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Introduccion

Eucalyptus y su empleo en la forestacion

El género Eucalyptus incluye mas de 700 especies, pertenece a la familia Myrtaceae y
se caracteriza por presentar flores con pétalos y sépalos fusionados que forman uno o
dos opérculos que cubren numerosos estambres y un Unico estilo siendo el fruto una
capsula. Las especies de Eucalyptus son arboles de madera dura y larga vida que
tipicamente alcanzan entre 10 y 50 metros de altura, aunque algunas especies como
Eucalyptus regnans pueden llegar a medir mas de 100 m y otras como E. vernicosa y E.
fructicosa presentan caracteristicas arbustivas. La mayoria de las especies son de hojas
perennes y muchas presentan heterofilia. La anatomia, filotaxia y fisiologia de las hojas
de la etapa juvenil son muy diferentes a las de la etapa adulta (Potts & Pederick.,
2000).

La diversidad de este género también se ve reflejada en el tipo de corteza, que puede
ser caduca (se renueva anualmente) o persistente (en la cual las sucesivas capas se
acumulan durante varios afios y se rasgan por el crecimiento del arbol) (Brussa, 1994).
La corteza a menudo envuelve numerosas yemas vegetativas en estado latente que
brotan luego de una defoliacién o dafio producido por fuego (brotes epicdrnicos)
(Potts & Pederick, 2000; Brussa, 1994).

Tradicionalmente se ha considerado Australia como el centro de origen de este género
en base a que la distribucion de las especies extintas se restringe casi exclusivamente a
este continente y a que en las islas vecinas de Nueva Guinea y Nueva Caledonia existen
géneros muy relacionados (Corimbia y Angophora). Sin embargo, en los ultimos afios
se han encontrado macrofésiles con caracteristicas del género en la Patagonia y Nueva
Zelanda (Potts & Pederick., 2000), lo que sugiere que la distribucidn de las especies de
Eucalyptus no ha estado siempre restringida a Australia y sus Islas vecinas. Entre las
especies actuales, solo cinco son endémicas de areas ajenas a Australia y otras pocas
se dan de forma natural en Papua Nueva Guinea ademas de Australia.

Actualmente, las especies de Eucalyptus son dominantes en alrededor de 124 millones
de hectdreas de los bosques nativos de Australia (Turnbull, 2000), donde tienen gran

importancia cultural y ecoldgica ademas de ser una fuente importante de maderay



productos derivados. Sin embargo solo un 20% de ese territorio es potencialmente
aprovechable para fines productivos debido a dificultades de accesibilidad o a que los
bosques se encuentran en reservas naturales (Turnbull, 2000).

La produccién australiana de Eucalyptus spp. se baso en el uso mixto de los bosques
(produccion de madera, proteccion de cursos de agua, recreacion y preservacion)
desde principios del siglo XX hasta principios de la década de 1970. Fue entonces
cuando se incrementd y pasé a hacerse de forma intensiva, destinada a la exportacion
de chips de madera para la industria del papel, especialmente en Tasmania, el sudeste
y oeste de Australia (Turnbull, 2000).

La dispersion de éste género fuera de Australia comenzé en los jardines botdnicos de
Europa a finales del siglo XVIII, donde se plantaban como curiosidades botanicas.
Luego pasaron a ser centros de dispersidon secundaria hasta la actualidad en que han
llegado a ser dominantes en muchas regiones de la Peninsula Ibérica, Sud América,
Africa, China y la India.

Mas adelante, en el Siglo XIX, cuando el potencial de varias especies de Eucalyptus para
crecer rapido y producir troncos rectos era bien conocido, fueron exportados
directamente desde Australia. En ese entonces se plantaban como ornamentales, para
formar barreras contra el viento, produccién de aceites esenciales y a lo largo de las
vias férreas para proporcionar madera para los trenes a vapor. Las razones para
plantar Eucalyptus se fueron diversificando a medida que avanzaba el Siglo XX, entre
ellas la produccidon de madera para aserradero, vigas, postes, madera para
combustible, pulpa de celulosa, carbdn, produccién de miel y taninos, ademas de
sombra y proteccidn para otros cultivos y el ganado (Turnbull, 2000). El 90% de los
bosques introducidos de Eucalyptus en los distintos paises han sido establecidos luego
de 1955 (Crous, 1998).

Varias especies de éste género presentan caracteristicas deseables para su uso en la
forestacidn, como son la gran velocidad de crecimiento, la adaptacion a suelos pobres
y climas diversos, facil manejo cultural y escasa o nula tendencia a dispersarse como
malezas en la mayoria de los climas. Estas caracteristicas inciden en gran medida en la

decisién de que especie(s) plantar (Turnbull, 2000).



En el medio rural, el uso de la madera del Eucalipto como combustible es la principal
forma de aprovechamiento de este cultivo, donde las plantaciones pueden verse como
una inversion a largo plazo. Sin embargo, hay ejemplos de sistemas de produccion
mixtos, en los cuales los productores rurales se asocian con industrias papeleras para
proveerles pulpa de celulosa a la vez que obtienen ingresos por la produccién de miel y
aceites esenciales (Turnbull, 2000).

A pesar de lo mencionado mas arriba, actualmente el sector de la forestacion que mas
se expande a nivel mundial es el destinado al uso industrial del Eucalypus. La mayoria
de las plantaciones se destinan a la produccién de pulpa de celulosa para la fabricacion
de papel. En la region Brasil es el mayor productor, con mas de 11 millones de
toneladas de pulpa exportadas en 2006, principalmente a partir de E. grandis (FAO,
2008). No obstante la mayor parte de la produccién brasilefia se destina a la
produccién de carbdn para la industria del hierro y acero. Hay muchas empresas
privadas vinculadas a la produccién de estos metales que manejan mas de cien mil
hectareas de plantaciones cada una (Turnbull, 2000).

En Uruguay la produccion forestal experimentd un desarrollo significativo a partir de la
década de 1990 luego de la aprobacion de la ley forestal de 1987. La superficie
forestada con especies de Eucalyptus era de 676 096 ha al afio 2007 (Figura 1),
siendo las especies mas importantes E. globulus y E. grandis (Direccién General
Forestal, 2007). Esto determind la exportacidon 2 450 097 m® de madera bruta en 2004

(Direccion General Forestal, 2005).
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Figura 1: Evolucion de la superficie forestada en Uruguay (tomado de www.spf.org.uy).



Para la produccién industrial de pasta de celulosa se requiere de grandes inversiones.
Por ejemplo, en Chile la inversion privada en forestacién fue de USS 4 mil millones solo
en el aio 1996; en Brasil la empresa Aracruz S.A. invirtié USS 1, 15 mil millones para
aumentar su area plantada en un 20% y su produccion a un millén de toneladas de
pulpa por afio en 1990 (Turnbull, 2000). En Uruguay, a modo de ejemplo, la empresa
ENCE (actualmente Montes del Plata) invirtié alrededor de USS 160 millones para el
establecimiento de viveros, plantaciones y plantas de procesamiento (ENCE en
Uruguay, 2004).

Debido a estas grandes inversiones, las empresas que manejan las plantaciones
buscan maximizar el rendimiento de las mismas por unidad de drea y tiempo,
mediante la seleccion de especies, mejora genética, practicas intensivas de cultivo, y
propagacion clonal de plantas, en los ultimos afios. Al mismo tiempo, las plantaciones
con fines industriales, en las cuales los arboles estdn muy densamente plantados y
ademas presentan edad y genotipo muy uniformes, relnen las condiciones dptimas
para el desarrollo de epidemias de plagas y/o patdgenos. Ademas el establecimiento
de estos cultivos como exdticos contribuye a la dispersion de sus patégenos hacia

zonas mas alla de su habitat natural.

Enfermedades del Eucalyptus

Las plantas conviven con una gran variedad de microorganismos, de los cuales solo una
minoria de las especies tiene la capacidad de utilizarlas como sustrato para su
crecimiento y producirles dafio, por lo tanto son consideradas patégenas.

Cuando sus poblaciones alcanzan un tamafio que amenaza la sobrevivencia de las
plantas de las cuales se alimentan, estos se consideran plagas (Niks & Lindhout, 2004).
Alo largo de todo el ciclo de produccion de Eucalyptus pueden aparecer diferentes
patégenos que tienen el potencial de producir enfermedades que reducen el
rendimiento del cultivo.

En relacidn a esto, un punto muy importante en la cadena productiva de este cultivo es

la etapa de vivero, ya que los patdgenos que lo ataguen en ese momento tienen el



efecto de reducir el stock del material que va ser plantado en campo y distorsionar el
programa de plantaciones por la pérdida de material recientemente trasplantado.
Muchas de estas enfermedades son causadas por hongos, que pueden aparecer desde
el momento de la germinacion de la semilla hasta las ultimas etapas del periodo de
vivero y pueden causar desde pequefias manchas foliares hasta la muerte de las
plantulas. El desarrollo de las mismas se ve favorecido por las condiciones de alta
humedad y temperatura tipicas de vivero (Brown & Ferreira, 2000).

Entre las principales enfermedades caracteristicas de vivero e implantacion se puede
encontrar el damping-off (Cylindrocladium spp., Cylindrocladiella spp., Phytium spp.,
Phytophtora spp. , Rhizoctonia spp. , Botrytis cinerea y Fusarium spp.) la antracnosis,
(Colletrotrichum gleosporoides), la reduccién en el crecimiento debido a oidios, las
manchas foliares causadas por Teratosphaeria spp. (Brown & Ferreira, 2000) y por
Sporothrix eucalytpi que ademas produce lesiones en los tallos (Alfenas et al., 2004).
En el campo, la gama de patdégenos que amenazan las plantaciones comerciales de
Eucalyptus spp. en su region de origen difiere en cierta medida de lo observado en
plantaciones en otras partes del mundo. Esto se debe a que cuando se plantan como
exoticos, los arboles pueden escapar de algunos patégenos que han coevolucionado
con ellos en su area de distribucion natural. Un ejemplo de este fendmeno se observa
con Phytophthora cinnamomi, que es una de las principales amenazas para las
plantaciones de Eucalyptus en Australia (Maxwell, 2004) pero no en el resto del
mundo.

Por otro lado, el estrés abidtico producido cuando los arboles se plantan en suelos o
climas adversos para su crecimiento, puede causar un aumento en la susceptibilidad a
patdgenos, que no estan presentes en la zona de origen del cultivo y para los cuales la
planta no ha desarrollado mecanismos de defensa efectivos facilitando el desarrollo
de epidemias. Este fendmeno ha sido observado en especies Eucalyptus frente a
Puccina psidiiy a Cylindrocladium spp. (Brown & Ferreira, 2000; Maxwell, 2004;
Alfenas et al., 2004).

Existen otros patdgenos que afectan la produccion de Eucalyptus a lo largo de todo el
mundo, como es el caso de Mycosphaerella spp. (Park et al., 2000). Estos hongos

causan una de las enfermedades mas severas de las plantaciones de Eucalyptus spp. en
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Australia (Park & Keane. 1982a). Mas recientemente, Maxwell (2004) realizé un
estudio comparativo de la incidencia y severidad de diferentes plagas y enfermedades
en plantaciones de E. globulus (1-2 afios) en el sur oeste de Australia donde encontré
gue los sintomas mds frecuentemente observados correspondian a especies de
Mycosphaerella (incidencia mayor al 90%) seguidos por los dafios provocados por
gorgojos (Gonipterus scatelatus, Catasarcus sp. y Oxiopsis sp.), luego crisomelidos
(Cadmus excrementarius y Chrysophtharta sp.) y la mosca Phylacteophaga froggattii.
En todos los casos el promedio de area foliar afectada fue entre 1y 3%, pero ésta
aparente baja severidad en el daifo provocado por estos patégenos y plagas se debe al
método de muestreo utilizado. Ademads el dafio provocado por Mycosphaerella 'y
Teratosphaeria spp. y por gorgojos fue mayor en las plantaciones de 2 afios que en las
de 1 afio. Los porcentajes de incidencia de estas y otras plagas y enfermedades que

afectan plantaciones en el sur oeste de Australia se muestran en la figura 2.
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Figura 2: Porcentaje (% )de incidencia de diferentes plagas y enfermedades en plantaciones de E.
globulus de 1y 2 afios en el sur oeste de Australia (Tomado de Maxwell, 2004).

MLD: manchas necréticas en la hoja provocadas por Mycosphaerella spp. o Teratosphaeria spp.
Weevil chewing: dafo por mordedura de gorgojos (Gonipterus scatelatus, Catasarcus sp. y Oxiopsis
sp.). Psylid damage: necrosis de la yema de la hoja causada por Ctenarytaina eucalypti. Wasp galls:
galladuras provocadas por avispas parasitas. LBSF: ampollas en la hoja provocadas por la “mosca de
aserradero” (Phylacteophaga froggattii). Leaf curl caterpilar: “enrollamiento de la hoja” dafio
causado por Ardozyga sp.. Crown decline: decaimiento de la copa (provocado por deficiencia de
micronutrientes). Leaf miner damage: dafio provocado por insectos minadores. Stem canker:
cancros en el tronco causados por Cryphonectria sp. Distorted stem: deformaciones en el tronco
(debidas a deficiencia de micronutrientes y daifo por mordedura de insectos). AGM (autumn gum
moth): “esqueletisacion” de la hoja provocada por la “polilla del otofio” (Mesampela privata).



Mancha foliar causada por Mycosphaerella (MLD)

Descripcion de los sintomas

La enfermedad de la hoja de Mycosphaerella (MLD por sus siglas en inglés) es causada
por hongos de los Géneros Mycosphaerella, Teratosphaeria y sus anamorfos.

El sintoma mds importante y perjudicial que caracteriza a ésta enfermedad es la
defoliacion (Park & Keane, 1982a, 1982b; Lundquist & Prunell, 1987) (Figura 3Ay B). En
las hojas que permanecen unidas al drbol aparecen manchas necréticas que varian
desde angulares, circulares o irregulares que frecuentemente coalescen para formar
manchas que pueden ocupar toda la hoja y deformar la lamina (figura 3C, figura 4). Las
lesiones son tipicamente claras al inicio del desarrollo de la infeccidn y luego se
vuelven mas opacas, con los bordes elevados y de color rojizo o morado ( Figura 4y 5).
En la mancha se desarrollan las fructificaciones del organismo causal —seudotecios-

gue contienen ascos con ascosporas bicelulares (Figura 4y 5).

A

Figura 3: Sintomas de MLD en Eucalyptus globulus. A) Plantacion de dos afios afectada. B)
Arbol de 2 afios con sintomas severos de defoliacién. C) Manchas necréticas en hojas juveniles.
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Figura 4: Manchas necrdticas causadas por Mycosphaerella spp. o Teratosphaeria spp. en
hojas de Eucalyptus globulus. Los puntos negros sobre las manchas corresponden a las
fructificaciones del hongo. A) superficie abaxial de hoja juvenil. B) superficie adaxial de hoja
juvenil. C) superficie abaxial de hoja adulta. D) superficie adaxial de hoja adulta.



Figura 5: A) seudotecios Teratosphaeria spp. en mancha ﬁecrética sobre hoja de E. globulus, B)
Asco y ascosporas de Teratosphaeria sp. C) ascosporas de Teratosphaeria sp. geminando sobre
agar agua.

Efectos de la MLD sobre el crecimiento de Eucalyptus spp.

En lo que respecta a la fotosintesis, la infeccién por Mycosphaerella o Teratosphaeria
spp. provoca una disminucién en la asimilacion de CO.,, afectando las reacciones de
carboxilacidon a varios niveles: disminuyendo la eficiencia de la carboxilacion, el limite
de asimilacién de la Ribulosa bis-fosdato Carboxilasa y su regeneracion, y la tasa
maxima de flujo de la cadena de transporte de electrones del cloroplasto. Ademas la
reduccion en la asimilacidon de CO, es proporcionalmente mayor al drea foliar afectada,
debido a que las zonas no lesionadas de la hoja infectada también disminuyen su tasa

fotosintética y a cambios en la conductancia al CO, en el meséfilo. Esto resulta en una
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disminucién de entre 25 y 50% en el tamafio de las hojas que emerjan luego de una
infeccion severa (Pinkard & Mohammed, 2006).

Cuando se produce desfoliacion, los efectos en el crecimiento del arbol pueden ser de
dos tipos. En la respuesta tipo 1 se observa una disminucidn inicial en el crecimiento
pero a largo plazo la tasa de crecimiento de los drboles afectados es igual o muy similar
a la de los arboles no afectados. En la respuesta tipo 2 en cambio los arboles que
sufrieron la defoliacidon nunca vuelven a alcanzar la misma tasa de crecimiento que los
arboles no afectados. Generalmente la respuesta de tipo 2 se da cuando la defoliacién
sobrepasa un determinado umbral (Smith, 2006).

Lundquist & Prunell (1987) midieron el efecto de diferentes grados de severidad de
manchas necrodticas y desfoliacion sobre el crecimiento de E. nitens durante sus
primeros 6 afos. Estos autores hallaron una alta correlacién entre el drea de la hoja
afectada por manchas necréticas y la desfoliacidn. Los efectos en el crecimiento fueron
apreciables cuando el porcentaje de desfoliacidon era mayor al 12% (efectos sobre el
crecimiento en didmetro) o mayor al 25 % (efectos sobre el crecimiento en altura 'y
volumen). Esta aparente alta tolerancia de E. nitens a la defoliacion puede deberse a
gue la misma afecta primero a las hojas del centro y de la parte inferior de la copa que,
al estar sombreadas por las hojas mas externas, no son las que mas aportan a la
produccién de fotoasimilados. Con un 50% de la copa defoliada la reduccion en el
volumen fue de casi 20% y cuando la defoliacién alcanzé un 75% de la copa el
crecimiento se detuvo. Ademads los arboles que antes del inicio de la infeccidn tenian
menor tamafio se vieron mas afectados.

Valores similares fueron encontrados para plantaciones de E. globulus, utilizando
parcelas tratadas con fungicida como control, donde se encontré que con un 20% de la
copa defoliada la reduccidn en el volumen final fue de 17%. Pero luego de 24 meses
(cuando se produjo el cambio de hoja) los sintomas disminuia en gran medida y la tasa
de crecimiento de los arboles infectados no presentaba diferencias significativas con la
tasa de crecimiento de los drboles tratados con fungicidas (Smith, 2006).

En una epidemia de MLD que se dio a principios de la década de 2000 en Tasmania,
Smith (2006) encontré que las plantaciones de E. globulus afectadas presentaban un

promedio de 40% de desfoliacion a lo largo de la misma (pero hasta un 88% hacia
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finales de este periodo), lo que resulté en una reduccién (en comparacién con
plantaciones no afectadas) de 30% y 27 % en diametro y altura respectivamente, a los
4 anos de plantados los arboles. Esto representa un retardo de cerca de 1,3 afios en el
crecimiento de las plantaciones afectadas.

Pinkard et al. (2010), utilizaron una serie de modelos climaticos y de respuesta de E.
globulus a factores ambientales para predecir el crecimiento de los arboles (expresado
como volumen del tronco a los 10 afios de la plantacién) frente a valores crecientes de
desfoliacion. Para ello tomaron en cuenta diferentes combinaciones de temperatura
media anual, precipitacion media anual y nivel de fertilizacién nitrogenada (diferentes
sitios). Estos autores encuentran gran variabilidad en el volumen final de los arboles,
por ejemplo en el sitio mas afectado, un 40% de desfoliacién causaria una reduccion
de 12,5% en el volumen final, mientras que en el sitio menos afectado no habrian
diferencias de volumen entre los arboles no afectados y los que sufren un 30% de
desfoliacién. En uno de los sitios, los arboles afectados por un 30% de defoliacién
sufririan un retardo en su crecimiento de alrededor de 1,5 afios (muy similar al valor
hallado por Smith, 2006).

Los autores concluyen que la gran variabilidad observada responde a las caracteristicas
de cada sitio, pero ninguno de los factores analizados determinaria de forma
preponderante el volumen final de drboles, sino que el resultado dependeria de las

caracteristicas que presente cada sitio.

Mycosphaerella y géneros relacionados

Los organismos causales de las sintomatologias antes descriptas pertenecen a los
géneros Mycosphaerella y otros relacionados. El Género Mycosphaerella Johanson,
pertenece al Phylum Ascomycetes Orden Dothideales, Familia Mycosphaerellaceae,
(Arx, 1983; Arx & Milller, 1975; Barr, 1972, 1979, 2001, Luttrell 1955). Mycosphaerella es
un género muy diverso que presenta mas de 2000 especies, de las cuales
aproximadamente 60 han sido asociadas a enfermedades foliares de Eucalyptus spp.
(Hunter et al., 2006). Otras especies de este género también son patégenas de otros
cultivos con importancia comercial, como Mycosphaerella graminicola (trigo) y

Mycosphaerella fijensis (banana). A pesar de ello varios trabajos basados en el analisis
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de las secuencia de la regién ITS del genoma nuclear u otros genes han concluido que
éste género es monofilético (Crous et al., 2001, 2004; Hunter et al., 2006).

Mds recientemente, a través de un analisis mds exhaustivo de la secuencia del operén
del ADN ribosomal nuclear se llegé a la conclusion de que éste género es en realidad

III

polifilético (Crous et al., 2007). Estos autores dividen el “complejo Mycosphaerella” en
distintos géneros. El género Schizothyrium, que presenta seudotecios del tipo
tiriotecios y anamorfos del género Zygophiala; el Género Davidiella, que presenta
seudotecios, ascosporas con lUmen angular y anamorfo Cladosporium s. str.; el género
Mycosphaerella s. str., con pseudotecios no unidos por estroma, ascosporas
bicelulares sin lumen angular con vaina y endotlUnica compuesta por varias capas y el
género Teratosphaeria, con seudotecios frecuentemente ligados por estroma

superficial, ascosporas bicelulares sin lumen angular y con vaina, que frecuentemente

se vuelven marrones dentro del asco.

Patogenicidad de Teratosphaeria spp.

Se han realizado pocos estudios a cerca de la patogenicidad de las especies de
Mycosphaerella (y sus géneros relacionados) que afectan a Eucalyptus spp. Gran parte
del conocimiento sobre este tema proviene de los trabajos realizados por Parky
Keane en la década del 1980. Estos autores estudiaron las especies mas
frecuentemente asociadas a plantaciones afectadas por desfoliacién en Australia.
Teratosphaeria cryptica es un hemibiétrofo que afecta tanto a hojas juveniles, en las
que produce manchas pequeiias y formacién de callo a su alrededor, como a hojas
adultas donde produce manchas grandes que pueden cubrir toda la hoja en los
subgéneros Symphyomyrtus y Monocalyptus de Eucalyptus. Tanto las ascosporas
(dispersadas por el viento) como los conidios (dispersados por gotas de lluvia) son
capaces de infectar hojas o tallos jovenes directamente a través de la cuticula, u
ocasionalmente por los estomas. Las esporas que germinan sobre la superficie de las
hojas de Eucalyptus spp. desarrollan un tubo germinativo que forma un
protoapresorio y éste a su vez desarrolla un tubo de infeccién que penetra la cuticula y

posteriormente se desarrolla en una masa irregular de hifas que crecen entre la
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cuticula y las células epidérmicas. Mds adelante, las hifas invaden todo el apoplasto de
la hoja y se acumulan en las cavidades subestomaticas donde luego empiezan a
diferenciarse los seudotecios. Estos se desarrollan preferentemente en la cara abaxial
de la hoja (por la mayor densidad de estomas) aunque también son abundantes en la
cara adaxial produciéndose entre 8 y 12 semanas luego del inicio de la lesidn. Las
lesiones aparecen 1 0 2 semanas luego de la infeccion como manchas cloréticas de
margen purpura, que a medida que avanza la infeccion se vuelven marrones-rojizos. Se
ha observado que también se pueden formar cancros en tallos jévenes, como es el
caso de E. obliqua (Park & Keane, 1982b).

Teratosphaeria nubilosa es un hemibiétrofo homotalico, pero ataca solo hojas
juveniles de especies de Eucalyptus pertenecientes al Subgénero Symphyomyrtus
(Park & Keane, 1982a), muchas de las cuales se emplean para la forestacion con fines
industriales fuera de Australia (Potts & Pederick, 2000). En esta especie, la Unica
estructura capaz de llevar a cabo la infeccién es la ascospora (no presenta anamorfo)
(figura 5 C). Las ascosporas, al germinar sobre la superficie de una hoja, desarrollan
tubos germinativos que se ramifican y penetran los estomas (a diferencia de T. cryptica
no se forman protoapresorios pero se observan un hinchamiento de las hifas en la
cavidad subestomatica) 24 horas luego de la inoculacion. Los estomas constituyen la
Unica via de infeccién para T. nubilosa. La penetracién es mayormente en la cara
abaxial de la hoja debido a la mayor densidad estomatica y el desarrollo de las hifas se
da en el apoplasto del parénquima esponjoso, estando ausentes del parénquima en
empalizada. Al igual que en el caso de T. cryptica, no se observan haustorios a lo largo
del proceso de infeccion de T. nubilosa y las hifas se acumulan en las cavidades
subestomaticas (luego de ocurrida la necrosis) para formar los seudotecios (2 0 3
meses después del inicio de la lesidon). Las lesiones se desarrollan entre 4- 8 semanas
luego de la infeccidn y son inicialmente manchas clordticas con bordes purpura-rojizos
que se vuelven de color amarillo pélido o marrones luego de la necrosis (Figura 5A)
(Park & Keane, 1982b).

Teratosphaeria parva es considerada una especie saprofita ya que sus peritecios se
encuentran solo en lesiones viejas, asociadas a los de T. nubilosa y luego de la

inoculacidn de E. globulus con ascosporas de T. parva se produce solo el crecimiento
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superficial sobre las hojas pero no se observa penetracién o desarrollo de lesiones
(Park & Keane, 1982b).

Todas las especies requieren alta humedad relativa (h.r) para la liberacién de las
ascosporas de los ascos. En cambio, por debajo de un 90% de h.r la liberacién es
minima para T. cryptica, T. nubilosa y T. parva. Las condiciones de humedad dptimas
para la liberacion de las ascosporas son: 98% h.r para T. nubilosa y casi 100 % para las
otras dos especies. Estas son capaces de germinar a temperaturas entre 3 y 302C
siempre que haya agua liquida disponible, siendo la temperatura éptima 152 C para T.
cryptica , 202 C para T. nubilosa 'y T. parva (Park & Keane, 1982b). Ademas, el area
foliar afectada es maxima a esta temperatura (Park , 1988a).

El periodo de tiempo que las hojas permanecen mojadas también afecta el desarrollo
de los sintomas, siendo dptimo entre 5 y 7 dias para T. nubilosa, aunque 24 horas son
suficientes para provocar lesiones que cubren 60% de la superficie de la hoja. Las
ascosporas de T. cryptica necesitan al menos 48h de contacto con la hoja mojada para
gue se produzca la infeccion (Park, 1988a). A pesar de ello, las ascosporas toleran bien
la desecacion, conservando la capacidad de infectar a las plantas de Eucalyptus luego
de 4 o 7dias para T. crypticay T. nubilosa respectivamente (Park, 1988a).

Otra diferencia entre las infecciones causadas por T. nubilosa y T. criptica es que en el
primer caso las mismas son mono o bi-ciclicas mientras que en el segundo son
tipicamente policiclicas (Park, 1988b), aunque en ambos casos los mayores niveles de
infeccidn se dan en los meses mas cdlidos y humedos del afio (ParK & Keane 1987).
Una vez que las ascosporas (o conidios, en el caso de T. cryptica) infectan la hoja,
necesitan que la hoja permanezca adherida al tallo para que se inicie el desarrollo de
los ascos. Estas hojas son la mayor fuente de inéculo, produciendo ascosporas durante
6 meses, que (en el caso de T. nubilosa) es suficiente para iniciar la infeccién en el
proximo ciclo de crecimiento vegetativo de Eucalyptus spp. En hojas que se
desprendieron del arbol no se desarrollan ascos nuevos pero los que ya estaban
presentes siguen liberando ascosporas hasta 3 meses, por lo que contribuyen a

aumentar el inéculo (Park & Keane, 1987).
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Identificacion de las especies de Mycosphaerella y Teratosphaeria
Tradicionalmente la identificacién de las especies se ha basado de forma
preponderante en el andlisis de las caracteristicas morfolégicas del organismo que se
pretende identificar. En el caso de los Géneros Mycosphaerella y Teratosphaeria los
caracteres empleados son: forma y tamafo de las ascosporas, dimensiones del asco y
seudotecio, y tipo de anamorfo (cuando estd presente). Estos caracteres presentan
mucha variacién intraespecificas y solapamiento interespecifico (Crous, 1998; Park et
al., 2000) y como elemento de complejidad adicional la medicidn correcta de estos
caracteres depende del colorante utilizado para tefir las estructuras y del estado del
de desarrollo de los ascos, si se trata de una muestra fresca o de herbario ( Park et al.,
2000).

El tipo de anamorfo que presenta un espécimen es importante pero no determinante
para su identificaciéon, ya que estos constituyen grupos polifiléticos dentro de los
géneros Mycosphaerella y Teratosphaeria (Crous et al., 2001).

Las caracteristicas culturales de estas especies son muy variables e influenciadas por
pequefias diferencias en el medio de cultivo (Crous et al., 2001). Las colonias presentan
distintas tonalidades de verde o gris en Agar-extracto de malta (MEA). Los margenes
pueden ser enteros, lobados o desflecados. Algunas especies (M. crystallina 'y M.
heimioides) forman cristales rojos en cultivo y otras secretan pigmentos que difunden
en el medio. De igual forma existen diferencias en la velocidad de crecimiento en
diferentes medios pero en general todas las especies presentan velocidades de
crecimiento muy bajas en MEA, lo que dificulta su aislamiento y cultivo.

Otra caracteristica que puede ayudar en la identificacién de estas especies son los
sintomas observados en las hojas, por ejemplo Teratosphaeria fibrillosa produce
manchas foliares muy caracteristicas, con forma de red (Crous et al., 2007).
Mycosphaerella marksii produce lesiones con seudotecios epifilos (Crous, 1998). Las
lesiones causadas por T. cryptica pueden ocurrir tanto en follaje juvenil como adulto y
los seudotecios son anfigenos, aunque predominan en la cara abaxial, mientras que T.
nubilosa produce lesiones principalmente en follaje juvenil (Park & Keane, 1982a; Cous,
1998). De todos modos este criterio nunca es decisivo ya que pueden ocurrir hasta 4

especies en una misma mancha foliar (Crous, 1998).
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Un caracter morfoldgico importante para la identificacion de estas especies es el
patrén de germinacién de las ascosporas, introducido por ParK & Keane (1982a) y
posteriormente ampliado por Crous (1998). Este es un caracter bastante reproducible
(cuando las esporas germinan sobre agar-agua) y que inicialmente contribuyd a la
identificacion, pero que resulté menos util a medida que se fueron descubriendo
nuevas especies. Asimismo presenta algun nivel de variacion intraespecifica, como en
el caso de T. nubilosa que tipicamente presenta un patron de germinacion tipo F
(Crous, 1998) (figura 5 C) pero aislamientos de Nueva Gales del Sur, Australia pueden
presentar ademas multiples tubos germinativos (Hunter et al., 2009).

Todos estos caracteres deben emplearse en forma conjunta para identificar
correctamente un espécimen. La identificacidn de las especies de Mycosphaerella y
Teratosphaeria es muy importante, ya que a estos géneros pertenecen especies con
grados de patogenicidad muy distintos, desde especies patdgenas capaces de provocar
grandes eventos de defoliacidn a otras saprofitas (ParK & Keane, 1982b) y enddfitas
(Crous, 1998). A pesar de ello, y debido a su complejidad, varios errores en la
identificacion aparecen en la literatura. Por ejemplo, el anamorfo de T. cryptica
(Colletogloeum nubilosum) fue originalmente atribuido a T. nubilosa (Ganapathi &
Corbin, 1979). T. nubilosa fue identificada erréneamente como Teratosphaeria
molleriana en 1950 en Sud Africa y Teratosphaeria juvenis, la cual inicialmente se crefa
gue era una especie distinta a T. nubilosa, resultd ser un sindnimo de ésta (Hunter et
al., 2008).

A partir de la década de 1990 los métodos basados en técnicas de biologia molecular
se han utilizado muy frecuentemente para la identificaciéon de estos hongos, y hoy en
dia se utilizan para confirmar las identificaciones basadas en caracteres morfoldgicos.
Estas técnicas tienen la ventaja de ser altamente reproducibles, confiables y no
depender, en gran medida, del estado del espécimen que esta siendo analizado
(muestra fresca o de herbario).

La secuenciacion de algunos genes y/ o regiones del genoma seguida del andlisis
filogenético de las mismas es muy utilizada. La region del genoma que mas
frecuentemente se analiza es el ADNr nuclear principalmente ITS pero muchas veces

esta region no presenta suficiente variabilidad para distinguir entre ciertas especies de
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Mycosphaerella o Teratosphaeria (Crous et al., 2004; Hunter et al., 2006) y el analisis
de otros genes nucleares se emplean con ese fin (Actina, B-Tubulina, Factor de
Elongacién 1). Esta metodologia también permite detectar especies cripticas (Hunter et
al., 2006).

La técnica denominada RAPD también ha sido empleada para distinguir entre especies
morfoldgicamente muy similares de Mycosphaerella y Teratosphaeria. Mediante el uso
de esta técnica se han logrado identificar exitosamente T. cryptica, T. nubilosa,
Mycosphaerella gregariay M. marksiiy (Carnegie et al., 2001). Sin embargo, los RAPD
presentan la desventaja de ser dificiles de estandarizar entre laboratorios (Hunter et
al., 2008).

Iniciadores (primers) especie especificos han sido desarrollados para la identificacién
de estas especies mediante PCR. Entre los ejemplos que aparecen en la literatura
encontramos los primers desarrollados para PCR-RFLP por Kularante et al. (2004) que
permiten distinguir entre T. cryptica, T. nubilosa, T. parva, M. tasmaniensis y
Mycosphaerella vespa. Maxwell et al. (2005) también desarrollaron primers capaces
de identificar en una Unica reaccion de PCR, Mycosphaerella lateralis, M. marksii, T.
cryptica, T. nubilosa y T. parva. Mas recientemente Glen et al. (2007) también
desarrollaron primers especificos para estas especies. Todos los primers mencionados
se basan en la regién ITS del ADNr.

El empleo de primers especificos presenta la ventaja de ser un método rapido que
puede ser empleado para la evaluacién rutinaria de la presencia de Mycosphaerella
spp. o Teratosphaeria spp. en plantaciones o viveros.(Hunter et al., 2008). De hecho,
los primers ya han sido empleados para detectar las mencionadas especies a partir de
lesiones maduras u hojas con sintomas de MLD apenas visibles (Kularante et al., 2004;

Maxwell et al.,2005; Glen et al., 2007).

Antecedentes de la presencia de Mycosphaerella spp. y Teratosphaeria spp. en
Uruguay
Si bien la expansion de la forestacidon en Uruguay comenzé en la década de 1990,

recién en 2004 se citd por primera vez la presencia de especies de los géneros
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Mycosphaerella y Teratosphaeria asociadas a manchas necréticas en Eucalyptus spp.
Las especies halladas fueron M. marksii, Mycosphaerella walkeri, M. vespa y
Teratoaphaeria suberosa (Balmelli et al., 2004), pero ninguna de estas son conocidas
como patdégenos agresivos.

Posteriormente fueron aisladas e identificadas Mycosphaerella heimii, M. marksii,
Mycosphaerela aurantia, a partir de manchas de hojas de Myrtaceas nativas, hecho
que sugiere que los patdgenos de especies exdticas (en este Eucalyptus) podrian haber
afectado a las especies nativas (Pérez C. et al., 2009a).

En 2007 hubo un gran evento de desfoliacion en plantaciones de E. globulus de entre 6
meses y 2 anos, a partir de lesiones provenientes de plantaciones afectadas se aislaron
e identificaron M. lateralis y T. parva (Lupo et al., 2007) y posteriormente T. nubilosa
(Lupo et al., 2008; Pérez G. et al., 2009a).

En un relevamiento mas amplio que abarco todas las zonas de importancia de
plantaciones de Eucalyptus spp. del Uruguay, un gran nimero de especies fueron
aisladas a partir de lesiones necréticas en hojas y tallos: M. aurantia, M. scytalidii, M.
marksii, M. lateralis, M. heimii, T. pluritubularis, T. molleriana, T. ohnowa, Kirramyces
gauchensis y Pseudocercospora norchiensis, las dos Ultimas son formas anamarficas
asociadas a los géneros Mycosphaerella y Teratosphaeria pero cuyos teleomorfos se

desconocen (Pérez C. et al., 2009b).
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Objetivos

Objetivo General

Relevar e identificar directamente de hojas, las principales especies de los géneros
Mycosphaerella y Teratosphaeria asociadas a dafios en plantaciones de Eucalyptus
spp. en diferentes zonas del Uruguay.

Objetivos especificos:

1. Aislar e identificar las especies a partir de hojas con sintoma

2. Diagnosticar la presencia de las especies por medio de la amplificacion del DNA

directamente de hojas con sintomas

3. Evaluar la efectividad de distintos primers especificos para algunas especies
de Mycosphaerella y Teratosphaeria en materiales provenientes de
plantaciones de Uruguay

4. Evaluar la velocidad de crecimiento de las especies encontradas en distintos

medios de cultivo reducir el tiempo de produccion de biomasa

Hipotesis

Es posible identificar las especies de Mycosphaerella y Teratosphaeria asociadas con
danos en plantaciones de Eucalyptus utilizando métodos moleculares a partir de
material vegetal
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Materiales y métodos

Colecta del material

Se colectaron hojas con sintomas caracteristicos de la enfermedad de la hoja de
Mycosphaerella (MLD) en plantaciones de Eucalyptus spp. localizadas en distintos
departamentos del pais. Las mismas fueron enviadas al Laboratorio de Micologia por
técnicos de la empresa Eufores S.A. para su identificacion o colectadas durante

salidas a campo.

Aislamiento de Mycosphaerella spp. y Teratosphaeria spp.

Las hojas sintomaticas fueron sumergidas en agua durante 12 horas, luego se cortaron
las lesiones que contenian seudotecios y se adhirieron a la tapa de cajas de Petri con
agar-agua al 2% con los seudotecios enfrentadas hacia el agar (Crous, 1998). Las placas
se incubaron por 24-48 horas. Se observé el patrén de germinacion de las ascosporas
bajo microscopio estereoscopico y las mismas se transfirieron a cajas de Petri con agar

malta al 2%, usando aguja estéril, para su posterior cultivo.

Extraccidon de ADN a partir de micelio vegetativo

El ADN se extrajo a partir de colonias cultivadas en agar malta segun el método de Lee
& Taylor (1990). Se raspd el micelio con bisturi estéril y se colocé en un tubo Eppendorf
de 1,5 ml. Se agregaron 400 pl de buffer de lisis (Tris HCL pH 8 (50 mM), EDTANa, (50
mM), SDS 0.3%) y 5 pl de proteinasa K 2% (wt/vol). Se realizod la lisis mecanica con un
machacador plastico estéril. La muestra se incubd a 602 C durante 30 minutos. Se
agregaron 112 pl de NaCl 5M y 52 ul de CTAB 10x (CTAB 10% (wt/vol), Tris HCL 100 mM
pH 8, NaCl 1,4M, EDTA 20 mM, B-mercaptoetanol 0,2% (vol/vol)). Se incubd a 652 C
durante 10 minutos. Se agregaron 570 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1,
vol/vol), se agitd enérgicamente y se incubd a -202 C durante 30 minutos. Se
centrifugd a 10.000 RPM durante 10 minutos. Se transfirieron 400-500 pl de

sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml, se agregaron 20 pl de acetato de
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Na 3My se incubd a -202 C durante 30 minutos. Se centrifugd a 10.000 RPM durante
10 minutos. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mly se
agregaron 0,55 volumenes de isopropanol. Se agité suavemente, se incubd a -202 C
durante 30 minutos y se centrifugd a 10.000 RPM durante 5 minutos. Se descarté el
sobrenadante y se agregaron 200 pl de etanol 70% (vol/vol). Se centrifugd durante 5
minutos a 10.000 RPM. Se descarto el etanol y se dejé secar el pellet. Se resuspendid
el pellet en 50-100 pl de agua destilada estéril a 602 C. Se agregd 1 ul de RNAsa (5

pug/mL) y se incubéd a 372 C durante 60 minutos. Se almacend a -202 C.

Amplificacion mediante PCR de la region ITS y andlisis mediante electroforesis

Se amplificé el ADN de la region ITS1, ITS2 y el gen ribosomal 5.8 s utilizando los
primers generales ITS4 e ITS5. Los primers se obtuvieron de INVITROGEN ARGENTINA
S.A. Los parametros de ciclado fueron los siguientes: un ciclo de desnaturalizacion
inicial a 942C durante 3 min; 35 ciclos de desnaturalizacidon (30 s a 942C), “annealing”
(30 s a502C) y extension (1 min a 722C); seguidos de un ciclo de extension final de 4
minutos a 72°C.

También se amplifico parte de la regidn ITS utilizando primers especificos
desarrollados por Maxwell et al. (2005) para T. nubilosa (MN1F/MN1R), T. parva
(MP1F/MP1R) y M. lateralis (ML1F/ML1R). En este caso las condiciones de amplificacidn
fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 962C por 2 minutos; 2 ciclos de 942C
por 30s, 682C por 30 sy 722C por 2 minutos; 4 ciclos de 942C por 30 s, 662C por 30 sy
729C por 2 minutos; 8 ciclos de 942C por 30 s, 642C por 30 sy 729C por 2 minutos; 8
ciclos de 942C por 30 s, 632C por 30 s y 722C por 2 minutos; 8 ciclos de 949C por 305,
622C por 30 s y 722C por 2 minutos; seguidos de un ciclo de extension final de 4
minutos a 72¢C.

La amplificacidon se realizé en un termociclador Corbett Research CG1--96.

En todos los casos la mezcla de reaccidn contenia 2,5 pl de Buffer 10X, 2,5 ul de dNTPs
(2,5 mM), 0,75 ul de MgCl, (50mM), 0,5 ul de primer 1 (10 uM), 0,5 ul de primer 2 (10
KUM), 0,25 ul de Taq Polimerasa(1,25 U) y 16 ul de agua (25 pl de volumen final). Los

primers utilizados se indican en la Tabla 1.
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Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1X tefiidos
con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV en un transiluminador. Como

marcador de peso molecular se utilizo6 DNA mass ruler 100bp (Fermentas).

Tabla 1: Lista de primers utilizados en las PCRs.

Primer Secuencia (5" 3) Referencia

ITS4 tccteccgcettattgatatge White et al. (1990)
ITS5 ggaagtaaaagtcgtaacaagg White et al.(1990)
MN1F gcgccagececgacctee Maxwuell et al. (2005)
MN1R ggtccccgtcagegaaacagt Maxwauell et al. (2005)
ML1F aaacgccggggccttcg Maxwuell et al. (2005)
ML1R cgacgtctccgecgatgttttec Maxwauell et al. (2005)
MP1F cctcegggctegacctcca Maxwuell et al. (2005)
MP1R tctcgcaagceggatgattaaacc Maxwuell et al. (2005)

Extraccion de ADN y amplificacion por PCR a partir de material vegetal con sintomas
De cada muestra se seleccionaron hojas (juveniles o adultas) con sintomas, de las que
se cortaron las manchas y desinfectaron superficialmente por inmersiones sucesivas
en EtOH 80% (1min), NaClO 4% (2min) y agua destila estéril (dos veces). Para la
extraccién de ADN se empled el método de Jasalavich et al. (2000). En un tubo
Eppendorff de 1,5 ml se agregaron las manchas desinfectadas superficialmente (100-
300 mg) y 600 ul de buffer de lisis (CTAB 1% (wt/vol), Tris HCl pH 8 100 mM, NaCl 1,4
M, EDTA 20mM, B-mercaptoetanol 0,2% (vol/vol)). Se realizé la lisis mecanica con un
machacador plastico estéril. Se incubd a 652 C durante 120 minutos. Se agregd un
volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1, vol/vol) y se agité enérgicamente. Se
centrifugd a 10.000 RPM durante 10 minutos. Se transfirieron aprox. 500 ul de
sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml y se agregaron 1/10 volimenes de
CTAB 10% en NaCl 0,7 M. Se mezcld e incubd a 652 C durante 60 minutos. Se agrego
un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1, vol/vol) y se agité enérgicamente.
Se centrifugé a 10.000 RPM durante 10 minutos. Se transfirio el sobrenadante a un
nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml, se agregd un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico
(25:24:11, vol/vol/vol) y se agitd enérgicamente. Se centrifugd a 10.000 RPM durante 10

minutos. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml, se
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agregaron 0,6 volumenes de isopropanol, se agité suavemente y se incubd a -202 C
durante 30 minutos. Se centrifugd a 12.000 RPM durante 15 minutos y se descarté el
sobrenadante. Se lavd el pellet 2 veces con 200 pl de etanol 70% (vol/vol) y se
centrifugd a 10.000 RPM durante 5 minutos. Se resuspendié el pellet en 50-100 ul de
agua mQ a 60°C. Se agregd 1 ul de RNAsa (5 pg/mL) y se incubd a 372 C durante 60
minutos. Se almacend a -202 C.

Para establecer la temperatura éptima de “anneeling” utilizando los primers ITS4 e
ITS5 se realizdé un PCR en gradiente (502C, 51.59C, 542C, 55.52C, 572C y 582C).

Los primers especificos para T. nubilosa (MN1F y MN1R), para T. parva (MP1F y MP1R)
o para M. lateralis (ML1F y ML1R), también se utilizaron para amplificar, de forma
parcial, esta region del genoma.

Las condiciones de los PCRs llevados a cabo con los primers MN1, MP1, ML1y las

electroforesis fueron iguales a las descritas anteriormente.

Secuenciacion y andlisis filogenético

Los productos de PCR obtenidos a partir de los primers ITS4 e ITS5 y algunos de los
obtenidos a partir de los primers MN1y ML1 fueron secuenciados por MACROGEN,
Corea. Las secuencias obtenidas fueron alineadas contra las secuencias presentes en la
base de datos del National Center for Biotecnology Investigation (GenBank) utilizando
la herramienta BLAST.

Con el objetivo de confirmar las identificaciones se realizé un andlisis filogenético de
las secuencias obtenidas en el presente trabajo. Dichas secuencias se alinearon con
aquéllas que presentaron mayor puntaje en el BLAST y con secuencias de referencia de
cada especie (también obtenidas de GenBank). El alineamiento se llevé a cabo con la el
algoritmo ClustalW de MEGA 4.0 y luego fue optimizado manualmente.

Se construyd un arbol filogenético utilizando el método de maxima parsimonia con un

test de Bootstrap con 1000 pseudo réplicas.
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Evaluacion del crecimiento en distintos medios de cultivo

En base a caracteristicas morfoldgicas de las colonias se seleccionaron cuatro
aislamientos (uno de T. nubilosa, uno de T. ohnowa y dos de M. lateralis) para evaluar
su crecimiento en diferentes medios de cultivo mediante medicion del didametro de la
colonia a lo largo del tiempo. Para cada colonia se registraron y promediaron los
didmetros mayor y menor dos veces por semana durante tres semanas. Las
mediciones se hicieron por triplicado para cada aislamiento. A partir de estos valores
se elabord una grafica de diametro (promedio) de la colonia (mm) en funcidn del
tiempo (en dias) y se calculé el valor de la pendiente por el método de minimos
cuadrados utilizando el programa MICROCAL ORIGIN 6.0.

Se evaluo el crecimiento a 25 ° C en los siguientes medios: ADT, EGSL, YPD, EGA, EGS,
EGE; MEA (apéndice 1) y en “ADT +vit”, “EGA+ vit”, “MEA, vit” los cuales consistian en
los mismos medios mencionados anteriormente, adicionados con una solucion de
vitaminas y sales minerales obtenidas a partir de un suplemento multivitaminico

comercial Supradin ®, BAYER (apéndice 2).
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Resultados

Identificacion de los aislamientos de Mycosphaerella y Teratosphaeria

A partir de las muestras se aislaron colonias de Mycosphaerella spp. y Teratosphaeria
spp. que presentaban 4 tipos diferentes de morfologia (Figura 6).

La amplificacion mediante PCR (utilizando ITS4 e ITS5) del ADN gendmico extraido de
las colonias puras produjo fragmentos de 600pb aproximadamente.

A partir de la secuencia de los productos de PCR obtenidos, se identificaron las
siguientes especies: M. lateralis, T. ohnowa y T. nubilosa. Las cepas identificadas de

esta forma asi como su lugar de origen se muestran en la Tabla 4.

Figura 6: Colonias de Mycosphaerella sp. y Teratosphaeria spp. en agar malta. A)
Terotosphaeria nubilosa, B) Teratosphaeria ohnowa, Cy D) Mycosphaerella lateralis.
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Tabla 4: Especies identificadas a partir de las distintas muestras que presentaban
sintomas de MLD.

Muestra Localidad Departamento | Hospedero | Estado de Especie
desarrollo identificada
M2 Capilla Vieja | Paysandu E. globulus | Juvenil T. nubilosa
M5 Santa Lavalleja E. globulus | Juvenil T. ohnowa
Teresa M. lateralis
M6 El Metal Lavalleja E. globulus | Juvenil T. nubilosa
Mg El Rocio Rio Negro E. globulus | Juvenil T. nubilosa
S3 El Carmen Durazno E. grandis Juvenil M. lateralis
T7 Tacuarembod E. globulus | Juvenil M. lateralis

Identificacion de Mycosphaerella spp. y Teraosphaeria spp. a partir de material
vegetal

Mediante PCR en gradiente se determind que la temperatura de “anneeling” adecuada
para la amplificacidn a partir de material vegetal utilizando los primers ITS4 e ITSs fue
57°C. A dicha temperatura se produjo una Unica banda de 600pb aproximadamente.
El tamafio de los amplicones obtenidos con los primers especificos MN1, MP1 o ML1 fue
de 400pb (Figura 7).

Mediante el uso de los primers MN1 (0 ITS4 y 5) se identificd T. nubilosa a partir de
hojas sintomaticas provenientes de distintas plantaciones de Eucalyptus spp. en
Uruguay, en los departamentos de Colonia, Durazno, Lavalleja, Paysandu, Rio Negro,
Rocha, Sorianoy Tacuarembd. Los primers MP1 permitieron detectar Teratosphaeria
parva en una Unica muestra colectada en el departamento de Lavalleja. En ninguna de
las muestras se detectéd M. lateralis (directamente a partir de material vegetal).

En la Tabla 5 se resumen las especies de Mycosphaerella y Teratosphaeria identificadas
(a partir de aislamientos o directamente de material vegetal) y las caracteristicas de
cada muestra y en la Figura 8 se muestra la distribucion geogréfica de las especies

encontradas.
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400p

400p

400p

Figura 7: Amplificacién por PCR a partir de material vegetal con sintomas
utilizando los primers MN1 (a) MP1 (b) o ML1 (c). Carril 1: Marcador de peso
molecular 100pb. Carril 2: M1. Carril 3: M2. Carril 4: M6. Carril 5: M7. Carril 6:
MS8. Carril 7: M8. Carril 8: M14. Carril 9: M16. Carril 10: M20. Carril 11: M21. Carril
12: $1. Carril 13: E202. Carril 14: ADN gendmico de T. nubilosa (a), T. parva (b) o
M. lateralis (c).
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Tabla 5. Especies de Mycosphaerella y Teratosphaeria identificadas mediante PCR. ITS:
primers generales para hongos. MN1: primers especificos para T. nubilosa. MP1:

primers especificos para T. parva. ML1: primers especificos para M. lateralis.

Muestra | Localidad Depto. Hospedero | Estado de | Especie Primers/ tipo
desarrollo | identificada | de muestra
M1 Capilla vieja | Paysandu E. globulus | Juvenil T. nubilosa | ITS-hoja
MN?1- hoja
M2 Capilla vieja | Paysandu E. globulus | Juvenil T. nubilosa | ITS-micelio
ITS-hoja
MN1- hoja
M3 Pindo Rocha E. globulus | Juvenil T. nubilosa | MN1- hoja
M5 Sta. Teresa | Lavalleja E. globulus | Juvenil M. lateralis | ITS -micelio
T. ohnowa | ITS-micelio
M6 El metal Lavalleja E. globulus | Juvenil T. nubilosa | ITS-hoja-micelio
MN1- hoja
T. parva MP1-hoja
M7 Ptas. Barriga | Lavalleja E. globulus | Juvenil T. nubilosa | ITS-hoja
Negra MN1- hoja
M8 Nva. Escocia | Rio Negro E. globulus | Juvenil T. nubilosa | ITS-hoja
MN1- hoja
Mg El Rocio Rio Negro E. globulus | Juvenil T. nubilosa | ITS-hoja-micelio
MN1-hoja
M10 El Rocio Rio Negro E. globulus | Juvenil T. nubilosa | ITS-hoja
MN1-hoja
M13 El minero Soriano E. globulus | Juvenil T. nubilosa | MN1-hoja
M14 Sarandi Soriano E. globulus | Juvenil T. nubilosa | MN1- hoja
M16 Los Cercos Rio Negro E. globulus | Juvenil T. nubilosa | ITS-hoja
MN1- hoja
M19 Nva. Escocia | Rio Negro E. globulus | Juvenil T. nubilosa | ITS-hoja
ssp. MN1- hoja
bicostata
M20 Nva. Escocia | Rio Negro E. globulus | Juvenil T. nubilosa | MN1- hoja
M21 Colonia E. globulus | Juvenil T. nubilosa | MN1- hoja
S1 El Cdrmen Durazno E. globulus | Juvenil T. nubilosa | MN1- hoja
S3 El Carmen Durazno E. grandis | Juvenil M. lateralis | ITS/ML1-micelio
T7 Tacuarembd | E. globulus | Juvenil M. lateralis | ITS-micelio
E20 Rio Negro E. globulus | Adulta T. nubilosa | MN1- hoja
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E.globulus
- E.grandiz
- Pinus
Costero
E.otros
Matural

Figura 8: Distribucidn geografica (por departamentos) de las especies encontradas: M. lateralis A
T. ohnowa %, T. parva @ T. nubilosa<~. Los puntos de colores que aparecen sobre el mapa

del Uruguay (DGF, 2007) representan zonas forestadas con distintas especies (ver referencia

en la figura).
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Anadlisis filogenético

En el analisis de filogenético de la regidn ITS se incluyeron secuencias obtenidas a
partir de las amplificaciones con ITS5 y MN1F. Como grupo externo se utilizd
Botryosphaeria rhodinia. Se incluyeron un total de 53 OTUs.

El conjunto de secuencias analizado produjo 151 arboles igualmente parsimoniosos con
un largo de 464 pasos (Cl = 0.67).

El drbol consenso se muestra en la figura 9. El mismo muestra dos clados mayores (uno
perteneciente a Mycosphaerellaceae y el otro a Teratosphaeriaceae) dentro de los
cuales cada especie se agrupa en un Unico subclado independiente con soporte por
bootsrap igual o mayor a 95 puntos, a excepcién de T. ambifylla y T. molleriana que
agrupan juntas. T. heimii que presenta soporte por bootsrap relativamente bajo (69).
M. lateralis y M comunis son especies sindnimas.

Los altos valores de bootsrap que soportan los nodos a los cuales pertenecen las
secuencias obtenidas en este trabajo ratifican la identificacion de las muestras como T.
nubilosa, T. ohnowoa o M. lateralis .

En todos los casos, las secuencias obtenidas mediante los primers MN1 o ML1
correspondieron a la especie para la cual fueron disenadas (T. nubilosa y M. lateralis
respectivamente).

El producto de PCR obtenido con los primers MP1 no fue secuenciado.
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Figura 9 (pagina anterior): Analisis filogenético por méxima parsimonia de la regién ITS de
algunas especies de Mycosphaerella y Teratosphaeria. El nimero arriba de cada nodo
corresponde al apoyo por bootsrap, los nodos con apoyo menor a 50 aparecen colapsados. El
nombre de la especie a la que pertenece cada secuencia aparece seguido de su nimero de
acceso en Genbank. Las secuencias obtenidas en este trabajo aparecen en rojo seguidas del
nombre del primer a partir del cual se obtuvo la secuencia.

Las secuencias con numero de acceso de Genbank UY1192, UY414, UY372, UY423 y UY322
pertenecen a aislamientos uruguayos.

Evaluacidn de la velocidad de crecimiento en diferentes medios de cultivo

La velocidad de crecimiento se expresd como la pendiente del didmetro de la colonia
en mm en funcién del tiempo en dias * el desvio estandar (Figura 10).

Para todos los medios ensayados T. ohnowa (M5-2) alcanzé mayor velocidad de
crecimiento en el medio ADT (1,09 = 0,03 mm/dia) y la menor en el medio YPD (0,73
0,09 mm/dia) (Figura 10). Evidentemente la adicidn de vitaminas al medio EGA
produjo reduccién en el crecimiento respecto al mismo medio sin vitaminas.

En los otros medios ensayados las velocidades de crecimiento observadas fueron
intermedias (Figura 10).

Los dos aislamientos de M. lateralis evaluados (M5-3, aislada de E. globulusy S3,
aislada a partir de E. grandis) mostraron su maxima velocidad de crecimiento en MEA +
vit (M5-3: 0,67 + 0.01 mm/dia y S3: 0,54 + 0,06 mm/dia) y la minima velocidad de
crecimiento en ADT o ADT + vit (Figura 10). M. lateralis aumentd sensiblemente su
velocidad de crecimiento cuando se agregd vitaminas al medio MEA a diferencia de M.
ohnowa. La velocidad de crecimiento aumentd por un factor de 2 aproximadamente
para la cepa M5-3 y por un factor de 1,4 aproximadamente para la cepa S3 (Figura 10).
El agregado de la solucidn de vitaminas al medio EGA no mostré diferencias en la
velocidad de crecimiento de M. lateralis. Por el contrario, el agregado de la solucién de
vitaminas en el medio ADT produjo diferentes resultados en ambos aislamientos. El
aislamiento Ms5-3, no presentd diferencia significativa en el crecimiento en ambos
medios; mientras que la velocidad de crecimiento de S3 en ADT + vit aumento por un
factor de 5 aproximadamente (Figura 10). La velocidad de crecimiento de ambos
aislamientos en YPD también fue diferente. M5-3 crecid a una tasa de 0,50 + 0,06
mm/dia (aproximadamente 1,4 veces mas rapido que su crecimiento en MEA),

mientras que S3 crecid a una tasa de 0,23 + 0,03 mm/dia (aproximadamente 1,7 veces
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menor a la velocidad observada en MEA). El comportamiento de ambos aislamientos
en los demas medios también fue variable (Figura 10).

T. nubilosa fue la especie que presentd menor velocidad de crecimiento en la mayoria
de los medios ensayados. Esta especie alcanzé su velocidad de crecimiento mas
elevada en el medio ADT + vit (0,49 + 0,06 mm/dia), mientras que la menor velocidad
la alcanzo en el medio EGS (0,09 + 0,03 mm/dia); ademas no fue capaz de crecer en el
medio EGSL (Figura 10).

La adicion de la solucidn de vitaminas al medio ADT (ADT + vit) provocd un aumento
considerable en la velocidad de crecimiento con respecto al mismo medio sin dicha
solucion (ADT). Se observé un aumento por un factor de 2 aproximadamente (Figura
10).

En el caso del medio MEA, la adicidn de la solucion de vitaminas (MEA + vit) provocé
un aumento leve en la velocidad de crecimiento, la cual aumento por un factor de 1,1

aproximadamente.
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Figura 10: Velocidad de crecimiento de Mycosphaerella y Teratosphaeria en diferentes
medios de cultivo. A) T. nubilosa (cepa M2-1), B) T. ohnowa (cepa M5-2), C) M. lateralis

(cepa M5-3), D) M. lateralis (cepa S3).
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Discusion

Identificacion de especies por métodos moleculares

El conocimiento de las especies patdgenas que amenazan a un cultivo en una zona
geografica determinada es fundamental para su correcto establecimiento y manejo. En
el caso del patosistema Mycosphaerella/Teratosphaeria-Eucalyptus esto es
imprescindible ya que las distintas especies coocurren en una misma plantacién o
incluso en una misma lesidn pero no todas son patégenos agresivos (Park & Keane,
1982b, 1987, Crous, 1998).

Con este propdsito se siguieron dos estrategias: aislamiento de las especies fungicas
asociadas a MLD y posterior identificacion mediante secuenciacién de la regién ITS del
ADNr nuclear y amplificacion directa del ADN extraido de las lesiones mediante PCR
(utilizando primers especificos o primers generales para hongos).

Si bien las reacciones enzimaticas pueden verse inhibidas por substancias presentes en
los tejidos vegetales (Wilson, 1997, Holden et al., 2003) los protocolos de extraccion de
ADN que emplean CTAB suelen mostrar buenos resultados (Holden et al., 2003). En el
presente trabajo se observd inhibicidn de la reaccidon de PCR en muchas muestras por
lo que a las mismas se les realizo extraccion de ADN mds de una vez. A pesar de ello,
esta estrategia permitid alcanzar el éxito en la identificaciéon de un mayor nimero de
muestras ademas de lograrse en un menor tiempo.

El empleo de los primers generales para hongos (ITS4 e ITS5) para la amplificacién del
ADN extraido directamente del material vegetal mostrd ser viable para la identificacion
de estos hongos a pesar de que es sabido que varias especies pueden convivir en la
misma lesion (Crous, 1998). El éxito obtenido mediante esta estrategia puede deberse
a que las lesiones analizadas hayan estado colonizadas por una Unica especie, o que
haya una especie que predomine en la(s) mancha(s) (T. nubilosa en el presente
trabajo). Esta posibilidad seria la especie mas probable ya que en una de las muestras
se detectaron tanto T. nubilosa como T. parva a partir del ADN extraido del material
vegetal. Sin embargo, debido a que no se realizé un muestreo sistematico y

exhaustivo de las plantaciones no es posible sacar conclusiones acerca de la estructura
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de la comunidad de Mycosphaerella spp. y Teratosphaeria spp. en las lesiones
provocadas por éstas.

En el presente estudio, todos los productos de PCR obtenidos mediante el uso de
primers desarrollados por Maxwell et al. (2005) (MN1y ML1) fueron especificos ya que
la secuencia de los mismos correspondia a la especie para la que fueron disefiados.
Esto indicaria que dichos primers son adecuados para realizar evaluaciones periddicas
del estado fitosanitario de las plantaciones o viveros uruguayos. Sin embargo un
muestreo mas amplio es necesario para validar estos resultados.

Mediante el empleo de esta metodologia se logro identificar T. nubilosa a partir de
lesiones en hoja adultas de E. globulus que no presentaban seudotecios y por tanto
imposibilitaban realizar aislamientos monospdricos y cultivos para su identificacion.
Este constituye el primer registro de T. nubilosa asociada a hojas adultas de E. globulus
en nuestro pais, hecho significativo ya que esta especie se encuentra tipicamente
asociada a hojas juveniles. Asimismo, esta metodologia permitio identificar T. nubilosa
en todas las zonas importantes de produccion de E. globulus del pais (litoral oeste,
centro, y litoral atlantico). La presencia de T. nubilosa es preocupante ya que esta
especie es muy agresiva y ha sido hallada como la causa de dsefoliacién en Eucalyptus
spp. en muchas partes del mundo, siendo E. globulus una de las especies mas
susceptibles a este patégeno (Park et al., 2000). Debido a epidemias causadas por T.
nubilosa se abandond la plantacién de E. globulus en Sud Africa a principios de la
década de 1930 (Lundquist & Prunell, 1987).

Otros factores de riesgo para la infeccién por T. nubilosa , en Uruguay donde E.
globulus es la especie con mayor area plantada son las condiciones climaticas
(precipitaciones anuales y temperatura media) apropiadas para el desarrollo de este
patégeno (Park & Keane 1988a).

Mycosphaerella lateralis es |la segunda especie en cuanto a su frecuencia de
deteccidén. Sin embargo, su papel en el desarrollo de la enfermedad no esta claro.
Inicialmente se postuld que podia ser un hiperparasito de T. nubilosa y T. cryptica (De
Hog et al., 1991), pero esta posibilidad fue luego descartada (Jackson et al., 2004). M.
lateralis puede sobrevivir en la filésfera y penetrar por los estomas pero no hay

evidencia que desarrolle estructuras de penetracién o cause lesiones en las hojas. Mas
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aun, la anastomosis de conidios e hifas observada cuando crece sobre el filoplano es
muy similar a lo observado en medios pobres en nutrientes y pone en duda su
capacidad como colonizador primario de las hojas de E. globulus (Jackson et al., 2004).
Esta especie no se detectd nunca mediante la amplificacién directa del ADN extraido
de las hojas sino que solo fue detectada mediante el asilamiento a partir de las
lesiones. El hecho de haber aislado M. lateralis independientemente de T. nubilosa
puede deberse a que pueda causar lesiones por si sola (que es improbable debido a lo
expuesto mas arriba), a que se encuentre asociada a otras especies que no se
detectaron en el presente trabajo o a que la temperatura de incubacién de los
aislamientos no sea la adecuada. La temperatura optima de germinacion de las
ascosporas de T. nubilosa es 202 C (Park & Keane, 1982; Park, 1988a), la temperatura
Optima de germinacién de las ascosporas de M. lateralis se desconoce pero su
temperatura dptima de crecimiento es 252C (Crous, 1998). Adicionalmente, la
velocidad de crecimiento de M. lateralis en MEA es mayor a la de T. nubilosa (Crous,
1998).

T. ohnowa fue encontrada en una Unica muestra (aislada a partir de una lesién). No
hay estudios acerca de la patogenicidad de esta especie y durante el presente trabajo
no se observod el desarrollo de estructuras reproductivas en los cultivos (de hasta 30
dias), que pudieran permitir ensayos de inoculacion. Por otro lado las altas velocidades
de crecimiento observadas en los diferentes medios en comparaciéon con otras
Mycosphaerella spp. y Teratosphaeria spp (Crous, 1998) indicarian que esta especies es
saprofita. Sin embargo, estos datos no son para nada concluyentes y la determinacién
de las estrategias nutricionales de los aislamientos obtenidos va mas alld de los
objetivos del presente trabajo.

T. parva fue encontrada en una Unica muestra, en la cual también estaba presente T.
nubilosa, al igual que lo observado por Park & Keane (1982b, 1987).

Pérez, C. et al. (2009), realizé6 un muestreo mas extenso y encontré M. lateralis
asociada a E. dunii en el departamento de Rio Negro, mientras que Lupo et al. (2007)
encontraron dicha especie asociada a E. globulus en los departamentos de Rio Negroy

Paysandu. En este trabajo dicha especie fue encontrada en los departamentos de
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Lavalleja y Tacuarembd, lo que muestra que la distribucién geografica de esta especie
es mas amplia de lo hallado previamente.

Por otro lado, T. ohnowa fue aislada a partir de E. viminalis en el departamento de
Lavalleja (Pérez, C. et al. 2009b), el mismo departamento en el cual se la aislé en el
presente estudio, lo que indicaria en principio, que esta especie tiene un distribucién
bastante restringida en nuestro pais.

A pesar del intenso muestreo, Pérez C. et al. (2009b), no aislaron T. nubilosa o T.
parva.

Lupo et al., 2007 encontraron T.parva asociada a E. globulus, en los departamentos de
Rio Negro, curiosamente a partir de muestras donde no se aislé T. nubilosa. Esto pudo
deberse a que las hojas analizadas estaban en un estado de senescencia muy avanzado
y por tanto la esporulacion de T. parva era muy abundante (Park & Keane, 1987), 0 a
que la temperatura de incubacién de los aislamientos no fue la 6ptima para la
germinacion de las ascosporas de T. nubilosa.

La presencia de T. nubilosa ya ha sido citada en nuestro pais (Lupo et al., 2008; Pérez
G. et al., 2009a) sin embargo ésta es la primera vez que se la encuentra en todas las
zonas importantes de produccién de E. globulus.

En la regidén, T. nubilosa también ha sido encontrada en el sur de Brasil. Este patégeno
probablemente ha sido introducido desde nuestro pais (Pérez G. et al., 2009b) donde
E. globulus (muy suceptible a T. nubilosa; Park & Keane, 1982b; Park et al., 2000) es la
especie forestal de mayor importancia. Dicha dispersién de haberse originado desde
nuestro pais pudo ocurrir a través de infecciones por ascosporas (dispersadas por el
viento) o debido al intercambio de semillas y plantulas entre los dos paises (Pérez, G.
etal., 2009b).

Lo encontrado en el presente estudio junto a lo hallado por otros autores (Balmelli et
al., 2004; Lupo et al., 2008; Pérez C. et al., 2009a, 2009b; Pérez G. et al, 20093,
2009b) sugieren la expansion de las poblaciones de Mycosphaerella spp. y
Teratosphaeria spp. en nuestra region, lo que constituye una creciente amenaza para
las plantaciones de Eucalyptus spp. fundamentalmente para las especies y/o

variedades mas susceptibles como E. globulus.
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Medidas de crecimiento en diferentes medios

En cuanto a los medios ensayados para velocidad de crecimiento, en general, los que
fueron adicionados con la solucién de vitaminas mostraron mayor velocidad de
crecimiento.

Esto no es sorprendente ya que las deficiencias en la sintesis de vitaminas,
particularmente las del complejo B, son bien conocidas en hongos (Griffin, 1994).

Esto seria esperable, al menos para T. nubilosa, que es un hemibidtrofo y por tanto
muy probablemente sea nutricionalmente dependiente de su hospedero, ya sea
porque es incapaz de sintetizar algin metabolito o porque su sintesis es deficiente y
por tanto no se alcanzan los niveles necesarios para llevar a cabo algin determinado
proceso fisioldgico.

Por otra parte, la solucidn utilizada fue elaborada para ser similar a la empleada por
Serrano (1993) que es una solucién disenada para el cultivo de levaduras, por lo que al
evaluar el efecto de los distintos componentes de la solucién por separado (y en
diferentes concentraciones) se podrian lograr mejores resultados.

Ninguno de los aislamientos ensayados mostré un buen crecimiento YPD indicando
gue estas especies no tendrian requerimientos altos de aminoacidos.

La Unica excepcion en cuanto al resultado de la adicidn de la solucién de vitaminas fue
T. ohnowa, que no mostro diferencias significativas entre los medios adicionados con
dicha solucién y sus correspondientes medios sin la adicidn de ésta. Esta fue la especie
que presenté mayor velocidad de crecimiento en todos los medios ensayados,
indicando que esta seria saprofita.

Los dos aislamientos de M. lateralis ensayados presentaron la maxima velocidad d
crecimiento en “MEA+vit” y la minima en “ADT” aunque su comportamiento en otros
medios no fue igual, lo que indica que existe buena diversidad genética en cuanto a la
capacidad de aprovechar diferentes recursos ademas de la diversidad morfoldgica.
Para todas las especies ensayadas se logrd encontrar medios en los cuales estas
presentaran velocidades de crecimiento sensiblemente mayores a la observada en
MEA. Para T. nubilosa, se hallé que esta crece en el medio “ADT+vit”

aproximadamente 1,4 veces mas rapido de lo que lo hace en MEA. M. lateralis crece en
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“MEA+vit” casi 2 veces mas rapido de lo que lo hace en MEA y T. ohnowa crece en
“ADT” 1,3 veces mas rapido que en MEA.

Estos medios pueden ser empleados en estudios mas exhaustivos de la fisiologia de
estas especies asi como en estudios poblacionales, donde disminuir el tiempo
empleado en el cultivo de grandes cantidades de aislamientos es muy importante

desde un punto de vista practico.

11



Conclusiones

El empleo de métodos moleculares mostré ser eficiente para para el diagndstico de
Mycosphaerella spp. y Teratosphaeria spp. directamente a partir de lesiones. Estos
tienen la ventaja de ser mas rapidos que la secuenciacion de ADN a partir de micelio ya
gue no es necesario aislar y cultivar estos hongos.

T. nubilosa, uno de los patégenos que causan mayor dafo en Eucalyptus spp. a nivel
mundial fue encontrado, en hojas juveniles y adultas, en varias zonas de produccion de
este cultivo en Uruguay, y por tanto representa una amenaza importante para su
avance en nuestro pais.

Otras especies cuyo rol en el desarrollo de la MLD es poco conocido también fueron
encontradas en varias regiones del Uruguay.

Se obtuvieron medios de cultivos que permiten un crecimiento de Mycosphaerella spp.
y Teratosphaeria spp. mas rapido a lo observado en MEA, los que serian atiles para
efectuar, de forma mas 4gil, estudios sobre la genética de las poblaciones de estas
especies, lo que es fundamental a la hora de decidir qué estrategia usar para su
control.
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Apéndice 1: Medios utilizados en las mediciones de velocidad de

crecimiento

Tabla A1: Medios utilizados en las mediciones de velocidad de crecimiento,
composicion y forma de preparacion.

Medio | Composicidon Preparacion
MEA | Extracto de malta 20g
Agar 20g
Agua 1L
YPD Glucosa 20g
Peptona 5g
Extracto de levadura 10g
Agar 20g
Agua 1L
ADT Glucosa 20g
Pulpa de tomate comercial 180 ml
Agar 20g
Agua 1L
EGS Hojas juveniles asintomaticas de E. globulus 25g Hervir las hojas en 250 ml
de agua por 30 minutos
extracto de malta 5g aproximadamente.
Agar 20g Descartar las hojas.
Agua il Completar hasta 1L con
agua. Agregar el extracto
de malta y el agar.
EGE Hojas juveniles de E. globulus con sintomas de MLD | Hervir las hojas en 250 ml
258 de agua por 30 minutos
aproximadamente.
Extracto de malta 5g Descartar las hojas.
Agar 20g Completar hasta 1L con
Agua il agua. Agregar el extracto
de malta y el agar.
EGA Hojas adultas asintomaticas de E. globulus 25g Hervir las hojas en 250 ml
de agua por 30 minutos
Extracto de malta 5g aproximadamente.
Agar 20g Descartar las hojas.
Aguail Completar hasta 1L con
agua. Agregar el extracto
de malta y el agar.
EGSL | Hojas adultas asintomaticas molidas de E. globulus
258
Extracto de malta 5g
Agar 20g
Agua 1L
vit solucién de vitaminas (ver tabla A2)
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Apéndice 2: Solucién de vitaminas

Para la elaboracion de la solucion de vitaminas y sales se prosiguié de la siguiente
manera: cada comprimido de SUPRADYN (sin su cubierta) fue molido hasta obtener un
polvo fino y disuelto en 40 ml de agua destilada. Se incubé dicha solucién a 42C toda la
noche y el sobrenadante fue esterilizado por filtracion a través de un filtro de 0,22 um
y agregado al medio de cultivo a razén de 1,066 ml por cada litro de medio de cultivo.
La solucién fue ajustada segun Serrano, 1993(modificado) para que su contribucion
final al medio de cultivo fuera 400 pg/l de tiamina y 5 ug/l de biotina. Se supuso una
pérdida de 25% en masa durante la elaboracion de la solucion. Las concentraciones
finales de otras vitaminas y minerales aportados por esta solucién se muestran en la
siguiente tabla.

Tabla A2: Composicion de la solucidn final de vitaminas con que se suplementaron los
medios de cultivo. Composicion de los comprimidos utilizados en su preparacion y de
la solucién de referencia (Serrano, 1993). (*: mg/I).

Componente (ug/l) | Serrano, 1993 | ug/comprimido | Conc. final en el medio de
cultivo
B1 (Tiamina) 400 20000 400
B2 (Riboflavina) 200 5000 100
B3 (Niacina) 400 50000 1000
Bs (Ac. 400 11600 232
Pantotenico)
B6 (Pirodoxina) 400 10000 200
B7 (Biotina) 2 250 5
Ac. félico 2 1000 20
Ca* 36 51,3 1,026
Fe 66,6 10000 200
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