unicelulares o con hifas septadas

(con un poro septal simple) con paredes de quitina y glucanos.
Poseen una reproduccidon sexual por fusion de hifas modificadas,
con produccion de esporas sexuales de dispersion, las cuales

pueden estar contenidas en un cuerpo fructifero o ascocarpo. Este

! Nota: seguiremos empleando el término Zygomycota por ser un término utilizado tradicionalmente en
micologia.
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ascoma contiene ascos cilindricos, fusiformes, clavados o
globosos, persistentes 0 evanescentes y con estructuras
protectoras. Los ascos se desarrollan a partir de hifas ascdgenas
dentro del ascocarpo (Teleomorfo). Estas hifas ascdgenas previa
cariogamia y meiosis dan origen al asco. La reproduccion asexual
es por conidios (esporas mitéticas exdégenas que no se originan
por clivaje de citoplasma) representan el estado anamoérfico de los
ascomycota, por ello se los ha Illamado también hongos
imperfectos. De manera tal en el ciclo de vida de un ascomycota
se observa un teleomorfo y un anamorfo (la totalidad del hongo

es el Holomorfo) (FIG 1)

X A
Teleomorfo a3l
I Ascomicete sexual f — m
- (Ascocarpo +ascos +ascosoras)
amorfo  f AiA.nm.orfo
Ascomicete asexual | +
Hongos filamentosos + conidios)
Teleomorfo
H-olom.orfo

de un Ascomicete

Phylum Basiodiomycota: Son hongos con hifas septadas, con un
poro septal complejo (Doliporo) que no permite el pasaje de los
nucleos. Como resultado de la reproduccién sexual, se producen
esporas de dispersion exdgenas (o basidiosporas). Estos basidios
se forman en cuerpos fructiferos. Lo distintivo de estos hongos, es
que después de la plasmogamia (union de hifas compatibles) no

hay cariogamia y el micelio vegetativo junto al cuerpo fructifero

10



Tesis Doctoral: Noe//a,Nuﬁez Ofano
INTRODUCCION GENERAL

es dicaridtico. La reproduccion asexual es por conidios, aunque se

conocen muchas menos formas conidiales para este grupo.
- Generalidades, metabolismo y estructura flingica:

La célula fingica presenta una gruesa pared quitinosa (distinta en
composicion a la de bacterias y plantas) y no contiene plastidios ni realiza
fotosintesis. En consecuencia su estilo de vida es netamente heterotrofico y
almacenan como reservas glucidicas el Glicdgeno (como sucede en las células
hepaticas de los vertebrados). Poseen digestion exdgena y absorben
posteriormente los subproductos para su nutricion (son los Unicos eucariontes
absortivos) (DEACON 2006).

Necesitan materia organica para obtener sus nutrientes como fuente de
energia y sintesis celular por lo que su principal rol ecoldgico es la descomposicion
de diversos sustratos, el parasitismo y la simbiosis. La presencia de esa pared
quitinosa rigida obliga a estos organismos a obtener esos nutrientes por procesos
de absorcion donde las pequenias moléculas como azucares simples y aminoacidos
atraviesan la pared y membrana celular. Las moléculas mas complejas (polimeros,
lignina y polisacaridos) deben ser degradados primeramente en el exterior de la
célula de las hifas en pequefias moléculas mediante diversas enzimas
extracelulares y luego son absorbidas. Como el agua es un elemento esencial en la
difusion de las enzimas por la pared y membrana celular, los hongos activos
necesitan ambientes con cierta humedad (PIONTELLI LAFORET 2007).

- Morfologia y Estructura celular:

Antiguamente se creia que las algas y los hongos tenian un mismo origen y
se incluyeron en las Thallophytas, sin embargo los hongos presentan grandes
diferencias debido a que carecen de clorofila y no tiene la misma composicion de la
pared celular, como se aclard anteriormente. Las dimensiones de la célula fungica
son mayores que la bacteriana, pero generalmente menores que las células
animales y vegetales, sin embargo su organizacion celular no difiere mayormente

de las demas células eucariontes. Una estructura rigida fundamental, es la
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presencia de una pared de variado grosor (mayor en las levaduras) que no
contiene péptido-glucanos ni acidos teicoicos. Es una estructura pluriestratificada
con ciertos niveles caracterizados por compuestos quimicos especificos
principalmente un 80% o mas de hidratos de carbono y el resto por complejos
proteicos de polisacaridos del tipo de glicoproteinas, quitina y B-glucanos (polimero
de D-glucosa), la quitina se encuentra en forma de microfibrillas formadas por
cadenas de polisacaridos y su presencia hace la diferencia entre la pared celular de

los hongos y las plantas.

Las dimensiones, forma y estructura de la pared celular fungica no son
estables y pueden variar en relacion a las exigencias reproductivas o ambientales.
Ademas la pared le confiere la forma caracteristica y muchas de sus propiedades
antigénicas. Es importante destacar que la membrana plasmatica a diferencia de
las bacterias, contiene ergosterol. La composicion quimica de las paredes fungicas
permite subdividir a los hongos en grupos evolutivamente diferentes: los
Zygomycota poseen paredes de quitina-quitosan, los Ascomycota y Basidiomycota

de quitina-glucanos vy las levaduras de manano-glucanos (PIONTELLI LAFORET 2007).

Caiman iatirostris, Daudin 1982 (Yacaré Overo o Nato)

De las 23 especies actuales del orden Crocodylia, 10 se encuentran en
Latinoamérica, incluidas en cuatro géneros: Caiman, Crocodylus, Melanosuchus y
Paleosuchus. Dos especies del género Caiman (Familia Alligatoridae) estan
presentes en la Republica Argentina: Caiman yacare (yacaré negro) y Caiman
latirostris (yacaré overo o fiato). C. /atirostris habita los humedales de Sudamérica.
Su area de distribucion comprende el noreste de Argentina, sur, sureste y parte del
noreste de Brasil, Paraguay, Uruguay y Bolivia (VERDADE 1995, YANOSKY 1990). En
nuestro pais el yacaré overo ha sido hallado en una diversa gama de ambientes
acuaticos de las provincias de Misiones, Corrientes, Chaco, Formosa, Entre Rios,
Santa Fe, Salta y Jujuy (Micucct Y WALLER 1995). En Santa Fe se distribuye en la
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llanura de inundacion del rio Parand, la cuenca del Salado y la cuenca de los
Saladillos (Larriera 1995) (FIG 2). Los adultos de yacaré overo suelen ocupar
cuerpos de agua temporarios, playos y con importantes cobertura de vegetacion
flotante. Los juveniles suelen encontrarse en zonas poco profundas y vegetadas

(Micucci y Waller 1995).

Area de distribucion deCaiman latirostris
Area de distribucién de Caiman yacaré

Area de distribucién compartida por ambas
especies

Figura 2: Distribucion
geogrdfica de Caimen latirostris
(Azul y Verde)

10DO miles

Cuando nacen los yacarés tienen un peso promedio de 40 g y miden
aproximadamente 22 cm (Larriera e Imhof 2000). E tamafio de los adultos machos
esta en el orden de los 2,60 m de longitud aungque hay registros para la especie
de hasta 3,20 my su peso esta en el orden de los 80 kg, peso mas elevado que las
hembras el cual es aproximadamente 43 kg en edad reproductiva (Pifa et al.
1996). Su cuerpo es comprimido dorso-ventralmente, la cola es musculosa y
afilada lateralmente, su piel es impermeable y la tonalidad de la misma le permite
camuflarse en los ambientes en los que se lo encuentra (de alli su denominacion

vulgar de "overo™) (FIG 3).
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Las caracteristicas anteriores les confieren su gran habilidad para nadar en
lugares ricos en vegetacion donde, gracias a la posicion dorsal de sus ojos y
narinas, pueden pasar inadvertidos para sus predadores y sus presas (Larriera e
Imhof 2006). Aunque el yacaré overo prefiere habitar ambientes acuaticos
fuertemente vegetados de dificil acceso para predadores y el mismo ser humano,
los habitats que utiliza para anidar en la naturaleza (Larriera 1995) se los
encuentra en un amplio rango a lo largo de la cuenca de los rios Parana y Salado
(Micucci y Waller 1995). De acuerdo a Montini et al. (2006), los lugares de
nidificacion de C. latirostris cerca de Santa Fe pueden describirse como: Sabanas
(lugares de baja pendiente, donde el estrato vegetativo predominante es el
herbaceo), Esteros (ubicados en cuerpos de agua fuertemente vegetados;
predomina la vegetacion hidréfila) y Monte (ubicado en zonas mas altas,
caracterizado por un estrato arbéreo dominante, escaso estrato arbustivo y
herbaceo); como todos los crocodylia que viven en regiones templadas, el yacaré
overo (C latirostris) tiene una marcada estacionalidad muy relacionada con la

temperatura ambiente (Lance 2003).

Cuando llega la primavera y aumenta la temperatura, comienzan a

alimentarse hasta llegar al pico maximo de actividad en la temporada reproductiva.

1 a

14



Tesis Doctoral: Noe//a,Nuﬁez Ofano
INTRODUCCION GENERAL

En este periodo se producen algunas disputas por el territorio hasta que se
observan las primeras copulas (PINA ET AL. 2003). A mediados de diciembre las
hembras empiezan a construir sus nidos en forma de monticulo y a fines de dicho
mes cada hembra realiza una Unica postura por la noche en la que deposita
aproximadamente 36 (£ 6) huevos (LARRIERA 1994), aunque esto varia con la edad
y el tamaio de la hembra (LARRIERA ET AL. 2004). Los nidos en forma de monticulo
actian como incubadoras naturales y estan formados por material vegetal de
origen variable, tierra, arena, ramas y deyecciones; estos materiales por accién de
la temperatura fermentan y producen una temperatura interior que varia entre los
29 °C y 33 °C durante el periodo de incubacion. El periodo de incubaciéon dura
entre 65 y 90 dias, dependiendo de la temperatura, ya que el tiempo de
incubacion es inversamente proporcional a la temperatura de incubacion (PINA ET
AL. 2003).

La temperatura de incubacidn es importante porque esta especie posee
determinacion sexual por temperatura (TSD), el cual es un proceso bioldgico
fundamental que tiene profunda importancia para el desarrollo de los individuos y
en la formacion de ambos sexos en las poblaciones naturales (SARRE ET AL. 2004).
La determinacion sexual por temperatura es el proceso mas estudiado y ocurre
entre todos los cocodrilianos (LANG Y ANDREWS 1994, PINA ET AL. 2003), la mayoria
de las tortugas y muchos lagartos investigados hasta el momento (LANCE Y BOGART
1994, VIETS ET AL. 1994), el patrén de la determinacion sexual por la temperatura
varia grupo a grupo. En la determinacion sexual por temperatura, el porcentaje de
sexos en los nidos varia segun la temperatura de incubacion desde 100 % de

hembras hasta 100 % de machos.

Para algunos autores tres son los patrones de determinacion sexual por
temperatura en la incubacion artificial de huevos a temperaturas constantes
(EWERT ET AL. 1994). Estos tres patrones o perfiles de temperaturas que han sido
descriptos para especies con TSD, son los siguientes: macho-hembra (MH),

hembra-macho (HM) y hembra-macho-hembra (HMH). En el tercer patréon, HMH,
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las hembras son producidas a bajas temperaturas y la mayoria de machos son
producidos a temperaturas intermedias y las hembras se producen nuevamente a
altas temperaturas (EIf 2003). Este patron se observa en todos los cocodrilianos
estudiados hasta la fecha (Lang y Andrews 1994) observando pequefias variaciones
de temperatura entre ellos. En reptiles que poseen este mecanismo, el sexo es
determinado luego de Ila fertilizacion por las condiciones ambientales que
prevalecen durante la incubacion del embrién y son ampliamente independientes
de las influencias genéticas directas (Bull 1983). En Caiman latirostris (Crocodylia:
Alligatoridae) se observo que individuos incubados en laboratorio bajo condiciones
controladas de temperatura, eclosionan con el sexo definido presentando un
patron HMH de TSD. Donde se obtienen hembras a las temperaturas de 29 °C y
31°C, machos a una temperatura de 33 °C y una mezcla de sexos con una

proporcién 6 machos: 4 hembras a una temperatura de 34.5 °C (Pifia etal. 2003).

Por todo lo expuesto anteriormente y a partir de la importancia que estan
adquiriendo los hongos como agentes patégenos en reptiles silvestres en
cualquiera de sus estadios de desarrollo, es que surge la necesidad de investigar
como estos organismos interactian con estos vertebrados y como afectan la

supervivencia de estos animales en la naturaleza.

HIPOTESIS

- Hipdtesis 1:

La composicion de la micobiota presente en los nidos de Caiman latirostris varia

segun el habitat de nidificacion (monte, sabana o embalsado)

e Hipdtesis 2
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La presencia de esporas de hongos patdgenos como Aspergillus fumigatus y
Fusarium oxysporum en los nidos afecta el éxito de eclosion, sanidad de los

huevos y tamaiio de los neonatos de Caiman /atirostris.

Objetivos

¢ QObijetivo general:

Estudiar la diversidad de microhongos que se establecen en el material de
nido de Caiman latirostris y analizar si la composicion flingica encuentra variacion
segun el tipo de nido muestreado (segun se hayan construidos en la unidad de
Monte, Sabana o Embalsado de los sitios de nidificacién). Determinar si esta
micobiota asociada ejerce alguna influencia negativa sobre las condiciones de
incubacion afectando la sanidad de los huevos, éxito de eclosion, porcentaje de
huevos perdidos y tamaiio de los pichones. También se realizara una descripcion
floristico-estructural de los sitios de nidificacion, esto Ultimo es informacion
necesaria para la determinacion de hongos que son especificos de ciertos
sustratos. Ademas, este trabajo podria favorecer el aprovechamiento, manejo y

preservacion de esta especie de caiman nativo.

e QObjetivos especificos:

- Caracterizar desde el punto de vista floristico los ambientes de nidificacion de

Caiman latirostris.

- Caracterizacion floristica de los nidos (monte, sabana y embalsado). Aislamiento
e identificacion de los hongos hallados en el material de nido,
caracterizacion de las comunidades flingicas y andlisis de la afinidad de

estos ensamblajes fungicos con cada ambiente de nidificacion.
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- Caracterizar la micobiota presente en la cloaca de hembras reproductoras
capturadas en ambientes naturales y analizar su relacion con el Indice de

Masa Corporal de cada hembra (IMC)

- Identificar los hongos asociados a las cascaras y membranas de los huevos.
Evaluar si la cadscara se comporta como barrera para que microrganismos

externos al huevo no alcancen la membrana.

- Estudiar la presencia de algunas especies fungicas patogenas (Aspergillus
fumigatus y Fusarium oxysporum) y su efecto sobre la incubacidon de los
huevos (periodo de incubacion, éxito de eclosion, sanidad de los huevos y

tamafio de los neonatos).



Capitulo 1
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1.1 ANTECEDENTES

Desde el punto de vista geografico, Santa Fe limita al norte con la
provincia del Chaco, al sur con Buenos Aires, al oeste con la de Cdrdoba y
Santiago del Estero y al este con el rio Parana, que lo separa de las provincias de

Corrientes y Entre Rios.

En la provincia de Santa Fe, los departamentos de San Justo y San Javier
conjuntamente con el de 9 de Julio, Vera, General Obligado, Garay, casi todo el
departamento Capital y parcialmente los departamentos San Cristdbal,
Castellanos y Las Colonias; abarcan un area triangular que forma el extremo
sudeste de la gran llanura chaquena. Asimismo, el gran Chaco Sudamericano es
una vasta llanura interior que cubre un territorio de 840.000 km? en el interior de
Sudamérica. Esta caracterizado por sabanas, bosques y grandes pantanos,
paisaje que le da una identidad muy definida en el continente. El Chaco puede
ser definido como una serie de enormes abanicos aluviales, generados por los
rios mayores que fluyen desde las montaiias del oeste hacia los rios Paraguay y
Parana. La caracterizacion general del clima de la zona es humedo tropical en el
noreste derivando a himedo subtropical-templado en el sur y un clima desértico
subtropical en el oeste. Durante el mes de enero la temperatura promedio de la
zona es de 27.5°C lo que la convierte de las zonas mas calidas (PAOLI ET AL.
2000). Las temperaturas promedios durante el mes de julio son entre 20°C y
25°C en el norte y 10°C — 15°C en el sur. Posee un gradiente de precipitaciones

este — oeste.

La principal via fluvial de Santa Fe es el rio Parana que sigue una direccion
aproximada de norte a sur. Asimismo, la provincia presenta numerosos rios y
arroyos tributarios del Parana, el Salado y el Carcaraiia; también se observa un
gran numero de cafadas y lagunas temporarias y permanentes que completan el
sistema hidrogeografico de esta provincia. La region estudiada se ve influenciada
por los cambios hidroldgicos del Sistema del Salado, el rio Salado que desemboca
en el Parana en las cercanias de la capital, tiene en algunos lugares y en ciertas

épocas del afio un caudal insignificante. La cuenca de este rio tiene una
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superficie de 247.000 km? y el rio en si, una longitud de 2500 km; el tramo que
atraviesa la region Chaco es permanente y bien definido hasta que en la latitud
25° 40’ S se introduce dentro de una regién de banados (bafado de Copo)
(IRIONDO Y PAIRA 2007). La cuenca del salado en Santa Fe esta formada por dos
partes desiguales; en su margen derecha comprende a los Bajos Submeridionales
y a la Cuiia Boscosa, y recibe los aportes de agua de inundacidon no encauzada
de aquellos y del arroyo Golondrinas. Al torcer al sur, después de la confluencia
con el Golondrina, la cuenca se torna fuertemente asimétrica. En la margen
derecha se extiende entre 100 y 130 km, con desarrollo de varias subcuencas, de
orientacion general oeste-este: Saladillo, Las Conchas, Las Vizcacheras, San
Antonio, Arizmendi y Culul(. En la margen izquierda, la cuenca esta reducida a
una faja de 5 a 15 km de ancho y sin cauces afluentes, excepto el arroyo

Pantanoso cuya subcuenca se extiende hacia el norte.

Desde su geomorfologia, los Suelos que se desarrollan en la provincia de
Santa Fe se han generado sobre diversas rocas sedimentarias. La topografia del
terreno es en lineas generales un relieve de llanura en el cual se distinguen
distintos elementos, es parte de la llanura Chaco pampeana, por lo que se
muestra en sus manifestaciones superficiales con bajas a muy bajas pendientes y
comportamiento topografico mondtono. Esta monotonia es sdlo aparente dado
que en subsuelo la llanura agradacional esta condicionada por fosas y pilares
tectonicos, receptora de un potente paquete de sedimentario (IRIONDO 2007). El
esquema estructural geomorfoldgico de la provincia estd dividido en dos
dominios: el Dominio Fluvial y el Dominio Edlico, la zona de estudio propuesta
para este trabajo se encuentra emplazada dentro del dominio fluvial mas
precisamente en el Sistema del Parana dentro de la unidad geomorfoldgica Bajo
de los Saladillos. El bajo de los Saladillos es una antigua llanura aluvial del
Parana, aparece aproximadamente entre las localidades de Romang y Alejandra
(29° S a 29° 30’'S) y se extiende hacia el sur hasta la ciudad de Santa Fe, a mas
de 200 km de distancia. Es una faja deprimida e inundable de 35 a 40 km de
ancho, con borde occidental bien marcado y limite oriental irregularmente

definido. Esta compuesta por una superficie general completamente horizontal
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con algunas hoyas de deflacién formadas por depdsitos palustres de dos a tres
metros de espesor, que enmascara parcialmente y en grados diversos a los
elementos geomorfoldgicos fluviales anteriores. Se encuentran en esta faja una
serie de grandes lagunas redondeadas y elipticas de hasta 10 km de diametro,

son la laguna el Cristal, Redonda, del Plata y otras (IRTONDO 2007).

1.1.1 La vegetacion por regiones: generalidad sobre el enfoque

ecorregional.

Las regiones ecoldgicas o ecorregiones son grandes areas, relativamente
homogéneas en las que hay diferentes comunidades naturales que tienen en
comun un gran numero de especies y condiciones ambientales. Las ecorregiones
son el nivel de organizacion bioldgica mas apropiado para conservar la
variabilidad de especies, de ecosistemas y sus funciones. El término se origina a
partir de las regiones fitogeograficas o biogeograficas pero incluye otros valores
que van mas alld de los bioldgicos. Por la ubicacion altitudinal, la Argentina,
posee una alta diversidad climatica y ecorregional; se encuentran ambientes
como selvas subtropicales como las Yungas y la Paranaense, bosques xerofilos
(Chaco y el Espinal), pastizales sometidos a fuertes variaciones interanuales de
las precipitaciones (Pampa) hasta ambientes de climas desérticos (Puna, Estepa

Patagdnica y Monte).

Nuestro pais es subdividido actualmente en 18 ecorregiones, de las