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INTRODUCCION

Antecedentes

Forestacion en Uruguay

En Uruguay se ha avanzado mucho en el desarrollo agro-forestal en los dltimos afios
pero es un proceso aun en plena actividad y expansion. Dada las caracteristicas
privilegiadas del suelo, clima y topografia del pais, el 88% del territorio es aprovechable
y muy apto para diversas actividades como ser ganaderia, agricultura y forestacion [1].
El clima y caracteristicas del suelo permiten un éptimo desarrollo de plantaciones de
Eucalyptus en suelos de baja productividad y regimenes de corta duracién [2]. Si bien
existe una fuerte tradicion ganadera en el pais cada vez mas ha ido tomando forma la
practica de la ganaderia integrada con la forestacion (silvopastoreo) [1]. El
silvopastoreo, manejo integrado de arboles, ganado y pastos, produce ventajas
comparativas importantes ya que su adecuado manejo conduce a la obtencion de
productos como madera de alta calidad, forraje y ganado de forma simultanea, intensiva
y eficiente. El riesgo econdmico se reduce ya que de este sistema se obtienen maltiples
productos de los cuales la mayoria ya tienen un lugar en el mercado, habiendo un
ingreso relativamente constante por las ventas de ganado y arboles maderables. Al
mismo tiempo, la produccion del forraje provee nutricion mejorada para el crecimiento
y produccion del ganado [3]. Teniendo en cuenta los estudios de suelo que se han
realizado a nivel nacional se ha logrado una mejora en el ordenamiento territorial para
las distintas practicas que se realizan en el campo. Es asi que se han definido varias
zonas productivas, cada una asociada a la zona de mayor aptitud para su préctica. La
clasificacion de las zonas hizo que algunas quedaran excluidas dada su limitada aptitud
agricola-pastoril, teniéndose en cuenta cuando se impulso el desarrollo forestal de
manera de no interferir con la produccién agricola-ganadera. Se promovi6 la plantacion
forestal en aquellas zonas menos aptas para cualquier otra practica que fuera la
produccion forestal [1].

El sector forestal ha producido un incremento de las inversiones, exportaciones,
desarrollo tecnoldgico y de mano de obra. La masa forestal plantada por impulso de la
ley N° 15939, promulgada en 1987, alcanz6 unas 810.000 ha. hasta el afio 2008
principalmente compuesta por especies de Eucalyptus (70.3%), de Pinus (29 %) y de
Salicaceas (0.7%) [4]. Dentro de las especies de Eucalyptus las mas cultivadas son E.
grandis y E. globulus y mas recientemente E. dunni. De las especies de pino se
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destacan P. taeda y P. elliotti, tanto por su adaptacion al medio, sanidad, répido
crecimiento y caracteristicas de la madera para pulpa, aserrio y debobinado [5]. A partir
de la promulgacion de la ley forestal el area forestada ha ido aumentando afio tras afio
de manera exponencial (figura 1 y 2) debido en parte a los bajos precios de campos de
prioridad forestal y a la construccién de fabricas de celulosa [6].

superficie total forestada bajo proyecto
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Figura 1. Evolucion de la superficie forestada bajo proyecto de todas las
especies.
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superficie plantada con Pinus spp.
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Figura 2. Superficie forestada de pinos bajo proyecto.

Considerando la creciente demanda de los productos madereros, tanto a nivel mundial
como local, y el impulso para el desarrollo forestal, se prevé un incremento del area
forestada y, en consecuencia, un aumento de los problemas fitosanitarios existentes, asi
como un mayor riesgo a la entrada y establecimiento de nuevas plagas y enfermedades
en el pais.

Hace ya algunos afios el Laboratorio de Micologia dio inicio al estudio de las
comunidades de hongos endéfitos y asociados a lesiones en plantaciones de Eucalyptus
spp. [7-14] y mas recientemente a problemas fitosanitarios asociados a Pinus [15].

Problemas fitosanitarios

Los problemas fitosanitarios imponen restricciones a la comercializacion de los
productos forestales por lo que es esencial el desarrollo de programas de proteccion
forestal. Dado que las especies de Pinus constituyen una fuente de materia prima que
ha visto incrementada su forestacion, se considera de gran importancia realizar un
relevamiento de los viveros donde se producen las plantulas para luego ser llevadas a
campo. Dentro de las enfermedades mas frecuentes que afectan a las plantulas de Pinus
en vivero se encuentran el “damping off”, provocado por Phythium spp., Fusarium spp.
y Rhizoctonia spp. y “la seca de las puntas de pino” causado por Diplodia spp. y
Sphaeropsis spp. [16].

Fusarium es un género de hongos de amplia distribucion, con una gran diversidad de

especies desde algunas que son saprofitas, patdgenos debiles y hasta otras que resultan
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importantes patdgenos vegetales que pueden colonizar tanto la parte aérea como la parte
subterranea de las plantas. Afectan de manera considerable a cultivos horticolas,
fruticolas y forestales ocasionando diversos tipos de enfermedades como manchas en
hojas, pudricion de raices y de la base del tallo, cancros en las plantas, pudricion de
frutos, marchitamiento vascular [17]. Como consecuencia se disminuye tanto la
cantidad como la calidad de la produccion y al mismo tiempo se generan importantes
pérdidas econdmicas [18] [46].

Dentro de los hongos fitopatdgenos pertenecientes al género Fusarium, uno de los que
ha tenido gran impacto a nivel mundial afectando distintas especies de pino es Fusarium
circinatum Nirenberg & O'Donnell. Este hongo es el agente causal de una enfermedad
cuarentenaria denominada “pitch canker” o cancro resinoso. Originalmente fue
identificado como perteneciente al género Fusarium y asignado a la seccion Liseola
(Hepting & Roth 1946) [19]. Posteriormente se lo describié como F. lateritium (Snyder
et al. 1949) asignandolo a la seccién Lateritium [20]. Luego fue denominado como F.
moniliforme var. subglutinans (section Liseola) (Dwinell & Phelps 1977 [21], Kuhlman
et al. 1978) [22] y més tarde como F. subglutinans (Nelson et al. 1983) [23]. Finalmente
en 1998 fue descrito como miembro del complejo Gibberella fujikuroi asignandole al
estado asexual el nombre de Fusarium circinatum y al estado sexual Gibberella

circinata [24].

Muchas especies de pinos son susceptibles a este patdgeno y su presencia se ha
registrado en méas de 60 especies distintas aunque cada una de ellas con diferencias en el
grado de susceptibilidad al mismo, siendo P. radiata la especie mas susceptible [17].
Pinus taeda, una de las especies mas importantes para la forestacién en nuestro pais es
susceptible a este hongo. La accion de este patdgeno produce grandes pérdidas
econdmicas en bosques naturales y en plantaciones. Es una enfermedad destructiva que
conlleva a bajos rendimientos y altos niveles de mortalidad de plantines asi como de
arboles adultos [25]. En &rboles adultos el sintoma mas notorio es la produccion de
grandes cancros, tanto en el tronco principal como en las ramas laterales, con abundante
exudado de resina. En ramas infectadas el exudado resinoso puede ocurrir en o cerca del
sitio de infeccion. Otro sintoma caracteristico es la decoloracion y debilitamiento de las
aciculas lo que genera “flagging” de ramas terminales y laterales. EI marchitamiento de
las aciculas se explica por la obstruccion del flujo de agua a través del xilema como
consecuencia del exudado de resina que colapsa al tejido vascular. Esto puede conducir
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a la muerte de la rama que en general tiene lugar desde el extremo hacia el sitio de
infeccion. La infeccion de ramas individuales no conduce a la muerte del arbol a
diferencia de multiples infecciones que pueden generar una muerte progresiva en la
canopia con posterior muerte del arbol. Muchas veces las aciculas muertas (enrojecidas)
permanecen adheridas a las ramas debido al efecto de la resina por largos periodos de
tiempo [17] [26]. En plantulas en vivero los sintomas aéreos no se manifiestan hasta que
el patdgeno alcanza la zona del cuello, lo que se traduce en marchitamiento, pérdida de
color (enrojecimiento) y secado de la aciculas hasta la muerte de la plantula. La
infeccion tanto de plantines como de arboles adultos se produce a través de conidios que
se forman en cuerpos fructiferos denominados esporodoquios. La infeccion esta
asociada a lesiones o heridas en la corteza u otros tejidos en los arboles debido a que
este hongo es incapaz de penetrar tejido intacto. En general las lesiones son causadas
por dafios ambientales debido a fuertes vientos y tormentas, por la accion de insectos o
por la accion del hombre [26]. A su vez la infeccion puede desarrollarse en cualquier
época del afio y en cualquier etapa de crecimiento del arbol afectando tanto estructuras
vegetativas (ramas, brotes, aciculas, tallo, tronco) como reproductivas (estrébilo
femenino, conos maduros y semillas) [17] [26]. La dispersion geografica de este hongo
ocurre a través del transporte de material infectado de pino (semillas o plantulas) y de
madera infectada. Una vez que el hongo se ha establecido en una zona se dispersa
facilmente ya sea por agentes como el viento, agua o insectos. Esta enfermedad es
originaria del este de Estados Unidos [27] pero la presencia del patégeno se ha
extendido a México, Sud Africa, Japon, Espafia y Chile [28-31]. Recientemente, en
Uruguay fue detectada su presencia en plantines de P. taeda en vivero [32]. La
distribucion de F. circinatum es variable, debido a diferencias en las distintas regiones
con condiciones climaticas particulares, presencia de vectores que ayudan a la
dispersion de las esporas y a los agentes causantes de lesiones necesarios para el

establecimiento del patgeno [17].

Control biol6gico

Segun Cook and Baker (1980) el control biolégico se puede definir como la reduccion
en la cantidad de indculo o enfermedad, producida por la actividad de un patégeno,
debido a la accion de uno o varios organismos [33].
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Las enfermedades producidas por hongos son muy frecuentes en los viveros donde el
control quimico de los patdgenos es la practica mas frecuente. Una alternativa al uso de
agroquimicos es el control bioldgico, esto es, la utilizacion de enemigos naturales o el
aprovechamiento de compuestos derivados de su metabolismo para controlar el efecto
de agentes patégenos. La utilizacion de agentes de control biolégico puede reducir las
cantidades de fungicidas quimicos y con ello los desechos toxicos y problemas que trae
su aplicacion tanto para la salud humana como para otros organismos [34].

El uso desmedido de productos quimicos ha dafiado el medio ambiente y ha inducido
resistencia en los patdégenos. De aqui es que se desprende la necesidad de desarrollar
otras estrategias para el control de fitopatdgenos siendo el control biol6gico una buena
alternativa o complemento para lograr una menor incidencia de estos productos [35].

El modo de accién de los microorganismos antagonistas es variado. La supresion de una
enfermedad, debido a un patdgeno dado, puede ocurrir por interaccion directa del
microorganismo antagonista frente al patégeno o, por accién indirecta que involucra el
desarrollo de resistencia en la planta hospedadora. El antagonismo microbiano implica
la interaccion directa entre dos microorganismos que comparten el mismo nicho
ecoldgico. Dentro de la interaccidon directa se distinguen tres estrategias diferentes:
antibiosis, parasitismo y competencia por nutrientes. La antibiosis consiste en la
produccion por parte de un microorganismo de metabolitos secundarios que resultan
toxicos para otros microorganismos. Esta estrategia es responsable de la actividad de
muchos agentes de control biolégico como Pseudomonas spp., Bacillus spp.,
Streptomyces spp. y Trichoderma spp. Se han descrito y documentado una gran
cantidad de moléculas y su funcién como supresoras de patdégenos de plantas [36-38]. Si
bien los antibidticos son las moléculas més conocidas con efecto antagénico también
existen otras muy efectivas como son las enzimas con capacidad de degradar la pared
celular, bacteriocinas y compuestos volatiles con actividad antifungica. Una
determinada cepa de control bioldgico produce muchos metabolitos secundarios
distintos cada uno con un efecto diferente y efectivo contra distintos hongos
fitopatdgenos [33].

El parasitismo, caso particular de predacion, es una interaccion bioldgica entre dos
organismos (parasito — hospedador) que consiste en el consumo parcial del hospedador
por parte de la presa (parésito). En este caso involucra el reconocimiento especifico
entre el antagonista y el patdégeno y varios tipos de enzimas degradadoras de la pared
celular de manera de permitirle al parésito el acceso a las hifas del patdgeno [33].
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La competencia por nutrientes es un fendmeno natural que ocurre en las poblaciones y
que tiende a regular la dindmica de las poblaciones que comparten un mismo nicho

ecoldgico y las necesidades por un recurso cuando este esta limitado [33].

Bacillus subtilis

Muchos estudios han mostrado que las especies pertenecientes al género Bacillus son
capaces de producir un gran nimero de sustancias con capacidad antimicrobiana,
incluyendo antibi6ticos, asi como también metabolitos antifungicos que protegen a las
plantas de la infeccidon por hongos [39-40]. Estas bacterias son de facil obtencién dado
que se caracterizan por estar ampliamente distribuidas en el suelo, frecuentemente
aparecen asociadas a las raices de las plantas. También son tolerantes a altas
temperaturas y de répido crecimiento en cultivos liquidos. Son consideradas agentes de
control biolégico seguro dado que no producen enfermedades en las plantas ni en
animales y ademas su potencial como agentes controladores es muy elevado [40]. En
particular, Bacillus subtilis es una de las mas importantes ya que posee la capacidad de
producir un amplio espectro de antibidticos (mas de 70) y ademas de metabolitos con
actividad antifungica y/o antimicrobiana [39]. Debido a esto ha sido considerada muy
efectiva en el control de diversas enfermedades de plantas transmitidas a través del
suelo [41]. También ha sido demostrada su actividad antagdnica frente a muchas
especies de hongos fitopatdgenos teniendo efectos supresores tanto in vitro como in
Vivo sobre especies de Alternaria, Monilia, Botrytis, Fusarium, Phytium, Phytophthora,
Rhizotocnia [39][42].

Debido a estas razones es que B. subtilis es un agente de control biolégico ideal y su
utilizacion puede considerarse como método alternativo o adicional para contrarrestar la

aplicacién de productos quimicos para el control de patdgenos vegetales.

Burkholderia sp.

Asi como B. subtilis puede actuar como microorganismo antagonista, otros estudios han
mostrado que especies de Burkholderia también poseen dicha capacidad. En particular,
B. cepacia es capaz de producir una gran cantidad de compuestos con actividad
antifingica, principalmente antibi6ticos, asi como otros metabolitos que suprimen la
accion de fitopatogenos del suelo. Muchos de sus metabolitos han sido aislados y
caracterizados verificandose asi su efecto inhibitorio sobre distintos agentes patégenos
de plantas como hongos, bacterias y levaduras [43]. En particular, sobre hongos de
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especies pertenecientes a Pythium, Botrytis, Rhizotocnia, Fusarium. [44-45]. La
diversidad de las caracteristicas bioquimicas que presenta dicha bacteria ha hecho que
se considere un complejo constituido por nueve “genomovar” [44]. No s6lo es efectiva
como agente de control bioldgico sino que también se ha visto que tiene potencial como
agente de biorremedacion ya que puede degradar herbicidas y pesticidas. Esta bacteria
es capaz de utilizar compuestos presentes en diversos agroquimicos como fuente de
carbén y energia [44].

B. cepacia es un microorganismo ubicuo del suelo por lo que resulta un agente de
control bioloégico de facil obtencion. Dadas sus caracteristicas B. cepacia ha sido
utilizada para proteger distintos cultivos frente al ataque de fitopatdgenos y constituye

una alternativa a la utilizacion de compuestos quimicos [44].
Debido a la importancia que a nivel mundial ha alcanzado F. circinatum y teniendo en
cuenta la importancia del sector forestal en el pais, se considera fundamental ahondar en

la investigacion de las enfermedades de plantulas de Pinus taeda.

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es detectar la presencia de Fusarium circinatum en
plantulas de Pinus taeda en viveros forestales y seleccionar organismos antagonistas

para su biocontrol.

Objetivos especificos
1. Realizar aislamiento e identificacion de las especies de Fusarium a partir de
tejidos de raiz y de la zona del cuello del tallo de plantulas de Pinus con sintoma
de debilitamiento.
2. Caracterizar las cepas de Fusarium circinatum morfologicamente, verificar su
identidad por métodos moleculares.
3. Evaluar el efecto inhibitorio de bacterias saprofitas sobre F. circinatum.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

Plantulas de Pinus taeda que presentaban sintoma de marchitamiento y/o lesiones a
nivel del cuello fueron proporcionadas por dos viveros forestales (tabla 1).

Se procesaron un total de 23 plantulas entre los dos viveros.

Tabla 1. Viveros que proporcionaron los plantines para analizar.

Procedencia
Vivero semillas de P.| Sustrato
taeda
Dpto Florida EEUU turba
Canada
Dpto Tacuarembo EEUU turba
Canada

Procesamiento de muestras

En primer lugar las plantulas fueron observadas macroscopicamente a nivel de las
aciculas, cuello y raiz para determinar el grado de afeccion de las mismas. Luego se
observaron bajo la lupa para poder observar la presencia de sintomas tales como
cancros, exudados resinosos y la presencia de fructificaciones de hongos. Se registraron
las caracteristicas de cada uno de ellos como ser color y cantidad de aciculas, y color de
la zona de cuello (region entre raiz y tallo). Posteriormente se procedid al lavado de la
raiz con agua corriente con el fin de eliminar la turba en la que se encontraban. Por

ultimo se secaron en papel y se fotografiaron.

En segundo lugar los tejidos de las regiones del cuello y raiz fueron cortados en
pequefias secciones, de 3 mm aproximadamente cada una, Yy esterilizadas
superficialmente por separado para eliminar organismos epifitos, esporas o fragmentos
de micelio. Las secciones fueron inmersas durante 1 minuto en etanol al 80%, 2 minutos
en hipoclorito de sodio al 2% y finalmente se hicieron dos lavados con agua destilada
esteril.

Luego las secciones se secaron cubriéndolas con papel absorbente estéril.
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Al término de la esterilizacion las distintas secciones se colocaron en placas de Petri de
9cm de didmetro conteniendo medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar) acidificado.
Se sembraron 10 secciones por placa para cada tejido analizado. Se rotularon las cajas y
se incubaron durante 5 dias a 25°C.

Una vez que se visualizo la emergencia de hongos asociados a los tejidos analizados se
anotaron caracteristicas macroscopicas incluyendo aspecto de la colonia, color del
micelio aéreo y color del reverso de la colonia. Posteriormente se contabilizaron y se les
asign6 un codigo (Fc) para su manipulacion. Aquellos hongos que eran
morfoldgicamente iguales se agruparon bajo el mismo cddigo. Ademas su presencia se

documento con fotografia digital.

Para el presente trabajo se consideraron solamente los aislamientos pertenecientes al
género Fusarium.

Bacterias emergentes de los distintos segmentos analizados y que mostraban efecto
inhibitorio en el crecimiento de los hongos fueron aisladas y transferidas a medio de
cultivo TSA (Tripton Soya Agar), favorable para su desarrollo, con el fin de evaluar su
actividad como posibles controladores biolégicos de hongos patdgenos.

Cultivos puros

Una vez finalizada la agrupacion de los distintos hongos obtenidos de acuerdo a
caracteristicas macroscopicas se procedid a la obtencidn de cultivos puros de cada uno
de ellos para la identificacion en base a caracteristicas micromorfoldgicas. Para ello los
hongos emergentes se pasaron a cajas de Petri de 4.5 cm de didmetro conteniendo
medio de cultivo PDA. También se inocularon en medio de cultivo CLA (Carnation
Leaf Agar) siendo este medio favorable para la formacion de esporodoquios y, en medio
de SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) que favorece la formacion de hifas

enrolladas caracteristicas de F. circinatum.

De los cultivos puros obtenidos en PDA se tomaron cuatro discos con un sacabocado
esteril. Estos discos fueron colocados en crio tubos estériles conteniendo glicerol al 10%
para luego ser conservados a -80°C y asi mantenerlos en condiciones adecuadas para su
posterior identificacion.
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Identificacion microscopica

Para la identificacion de los distintos hongos a nivel de género y especie se tomaron en
cuenta las siguientes caracteristicas micromorfologicas: tipo de célula conididgena
(monofialides o polifidlides), tamafio y morfologia de macro y microconidios,
disposicidn de los microconidios, en cadenas o falsas cabezas, presencia y/o ausencia de
clamidosporas, hifas estériles enrolladas [46].

Se realizaron preparados para observar al microscopio 6ptico, tomando de cada colonia
una pequefia muestra, bajo condiciones asépticas, utilizando cinta scotch que se colocd
entre un porta y un cubre objeto con una gota de lactofenol-azul de algodon.

Para el caso de aquellos hongos que habian producido esporodoquios en CLA, se tomo
una pequefia muestra con aguja del mismo bajo la lupa y esta se colocé entre un cubre y

porta objeto con una gota de lactofenol y se observé al microscopio 6ptico.

La identificacion en medio de cultivo SNA se realiz6 a partir de cultivos monosporicos
(Hansen & Smith 1932) que se obtuvieron de la siguiente manera:

1. Preparacion de una suspension de esporas en un tubo de ensayo con 10 ml de
agua destilada estéril a partir de micelio de siete dias.

2. Conteo del numero de esporas presentes en una gota de la suspension
previamente preparada. Esto se realizd en microscopio 6ptico bajo un aumento
de 100X y se consider6 adecuado entre 7-10 esporas por campo.

3. La suspension (10 ml) se volco sobre cajas de Petri de 9cm de didmetro
conteniendo medio Agar-Agua 2%. Se hicieron suaves movimientos para que las
esporas quedasen adheridas al medio y finalmente se descartd el exceso de
suspension.

Las cajas de Petri se colocaron inclinadas en una caja forrada de manera de evitar la
incidencia luminica y se incubaron a 25°C durante 24hs.

Al siguiente dia se realizaron los cultivos monospoéricos bajo lupa. Con una aguja
delgada se tomd una espora germinada y se colocé en caja de Petri de 4.5cm de
didmetro conteniendo medio SNA. Se tomaron varias esporas de cada muestra.
Finalmente las placas se incubaron durante 7-12dias a 25°C.

A partir de los cultivos monospdricos se observaron las caracteristicas microscopicas de

las cepas y de aquellas identificados como F. circinatum se tomaron cuatro discos con
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un sacabocado estéril para conservar el micelio en crio tubos con glicerol al 10% a una

temperatura de -80°C.

Identificacion molecular de F. circinatum

La identificacion de Fusarium circinatum se verificO mediante técnicas moleculares a
través de la amplificacion de la region I1GS (espacio intergénico del ADNr) de 360 pares
de bases con la utilizacion de los primers especificos CIRC1A y CIRC4A (tabla 2) [47].

Tabla 2. Primers utilizados para la deteccion de F. circinatum y secuencia de la region 1GS

Primer Secuencia Secuencia blanco
CIRC1A 5'CTTGGCTCGAGAAGGG IGS forward
CIRC4A 5"ACCTACCCTACACCTCTCACT | IGS reverse

Para ello primero se realizé la extraccion de ADN de acuerdo al protocolo de Lee &
Taylor (1990) a partir de cultivos monospdricos puros de F. circinatum. Se raspo el
micelio de cada cepa con un bisturi estéril y luego se agregd tampdn de lisis (Tris HCI
pH= 8.0, EDTA N, SDS) para realizar la lisis mecéanica con machacadores de plastico
estériles. Después de obtener una solucion homogénea se agregd proteinasa k al 2% y se
incub6 la mezcla durante 30 minutos a 60°C. Posteriormente se agregé NaCl y CTAB
10X y se incubd a 65°C durante 10 minutos. Seguido a esto se agregd cloroformo
isoamilico y se incubd en freezer a -20°C durante 30 minutos. Se centrifugé a 10.000
rpm durante 10 minutos y se transfirié el sobrenadante. A este se le adicioné acetato de
Na y se incubo en freezer a -20°C durante 30 minutos. Se centrifugé nuevamente a
10.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo
eppendorf y se adicionaron 0.55 volumenes de isopropanol. Luego se incub6 a -20°C
durante 30 minutos y posteriormente se centrifug6 a 10.000 rpm durante 5 minutos. Se
descarto el sobrenadante y se agregd etanol al 70% para lavar el pellet. Se centrifugd
nuevamente a 10.000 rpm durante 5 minutos y luego se descartd el etanol. Se dejo secar
el pellet durante 1 hora a 50°C en bafio seco y después se resuspendié con agua mQ a
60°C. Finalmente se agregd RNAsa y se incub6 a 37°C durante 60 minutos. Se
almaceno a -20°C.

Las condiciones de PCR adecuadas se obtuvieron luego de una serie de pruebas en las
que no se produjo producto de amplificaciébn obteniéndose luego con la
desnaturalizacién de la doble hebra a 94°C durante180 segundos seguida de 35 ciclos a
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94 °C por 35 seg; 66 °C por 55 seg; 72 °C por 50 seg y una extension final a 72 °C
durante 5 minutos [47].

Finalmente el producto de PCR obtenido fue separado por electroforesis en gel de
agarosa al 2%, revelado con bromuro de etidio 10ug/pl y visualizado con luz UV.

La reaccion de amplificacion se realizd en un volumen final de 25 pl y las condiciones

utilizadas para 1 tubo se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Se muestran los reactivos y sus respectivos volumenes utilizados para la amplificacion de la

region IGS de F. circinatum

Reactivo Volumen (pl)
Buffer 10X con KClI 2.5

dNTPs 2.5

MgCl, 50mM 0.75

Primer CIRC1A [10uM] 0.75

Primer CIRC4A [10uM] 0.75

Taq DNA Polymerase 0.125

H-0 17.12

DNA 0.5

Para determinar la temperatura de hibridacion de los primers se realiz6 un gradiente de
temperatura desde 56 °C a 68 °C (56 °C, 57.1 °C, 58.3 °C, 59.4 °C, 60.5 °C, 61.5 °C, 62.5
°C, 63.5 °C, 64.6 °C, 66.7 °C, 66.9 °C y 68 °C) de las cuales se seleccionaron para la
amplificacion las correspondientes a 57.1 °C, 60.5 °C, 63.5 °C y 66.9 °C. El producto de
amplificacion de una de las cepas fue secuenciado con los mismos primers y luego las
secuencias obtenidas fueron alineadas en el programa MEGA 4 y comparadas mediante

Blast con las secuencias registradas en la base de datos del GenBank.

Obtencidn de bacterias

Las distintas bacterias fueron obtenidas a partir de los segmentos de tejidos de las
plantulas inoculadas en medio de cultivo. Aquéllas en las que se observé un efecto
inhibitorio en el crecimiento de las colonias fungicas adyacentes, fueron aisladas a un
medio de cultivo especifico para bacterias (TSA). Para obtener colonias puras se realiz6
un estriado de estos cultivos y las colonias aisladas fueron separadas y utilizadas

posteriormente para evaluar su efecto inhibitorio sobre el patégeno. Se aislaron cinco
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cepas bacterianas (B1, B2, B3, B4 y B5). Cuatro de estas cepas fueron obtenidas a
partir de los segmentos de raiz de los plantines procedentes del vivero de Tacuarembd
mientras que B5 se aislé a partir de tejidos de plantas jovenes provenientes de una
plantacion.

Identificacion de bacterias

La identificacion se realizd en base a caracteristicas morfologicas y moleculares.
Primero se realiz6 una tincion de Gram para determinar si eran Gram + o0 Gram — y
luego se observé la morfologia para evaluar si eran bacilos, cocos, espirilos.

La identificacion a nivel de especie de 4 cepas (B1, B2, B3 y B4) se realiz6 a través de
métodos moleculares en el laboratorio de Tecnologia de los alimentos de Facultad de
Agronomia a cargo de Stella Regenensi. En el caso de B5 se realizo la extraccion y
amplificacion del ADNr 16S en el Laboratorio de Bioingenieria de Facultad de
Ingenieria y el producto de amplificacion fue secuenciado en MACROGEN (Korea).
Para la amplificacion y secuenciacion de B5 se utilizaron los primers 27 F, 518 F y
1492 R.

Evaluacion de la inhibicion del crecimiento de F. circinatum por bacterias vivas
Para evaluar la actividad antagénica de las distintas cepas bacterianas frente a F.
circinatum, se coloco, en el centro de placas de Petri de 9cm de didmetro que contenian
medio de cultivo PDA, un disco de micelio de 7 dias. En cada una de las esquinas de un
cuadrado imaginario se inoculé en un punto con un ansa estéril una pequefia muestra de
cada cepa bacteriana. Como testigo se utilizaron placas conteniendo solo el indculo del
hongo (sin enfrentamiento con bacterias). Se realizaron cinco réplicas para los
enfrentamientos mientras que los testigos se hicieron por duplicado. Se incubd a 25°C y
se tomaron medidas del halo de inhibicién durante 5 dias. Se analizaron cuatro cepas de
Fusarium circinatum (Fc2052, Fc 2053, Fc 2054 y Fc 2057).

Evaluacion de produccion y termoestabilidad de metabolitos bacterianos

Para determinar la estabilidad térmica de los metabolitos producidos por las distintas
cepas bacterianas se realizaron cultivos liquidos de las bacterias y se autoclavaron. Para
ello, colonias de cada bacteria (seis ansadas) fueron transferidas a Erlenmeyers de 250
ml que contenian medio de cultivo liquido PDB (Caldo Papa Dextrosa) e incubadas en
agitador mecéanico durante 7 dias a 28°C y 180 rpm. Luego muestras de 10 ml de cada
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caldo fermentado fueron transferidas a Erlenmeyers de 250 ml que contenian 90 ml de
PDA. Esto se esterilizd en autoclave durante 16 minutos a 121°C y 1 atm de presion.
Posteriormente se homogeneizaron y se colocaron 20 ml de cada suspensién en placas
de Petri de 9 cm de didmetro. Una vez solidificado el medio se coloco en el centro de
cada placa un disco de micelio, extraido con un sacabocado estéril del borde de la
colonia de 7 dias, de la cepa de F. circinatum a analizar. Se evaluaron cuatro cepas de
F. circinatum (Fc2052, Fc 2053, Fc 2054 y Fc 2057). Como testigos se utilizaron placas
que contenian sélo el patdgeno y el medio de cultivo (PDA) sin la incorporacion de los
metabolitos. Se realizaron tres réplicas para cada caso. Luego de incubarlos por 5 dias
se registraron las medidas de crecimiento del micelio desde el centro de la colonia del
hongo hacia el borde (radio de la colonia) de crecimiento durante 4 dias [48]. Se
tomaron dos medidas perpendiculares en, cada caso, que fueron promediadas.

Andlisis de datos

Se calcul6 el porcentaje de especies de Fusarium obtenidas como:

N° de aislamientos para cada especie de Fusarium/ N° total de aislamientos de
Fusarium*100.

También se calculd el N° de aislamientos del total de especies de Fusarium en raiz y
tallo / N° total de aislamientos de Fusarium*100 y se calculé el N° de aislamientos de
cada especie de Fusarium en raiz y cuello en relacion al N° total de aislamientos de
Fusarium spp.*100.

Se calcularon las velocidades de crecimiento de cada una de las cepas de F. circinatum
analizadas graficando el diametro de la colonia (mm) en funcién del tiempo (dias) para
cada una de las réplicas, correspondiendo la pendiente de cada curva a la velocidad de
crecimiento de cada réplica. Para determinar si existen diferencias significativas en
cuanto a la inhibicion en la velocidad de crecimiento de F. circinatum por la actividad
de metabolitos bacterianos termoestables de las diferentes cepas, se realiz6 el anélisis de
varianza de una via (One Way ANOVA) en el programa Sigma Stat 3.5. El andlisis se
hizo para cada cepa y sus respectivos controles y tratamientos. También se compararon
los controles de cada cepa para evaluar diferencias en la velocidad de crecimiento entre
ellas.
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El porcentaje de inhibicion en el crecimiento de cada cepa respecto a los metabolitos
bacterianos se calculé como:
% inhibicion= ((prom del didmetro de la colonia control — promedio del diametro de la

colonia con cada tratamiento) / (prom del didmetro de la colonia control))*100

RESULTADOS

Sintomas presentes en plantulas

Los plantines analizados se caracterizaron por presentar sintomas tanto a nivel de las
aciculas como del tallo (figura 3). Las aciculas del extremo del tallo mostraban una
notoria decoloracion que tomaba tonos de marrén y rojizo con posterior caida de las
mismas. En el tallo, a nivel del cuello se observd un anillamiento que obstruye el
transporte de agua a traves del xilema con el consecuente marchitamiento del plantin.

En algunos plantines también se observaron en esas lesiones cuerpos fructiferos

globosos y de color salmén denominados esporodoquios (figura 4).

Figura 3. Plantines de Pinus taeda con sintoma de marchitamiento.

Figura 4. Lesion a nivel del cuello en plantula de
Pinus taeda con presencia de esporodoquios.
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Aislamientos de hongos asociados a sintomas
De un total de 23 plantulas analizadas se obtuvieron 156 aislamientos, de ellos 126

correspondientes a especies de Fusarium y 30 a otros géneros (figuras 5 y 6).

Figura 5. Hongos emergentes de las secciones de Figura 6. Hongos emergentes de las secciones
cuello incubadas en medio de cultivo PDA a 25°C. de raiz incubadas en PDA a 25°C.

Las especies de Fusarium que se encontraron fueron F. circinatum, F. nygamai, F.

oxysporum y F. solani. Sus porcentajes de aislamientos se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Porcentaje de aislamientos de cada especie de Fusarium del
total de aislamientos del género.

De los 6rganos analizados el que mostré6 mayor nimero de aislamientos de Fusarium
fue el tallo (73%) mientras que en la raiz fue menor (23%) (figura 8). Por otro lado,
tanto en la raiz como en el tallo, la especie que tuvo mayor porcentaje de aislamientos

fue F. nygamai, 44.1 y 65.2% respectivamente (figura 9).
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Figura 8. Porcentaje de aislamiento del total de las especies de Fusarium
en los distintos 6rganos analizados.
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Figura 9. Porcentaje de aislamientos de cada especie de Fusarium
aisladas de cada 6rgano analizado.

Identificacién de las especies de Fusarium
Las cepas identificadas como F. circinatum (figuras 10, 11 y 12) presentaban las
siguientes caracteristicas (tabla 3):
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Tabla 3. Caracteristicas de F. circinatum

Caracteres considerados Descripcion

Micelio aéreo Aspecto algodonoso, blanco-rosa-violeta
Reverso de la colonia Pigmentos rosa-violeta oscuro

Célula conididgena Muchas polifialides ramificadas

Macroconidios Multiseptados, cilindricos, delgados.
Microconidios Disposicion en cabezuelas, sin septos, obovoides
Clamidosporas No produce

Hifas estériles Hifas enrolladas (“hifas coiled”) tipicas en SNA
Region IGS del RNAr Producto de amplificacion por PCR de 360 pb

Figura 10. Aspecto y coloracién del micelio aéreo (A) y reverso (B) de la colonia de F. circinatum
en medio de cultivo PDA.

Figura 11. A) Hifas estériles enrolladas caracteristicas de F. circinatum junto a un macroconidio.
B) Polifialides.
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Los productos de amplificacion (figura 12) correspondientes a las distintas cepas de F.
circinatum se obtuvieron a distintas temperaturas en el gradiente de temperatura
utilizado. Algunas cepas amplificaron a 57.1 °C y 60.5 °C mientras que otras lo hicieron
a63.5°Cy66.9°C.

PM 12 3 4567 8 9 10 11

Figura 12. Electroforesis en gel de
agarosa al 2% de los amplicones de
360 pb de la regién IGS de F.
circinatum correspondiente a tres
cepas. Carriles: PM Marcador de
peso molecular, 1y 2 Cepa Fc 32, 3y
4 cepa Fc 45, 5y 6 cepa F. nygamai, 7
y 8 control positivo, 9 y 10 cepa Fc
2057 y 11 control negativo

En la figura 12 se observan los productos de amplificacion de 3 cepas de F. circinatum.
Todas las cepas amplificaron a 57.1 °C y 60.5 °C. En los carriles 5 y 6 la ausencia de
banda se explica por la cepa utilizada que correspondié a F. nygamai. Con ello se
asegurd que no se produjeran falsos positivos. EI control negativo corresponde al mix
de PCR sin ADN (carril 11)

Para el caso de las restantes cepas de F. circinatum su identificacion también fue
verificada por PCR obteniéndose en todas el amplicon de 360pb. Si bien todas
amplificaron la regién deseada, algunas lo hicieron a temperatura de 57.1 °C y 60.5 °C
del gradiente de annealing utilizado mientras que otras a 63.5 °C y 66.9 °C. Estas
ultimas también amplificaron a las temperaturas mas bajas.

La secuenciacion de uno de los productos de amplificacion y posterior alineamiento en

el Blast de la secuencia obtenida mostré similitud con F. circinatum.

Por otro lado aquellas colonias cuyas caracteristicas macromorfoldgicas (figura 13) y
micromorfoldgicas (figura 14) eran semejantes a las descritas por Leslie & Summerel,
(2006) para Fusarium nygamai (tabla 4) fueron identificadas como tales.
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Tabla 4. Caracteristicas de F. nygamai

Caracteres considerados

Descripcion

Micelio aéreo

Blanco y algodonoso

Reverso de la colonia

Pigmentos rosa

Célula conididgena

Muchas monofialides, pocas polifialides

Macroconidios

De pared delgada, cilindricos, rectos, finos

multiseptados, generalmente 3 septos

Microconidios

Ovales, sin septos pero ocasionalmente 1 septo.
Disposicion en cadenas cortas o falsas cabezas

Clamidosporas

En el micelio aéreo, abundancia varia segun la
cepa, individuales o en cadenas, terminales o

intercalares

Figura 13. F. nygamai. Aspecto y coloracion del micelio aéreo (A) y reverso (B) de la colonia en

medio de cultivo PDA.
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tipicas de F. nygamai.

Finalmente dadas las caracteristicas macromorfolégicas y micromorfologicas, las
especies identificadas como Fusarium solani (tabla 5) y Fusarium oxysporum (tabla 6)
presentaban las siguientes caracteristicas (Leslie & Summerel, 2006) [46]

Tabla 5. Caracteristicas de F. solani

Caracteres considerados Descripcion

Micelio aéreo Aspecto algodonoso, blanco a crema

Reverso de la colonia Con o sin pigmento violeta

Célula conididgena Muchas monofialides largas

Macroconidios Multiseptados (5 a 7 septos), anchos, rectos y
robustos

Microconidios Disposicion en falsas cabezas, elipsoides,

reniformes, con ningin 1 u ocasionalmente 2

septos

Clamidosporas Abundantes, intercalares o en ramas terminales;

solas o de a pares




Laboratorio de Micologia — Facultad de Ciencias-Facultad de Ingenieria

Tabla 6. Caracteristicas de F. oxysporum

Caracteres considerados Descripcion

Micelio aéreo Flocoso, blanco a violeta palido

Reverso de la colonia Con o sin pigmento violeta palido a magneta
oscuro

Célula conididégena Muchas monofialides cortas

Macroconidios Multiseptados (3 septos), de cortos a mediana

delgada

longitud, rectos o curvados, finos y de pared

Microconidios Disposicion en falsas cabezas, ovales, elipticos o

reniformes, sin septos

Clamidosporas Abundantes, solitarias o en pares, en grupos o

cadenas cortas, terminales o intercalares

Identificacion de bacterias.

La observacion microscopica mostr6 una morfologia bacilar en todas las bacterias
aisladas. De la tincion de Gram se constato que eran bacterias Gram negativas.

De un total de cinco cepas bacterianas aisladas, cuatro de ellas se identificaron como
Bacillus subtilis en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos, Facultad de
Agronomia.

Para el caso de la bacteria B5, la alineacion de la secuencia de la region 16S obtenida

produjo una correspondencia de 94% con Burkholderia sp.

Inhibicién del crecimiento de F. circinatum por bacterias vivas

El screening de las cepas de B. subtilis en cuanto a su posible actividad antagénica
frente a las cepas de F. circinatum mostr6 que todas inhibieron el crecimiento del
micelio fangico deteniendo su avance a varios milimetros (figura 15 y 16).

La observacién al microscopio de las hifas del hongo provenientes de la zona de
interaccién mostroé hifas con hinchamientos, deformaciones, vacuoladas y sin contenido

(figura 17) en comparacion a las hifas normales (figura 18).
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Figura 15. Halo de inhibicion de la cepa flngica Fc2053 (superior) y Fc 2057 (inferior) debido a bacterias vivas. A)

Frente de las colonias, B) reverso de las colonias.

Figura 16. Halo de inhibicion del crecimiento la cepa Fc2053 respecto a las

bacterias B1, B4 y B5. A) Frente de la colonia, B) Frente del control
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Figura 17. Morfologia de las hifas provenientes de la zona de interaccion con las bacterias. A), B) y C)
hifas con hinchamientos, vacuoladas y sin contenido.

Figura 18. Hifas normales (control) D) y E) de F. circinatum
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Inhibicién del crecimiento de F. circinatum por metabolitos bacterianos
termoestables

Todos los metabolitos bacterianos correspondientes a cada una de las bacterias
produjeron inhibicion en el crecimiento de las cuatro cepas de F. circinatum analizadas
(figura 19). Sin embargo las distintas cepas bacterianas tuvieron un efecto antagonico

diferente frente a F. circinatum (figura 21, 22 y 23).
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Figura 19. Crecimiento de las cepas de F. circinatum frente a cada uno de los

tratamientos.
Para la cepa Fc2052 los resultados del analisis estadistico mostraron diferencias
significativas (P<0.005) entre el control y cada tratamiento. También se observaron
diferencias significativas entre el efecto de los metabolitos de B2 con las otras tres cepas
bacterianas (B1, B3 y B5) (tabla 1 anexo).

La inhibicién del crecimiento de la cepa de F. circinatum Fc2054 por los metabolitos de
B1 fue significativamente mayor que la de otras cepas siendo B5 la que tuvo un menor

efecto en el crecimiento de esta cepa del patdgeno.

Por otro lado, la cepa Fc2053 si bien presenta una reduccion en el diametro de la
colonia respecto al control (figura 20), esta no es significativa (tabla 2 anexo). Los
metabolitos de B5 redujeron el crecimiento en un 45%. Las diferencias significativas
(P<0.005) en la velocidad de crecimiento sélo se vieron entre las bacterias B2 y B5. Los

restantes tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si (tabla 2 anexo).
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Por Gltimo para la cepa Fc2057 el porcentaje de inhibicién de los metabolitos de todas
las bacterias (a excepcion de B2) fue superior al 50% (figura 20), estas diferencias
fueron significativas (P<0.005) (tabla 3 anexo)

Respecto a las diferencias entre la velocidad de crecimiento de cada cepa de F.
circinatum en PDA, se obtuvieron diferencias significativas entre las cepas Fc2052 con
Fc2053, Fc2054 y Fc2057, también entre Fc2054 con Fc2053 y Fc2057y, entre Fc2053
y Fc2057 (tabla 4 anexo).

‘I:I Fc2052 m Fc2053 O Fc2054 O Fc2057
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion en el crecimiento de cada colonia de F. circinatum

En las figuras 21 y 22 se observan las diferencias en el crecimiento de la cepa Fc 2057

debido a los metabolitos termoestables de cada bacteria antagonista.

Figura 22. Inhibicidn en la velocidad de crecimiento de
la cepa de F. circinatum 2057 debido a los metabolitos de
B5 (B). A) Control

Figura 21. Inhibicion en la velocidad de crecimiento de la
cepa de F. circinatum 2057 debido a la incorporacion de
metabolitos bacterianos al medio de cultivo. A) B1, B) B2,
C) B3, D) B4 y E) Control
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo mostraron la presencia de numerosas especies de
Fusarium asociadas a los plantines de Pinus taeda en vivero. Muchas especies de
Fusarium son conocidas como patdgenas de viveros forestales. Algunas enfermedades
que se asocian con este grupo de hongos son damping-off, pudricion de raices, cancros,
podredumbre de semillas. Las distintas especies de Fusarium difieren en la
especificidad por el huésped y en la patogenicidad teniendo predileccién por las
coniferas y, en particular por los pinos las especies de F. acuminatum, F. avenaceum, F.
equiseti, F. lateritium, F. moniliforme y F. circinatum [25] [49].

La presencia de F. oxysporum y F. solani en las plantas analizadas en este trabajo,
podria atribuirse a que estas especies son cosmopolitas por lo que pueden encontrarse
como hongos sapréfitos en cualquier tipo de suelo. F. oxysporum es uno da las especies
con mayor distribucion encontrandosela en suelos Aarticos, tropicales, desérticos,
cultivables o no [46]. Si bien se ha visto y documentado que estas especies resultan
patdgenas de distintos sistemas agricolas afectando de manera considerable a numerosos
cultivos horticolas. En especies forestales no se ha visto que tengan incidencia en el
desarrollo de enfermedades. Por otro lado, es sorprendente la alta frecuencia de F.
nygamai encontrado ya que esta especie ha sido asociada a sintomas en granos de sorgo
en zonas de climas aridos y calientes [50]. Probablemente la presencia en plantulas de
pinos en el pais se deba a que existe una alta presion de in6culo porque esta especie ha
sido encontrada en los Ultimos afios de manera frecuente en cultivos cerealeros

principalmente de sorgo y trigo, muy comunes en el territorio [Pan, D com. pers].

F. circinatum fue aislado tanto de plantines que presentaban sintoma de debilitamiento
0 heridas asi como también de plantines asintomaticos. Esto coincide con otros estudios
donde se ha visto que este hongo bajo determinadas condiciones es capaz de infectar
semillas que no presentan sintoma y cuando se produce la emergencia de los plantines,
también asintomaticos, es posible aislar el hongo [51]. La asociacion de este hongo con
semillas y plantines asintométicos demuestra la posibilidad de su dispersion a traves de
material de propagacion aparentemente saludable. Esto constituye un riesgo para la
propagacion de este importante patégeno. ElI mayor porcentaje de aislamientos se
obtuvo a partir del tejido de raiz. Esto podria atribuirse a que el tallo presenta mayor
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colonizacién por otras especies de Fusarium comunes del suelo que desplazarian a F.

circinatum o bien que esta especie tiene otro nicho que no es el suelo.

La identificacion de F. circinatum mediante técnicas moleculares es un método rapido,
sensible y confiable en comparacion con la identificacion en base a caracteristicas
morfoldgicas ya que ello requiere un trabajo méas intenso y entrenamiento para el
reconocimiento de este hongo. La utilizacion de los primer especificos CIRC1A 'y CIRC
4A permite una rapida discriminacion entre las especies de Fusarium que se encuentran
filogenéticamente emparentadas con F. circinatum, en particular aquellas que
pertenecen al complejo G. fujikuroi [52]. Los resultados obtenidos en este trabajo
mostraron que la identificacion morfolégica preliminar fue correcta ya que la posterior
verificacion de las cepas mediante herramientas moleculares produjo el producto de
amplificacion deseado.

Las especies de Fusarium pueden ser introducidas en los viveros mediante distintas vias
ya seaa través de semillas contaminadas, dispersion de esporas por el viento, la lluvia y
los insectos y por la utilizacién de suelo contaminado con el in6culo en cultivos
anteriores [49]. El control sanitario en los viveros es fundamental para minimizar estos
problemas existiendo distintas estrategias para ello. Una de las précticas mas frecuentes
es la utilizacion de productos quimicos (fungicidas). Dado que su aplicacion ha
generado problemas ambientales se han desarrollado otras estrategias mas amigables
para el ambiente como es el control biolégico [49].

En este trabajo los resultados obtenidos comprobaron el efecto antagbnico que
presentan distintas cepas bacterianas sobre el patégeno F. circinatum.

Se observd un claro efecto inhibitorio de los metabolitos termoestables pertenecientes a
dos géneros bacterianos (Bacillus y Burkholderia) sobre la velocidad de crecimiento del
hongo. Para el caso de B. subtilis las cuatro cepas analizadas produjeron inhibicién en la
velocidad de crecimiento de todas las cepas de F. circinatum aunque se observaron
diferencias en las respuestas segun las cepas. Esto indicaria diferencias en el grado de
susceptibilidad de las distintas cepas de F. circinatum como asi también en la
produccion de diferentes metabolitos o compuestos antifingicos por parte de las
bacterias [40]. Se han evaluado distintas estrategias para el biocontrol del hongo
causante del cancro resinoso ya sea mediante el uso de bacterias u hongos. Dumroese et
al (1998) [53] vieron que Trichoderma spp. producia beneficios en las cubiertas de las
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semillas de las coniferas lo que podria controlar las enfermedades producidas por
Fusarium spp. en los plantines. Sin embargo Mitchel et al (2004) [54] vieron que
Trichoderma spp. no era efectivo contra F. circinatum. Los resultados obtenidos en este
trabajo sobre la evaluacion de B. subtilis como posible agente de biocontrol de especies
de Fusarium coinciden con otros estudios donde esta especie presenta un efecto
antagonista sobre diversas especies de Fusarium y otros hongos de importancia
fitopatdgena [42]. Barrows-Broaddus & Kerr (1981) [55] encontraron que Arthrobacter
spp. (una bacteria comdn del suelo) que fue obtenida durante los aislamientos de F.
circinatum, era efectiva frente a este hongo ya que producia su inhibicion en cultivo (in
vitro).

Burkholderia sp también produjo un claro efecto inhibitorio en las cuatro cepas de F.
circinatum. Esta bacteria también es muy utilizada como agente de biocontrol de
muchos organismos fitopatdgenos entre los que se encuentran los hongos y en particular
especies de Fusarium asi como de otros géneros que producen importantes perdidas en

cultivos agricolas [44-45].

En cuanto al efecto por bacterias vivas también se observd inhibicion del crecimiento de
F. circinatum. Las cinco cepas bacterianas tuvieron efecto antagdnico sobre el
patdgeno. Se observaron halos de inhibicidn entre la colonia del patégeno y cada una de
las bacterias. La formacidn de estos halos podria explicarse por la difusion de sustancias
producidas por las bacterias causando asi la inhibicion del crecimiento de F. circinatum.
Estos resultados son comparables con estudios sobre control bioldgico realizados por
Nourozian et al. (2005) [56] quienes evaluaron la actividad antagonica de distintas
bacterias (Bacillus, Pseudomonas) frente a F. gramineraum y observaron, en cultivos
duales, la formacion de zonas de inhibicion entre la bacteria y el hongo. Segln
Rothrock & Gottlieb (1981) [57] la formacion del halo y su tamafio podrian asociarse
con la produccién de antibidticos u otros metabolitos por las bacterias. La inhibicién
también podria explicarse, segin Hsu & Lockwood (1969) [58], por la reduccion de los
nutrientes en las zonas que rodean a las bacterias lo que causaria menor disponibilidad
de los mismos para el hongo y por lo tanto una disminucién en su crecimiento. La
observacion microscopica confirmd cambios de modos en el crecimiento hifal,
manifestados por la formacion de hifas vacias, hichadas, vacuoladas y con cambios en
el patron de ramificacion. Esto se produce generalmente frente a cambios en el sustrato
donde crecen ya sea por falta de nutrientes, barreras mecénicas o por la presencia de
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compuestos que afectan el normal desarrollo hifal. Estos resultados son congruentes con
estudios hechos sobre otros hongos fitopatdgenos donde se evalla el efecto antagdnico
de cepas de Bacillus spp. [41].

Es importante destacar que las bacterias utilizadas en este trabajo como agentes de
biocontrol fueron aisladas a partir del mismo sustrato del que fueron obtenidas las cepas
de F. circinatum. Ademas su aplicacién resulta un método seguro ya que estas no son

patdgenas.

La enfermedad producida por F. circinatum es una amenaza para las especies de pino
tanto en bosques naturales como en plantaciones ya que estos son de gran importancia
econdmica y ecoldgica. En 1990 fue detectado en Sud Africa en vivero afectando
plantines de Pinus patula. Desde entonces se dispersé a la mayoria de los viveros
forestales en Sud Africa siendo hoy el patogeno de Pinus spp. mas importante en los
viveros. Si bien se mantuvo restringido durante muchos afios a los viveros,
recientemente, en 2007, fue detectada su presencia en plantaciones de Pinus radiata
siendo hoy uno de los mayores problemas fitosanitarios en Sud Africa [59-60]. Debido
a esto es que se considera importante el desarrollo de medidas preventivas para evitar la
dispersidn y establecimiento de este hongo a campo en el Uruguay.

CONCLUSIONES

Se comprobo la presencia del patdgeno de pinos F. circinatum en plantines de dos
viveros forestales. Si bien no se ha cuantificado su incidencia, es importante mantener
un control sanitario en los viveros de forma de evitar su dispersion a campo.

También se comprob6 el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de este patdgeno tanto
por bacterias vivas como de sus metabolitos termoestables. Si bien la inhibicién fue
distinta en cada tratamiento todas las bacterias analizadas mostraron un perfil
antagonico frente a F. circinatum.

Estos resultados validan el control biolégico como método alternativo o
complementario a la utilizacién de fungicidas quimicos ya sea para minimizar el efecto
de este patogeno sobre plantulas como para contribuir con el medio ambiente. Asi se
estarian disminuyendo los efectos contaminantes y perjudiciales que genera la
aplicacién de fungicidas en la salud del hombre y de los animales.
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La utilizacién de agentes de control biolégico resulta factible en viveros dado que en
ellos las condiciones de desarrollo de las plantas como de temperatura y humedad son

controladas.
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ANEXO
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MEDIOS DE CULTIVO
PDA (Papa Dextrosa Agar)

Papas blancas 2509
Glucosa 209
Agar 209

Lavar las papas, cortarlas en pequefios cubos y ponerlas a hervir en aproximadamente
500ml de agua de agua durante 45 minutos. Luego filtrar y agregar al agar, previamente
fundido en 500 ml de agua. Agregar 20g de glucosa y llevar a un litro. Esterilizar a 121
°C durante 15 minutos.

CLA (Agar hojas de clavel)
Esterilizar pedacitos de hoja de clavel y repartirlos (3 a 5) por cada caja de Petri con
agar-agua al 2 %.

SNA (Spezieller N&hrstoffarmer Agar)

KH,PO,4 lg
KNO; 1g
MgS04.7H,0 0.59
KCI 0.5g
Glucosa 0.29
Sacarosa 0.29
Agar 209

Mezclar los distintos reactivos en 1litro de agua destilada, fundir por 10 minutos y luego
autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

Agar —Agua 2%

Agar 20g
Agua llitro

Mezclar el agar con agua destilada y fundirlo aproximadamente durante 5 minutos.
Luego esterilizar a 121 °C durante 15 minutos
TSA (Tripton Soya Agar)

TSA 40gramos
Agua destilada 1litro

Disolver el TSA en 1litro de agua y calentar en microondas durante 5 minutos. Luego
esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
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SECUENCIAS

Secuencia del amplicén de 360pb de Fusarium circinatum obtenida con el primer
especifico CIRC1A.

CIRC1A
GNNGNNNNGNAGTCTAGGGTAGGCTGAATGTATGATTATGTAAGCTGTATA
GCTCTAGGGTAGGTAAAAATCCCATACAAATCTGATTGGAATTGGTGAAGA
TGTGATTTGGCTGGAGAGATGGACGAAAGTGCAATGCAGAACTGTATGTGA
TTTTGCAAAAGTGAGTGTAAAGATGGAAAGTCGATGTTCCCGAGCAGGTGA
GAGCACGTTTGAGACGTCATCGGATGCGCCTCGTCGAGACGAGCACAACGG
TGTAGCCCATGTGTGTGCACGACTCCTGTGCGTCCGTCCAGGGCGGGATAA
GTAGAAAAGTGAGAGGTGAGGGTAGGAAATGAGAGGTGTAGGGTAGGAAT
TACGGAGTGTTGGTCATTTCAACCCTCAAGCTCCCGGGCTTGTTGTTGGGGC
CCAGCCTTGTCAAAGAGGCCGGCCCTCCTTTTATGGGGGGAGGGCTGAAAC
TCCGAGCATATTAATTACTTCCCGCTTAGGTTGACTTAGCGACCCTCTGCCTT
AAAACCCCCTACATTTTTCTGACAGTTGACCTCGTTTCAGGTATGTATCCCC
CGCAGAGCTTAAACTTANGGAGACCAAAAAAAAAAACGNCTTCTCAACCGT
GNACTCTTTTTCTTTACCACTCCTGTACGGGCTCGCGATTTAGGACTCGTCA
ATGACCCGAGCGTGGCCTCAAGTATCAGAGGTGTTTANAAGNANCGGATGC
TTC

Secuencia de Burkholderia sp correspondiente al ADNr 16S obtenida con los primers
27F, 518F y 1492R

TCGAACGGCACCACGGGTGCTTGCCCAGGTGGAAGTGGCGAACGGGTGAGT
CTACTTCTGAACATGTCCTGTGGTGGGGGATGCCCGGCCAAATGTGGATTAA
TACCGCAAACAATCTACGGATGAAGACGGGGGACCTTCGGACCTCGCGCTA
TGGGGGTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCAA
GGCGACGATCCTGGCTGGTCTGAGAGGACCACACTCCACACTGAGGCTGAG
ACACGGACCATACTCCTACGGGAGGCAGCCTGGGGGAATTTTGGACAATGG
GCGAAAGCCTGATCCAGGTTTGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTG
TAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAATTCCTTGGTTCTAATATACCCGGGGGAT
GACGGTACCGGAAGAATAATCACATTCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACTTTGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGTCTTAAAACTGCGCGT
GATACTGTTGTTCTGACCGGTGTGAAATCCCCGGG-
CTCAACCCGGGAACTGCCTTGGAGACTGG-AAG-
TCTTGAGTATGGCAGAGGGGGGTGGAATTCCAAGTGTAGAAGTGAAATGCG
TAGATATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCGGCCCCCTGGGCCATTACT
GACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCCTAAACGATGTCAAGTAATTGTTGGGGATGCTTTTCCTTAGTA
GCGTAACTTACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTA
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGG-
TGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGA
CATGGTCGGAATCCCGCTGAAAAGTGGGATTGCTCTAAAGATAACCCGCAC
ACAGGTGC-
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTTC-
ACGCAAGAGCACTTTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
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GGATGACGTCCAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATAC
AATGGTCGGAACAGAGGGTTACCAACCCGCGAGGGGGAAGTAATTCCAGA
AAACCCATCTTAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGCGACT
AGTGCTAACC

ANALISIS DE DATOS

Tabla 1. Resultado de Tukey Test para la cepa Fc2052. (Col 1=Control Fc2052, Col 2=Fc2052+B1, Col
3=Fc2052+B2, Col 4=Fc2052+B3, Col 5=Fc2052+B4 y Col 6=Fc2052+B5)

Comparacion Diferencias | p o} P P<0,050

enla

media
Col 1 vs. Col 6 20,167 6 13,662 <0,001 Si
Col 1 vs. Col 2 19,417 6 13,154 <0,001 Si
Col 1 vs. Col 4 17,667 6 11,968 <0,001 Si
Col 1 vs. Col 5 16,375 6 9,922 <0,001 Si
Col 1 vs. Col 3 8,750 6 5,928 0,014 Si
Col 3 vs. Col 6 11,417 6 7,734 0,002 Si
Col 3 vs. Col 2 10,667 6 7,226 0,004 Si
Col 3 vs. Col 4 8,917 6 6,041 0,013 Si
Col 3 vs. Col 5 7,625 6 4,620 0,063 No
Col 5 vs. Col 6 3,792 6 2,297 0,601 No
Col 5 vs. Col 2 3,042 6 1,843 0,778 No
Col 5vs. Col 4 1,292 6 0,783 0,992 No
Col 4 vs. Col 6 2,500 6 1,694 0,829 No
Col 4 vs. Col 2 1,750 6 1,186 0,954 No
Col 2 vs. Col 6 0,750 6 0,508 0,999 No

Tabla 2. Resultado de Tukey Test para la cepa Fc2053. (Col 1= Control Fc2053)

Comparacion Diferencia | p q P P<0,050

en las

medias
Col 3 vs. Col 6 2,500 6 5,617 0,018 Si
Col 3 vs. Col 2 1,817 6 4,082 0,109 No
Col 3vs. Col 1 1,167 6 2,621 0,471 No
Col 3 vs. Col 5 0,950 6 2,134 0,666 No
Col 3 vs. Col 4 0,533 6 1,198 0,952 No
Col 4 vs. Col 6 1,967 6 4,419 0,074 No
Col 4 vs. Col 2 1,283 6 2,883 0,377 No
Col 4 vs. Col 1 0,633 6 1,423 0,907 No
Col 4 vs. Col 5 0,417 6 0,936 0,983 No
Col 5 vs. Col 6 1,550 6 3,482 0,210 No
Col 5 vs. Col 2 0,867 6 1,947 0,739 No
Col 5vs. Col 1 0,217 6 0,487 0,999 No
Col 1 vs. Col 6 1,333 6 2,996 0,340 No
Col 1 vs. Col 2 0,650 6 1,460 0,898 No
Col 2 vs. Col 6 0,683 6 1,535 0,878 No
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Tabla 3. Resultado de Tukey Test para la cepa Fc2057. (Col 1= Control Fc2057)

Comparacion Diferencia | p q P P<0,050

en las

medias
Col 3 vs. Col 6 8,226 6 15,393 <0,001 Si
Col 3 vs. Col 5 4,900 6 9,169 <0,001 Si
Col 3 vs. Col 2 3,700 6 6,924 0,004 Si
Col 3 vs. Col 4 3,083 6 5,770 0,015 Si
Col 3vs. Col 1 1,036 6 1,938 0,743 No
Col 1 vs. Col 6 7,191 6 13,455 <0,001 Si
Col 1 vs. Col 5 3,864 6 7,231 0,003 Si
Col 1 vs. Col 2 2,664 6 4,986 0,038 Si
Col 1 vs. Col 4 2,048 6 3,832 0,144 No
Col 4 vs. Col 6 5,143 6 9,624 <0,001 Si
Col 4 vs. Col 5 1,817 6 3,399 0,229 No
Col 4 vs. Col 2 0,617 6 1,154 0,959 No
Col 2 vs. Col 6 4,526 6 8,470 <0,001 Si
Col 2 vs. Col 5 1,200 6 2,246 0,621 No
Col 5 vs. Col 6 3,326 6 6,224 0,009 Si

Tabla 4. Resultado de Tukey Test entre los distintas cepas de F. circinatum. (Col 1= Fc2052, Col 2=
Fc2053, Col 3 = Fc2054 y Col 4 = Fc2057)

Comparacion Diferencia | p q P P<0,050
en las
medias
Col 1 vs. Col 4 17,286 4 28,147 <0,001 Si
Col 1 vs. Col 2 16,850 4 27,437 <0,001 Si
Col 1 vs. Col 3 4,500 4 7,327 0,004 Si
Col 3 vs. Col 4 12,786 4 20,819 <0,001 Si
Col 3 vs. Col 2 12,350 4 20,110 <0,001 Si
Col 2 vs. Col 4 0,436 4 0,709 0,956 Si




