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RESUMEN

Eucalyptus es uno de los géneros de madera dura mas ampliamente plantado a nivel
mundial. En Uruguay el marchitamiento del eucalipto por Ceratocystis fue reportado en el afio
2003, contandose con escasa informacion acerca de la epidemiologia de esta enfermedad. Los
objetivos del presente estudio fueron: i) determinar la estacionalidad en la ocurrencia de
infecciones, ii) conocer la evolucion de los sintomas en el tiempo, iii) determinar si existe una
asociacion estricta entre los eventos de infeccidén y la tarea de poda, iv) caracterizar la
agresividad de cepas del patdgeno, y v) explorar la resistencia genética de distintos genotipos
de Eucalyptus grandis frente a esta enfermedad. Para ello, durante el periodo 2012-2014, se
instalaron arboles trampa, registrandose mensualmente la ocurrencia de infeccion por
Ceratocystis. Se realizaron inoculaciones artificiales con uno, tres y cinco disco de agar con
micelio de Ceratocystis por arbol en una plantacion de E. grandis clonal y paralelamente se
realizaron prospecciones en plantaciones de Eucalyptus en el norte de Uruguay. Se evalud la
agresividad de diferentes cepas de Ceratocystis fimbriata s.I., seleccionando las de mayor
agresividad, para luego evaluar la resistencia de distintos genotipos de E. grandis. Los
resultados obtenidos indican que existe estacionalidad de las infecciones, con un periodo sin
infecciones en los meses con bajas temperaturas. Se registrd muerte de arboles inoculados en
verano a los 120 dias post inoculacion, no asi en los inoculados en invierno. Ademas se infiere
que multiples infecciones en un mismo arbol favorecerian la colonizacion y posterior muerte del
arbol. Asimismo se determind que las infecciones no estan estrictamente asociadas a las tareas
de poda. Se observaron diferencias significativas en la agresividad de las cepas evaluadas, asi
como, diferencias en susceptibilidad de los genotipos de E. grandis evaluados, sin observarse
interaccion cepa x genotipo, indicando que los genotipos se comportarian de igual manera
independientemente de la cepa inoculada. La existencia de resistencia frente a Ceratocystis
fimbriata s.I. observada en los diferentes genotipos representa una importante herramienta para
el manejo de esta enfermedad, permitiendo asistir a los programas de mejoramiento tendientes
a minimizar el impacto de esta enfermedad en las plantaciones de Eucalyptus.

Palabras clave: patologia forestal, silvicultura, inoculacién artificial, resistencia genética.
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Epidemiological studies of Ceratocystis wilt on Eucalyptus
SUMMARY

Eucalyptus is one of the most widely planted hardwood genera worldwide. Ceratocystis wilt was
first reported in Uruguay in 2003, however very little is known about its epidemiology. The
objectives of this study were to: i) determine the seasonality of infections, ii) study the evolution
of symptoms over time, iii) determine whether there is a strict association between infection
events and pruning, iv) characterize the aggressiveness of pathogen isolates, and v) explore
the genetic resistance of different genotypes of Eucalyptus grandis against this disease. During
2012-2014 tree traps were settled monthly, registering occurrence of Ceratocystis infections.
Artificial inoculations with one, three and five Ceratocystis mycelial plugs per tree, were
performed in clonal E. grandis in the field, and surveys were conducted in Eucalyptus
plantations in northern Uruguay. Aggressiveness of different isolates of Ceratocystis fimbriata
s.l. was evaluated and then the most aggressive isolates were selected to evaluate the
resistance of different genotypes of E. grandis. Results indicate seasonality of infections, with a
period without infection in low temperature months. Death of artificially inoculated trees was not
observed when inoculated in winter but in summer inoculations 120 days after inoculation.
Moreover, it was inferred that multiple infection sites on the same tree favors colonization and
subsequent tree death. Infections were not strictly associated with pruning. Significant
differences in aggressiveness of tested isolates were observed as well as differences in
susceptibility of E. grandis genotypes. Interaction of isolate x genotype was not observed, thus,
genotypes behave similarly regardless of the inoculated isolate. The existence of genetic
resistance against Ceratocystis fimbrata s.l. represents an opportunity for disease
management, and will assist to improvement programs aiming to minimize the impact of this
disease in Eucalyptus plantations.

Keywords: forest pathology, silviculture, artificial inoculation, genetic resistance.
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I. INTRODUCCION
A. IMPORTANCIA DEL EUCALIPTO EN URUGUAY

Eucalyptus es uno de los géneros de madera dura mas ampliamente plantado a nivel

mundial. En el afio 2009 las plantaciones con especies de este género alcanzaron los 20
millones de hectareas (Naidoo et al. 2014). Uruguay no es ajeno a dicha tendencia, donde el
area forestada con Eucalyptus spp. ha aumentado de forma vertiginosa en los tltimos 20 afios,
alcanzando las 726.323 ha en el afio 2012 segun DIEA (2014). Diversas especies han sido
plantadas, aunque con predominancia de E. globulus y E. grandis (DGF, 2012b). Este
crecimiento permitié que en el afio 2012, el rubro forestal se posicionara como el cuarto rubro
exportador luego de los granos, la carne y los productos lacteos, alcanzando exportaciones por
valor de 595 millones de ddlares, sin incluir las exportaciones de pasta de celulosa desde zonas
francas (DIEA, 2014).

B. MARCHITAMIENTO VASCULAR POR Ceratocystis

Aunque en Uruguay Eucalyptus spp. se encuentra alejado de sus enemigos naturales,
plantar estas especies en nuevos sitios puede exponerlos a nuevas enfermedades ante las
cuales pueden carecer de resistencia o bien pueden quedar expuestos ante un reencuentro
con patdgenos de su lugar de origen, mediante introduccion accidental de los mismos al nuevo
ambiente (Wingfield y Wingfield, 1999). A su vez, el hecho de que las plantaciones comerciales
se basen en una acotada base genética, trae aparejado que frente al encuentro o reencuentro
con dichos patogenos se puedan producir grandes pérdidas (Wingfield, 1999; Wingfield y
Wingfield, 1999).

En los ultimos afios se han constatado diversas problematicas sanitarias en las
plantaciones. Uno de los problemas que afectan las plantaciones de Eucalyptus grandis en el
norte del pais es el marchitamiento por Ceratocystis. Esta enfermedad fue detectada por
primera vez en el afio 2001 por Barnes et al. (2003b), ocasionando la muerte de arboles
podados de E. grandis de 1 a 5 afios de edad, en el Departamento Rivera. En aquel momento
se identifico como agente causal a Ceratocystis fimbriata sensu lato.

Ceratocystis fimbriata sensu stricto es la especie tipo de Ceratocystis fimbriata sensu
lato descripta para boniato (lpomoea batatas) en el afio 1890 (Wingfield et al., 1996; Baker et
al., 2003). Si bien, Webster y Butler (1967) consideraban Ceratocystis fimbriata como una unica



especie muy diversa, que contaba con varias cepas diferentes con caracteristicas en comun
como la interfertilidad y otras caracteristicas de su estado perfecto como la uniformidad
morfolégica de los peritecios y ascosporas, Wingfield et al. (1996) sugieren que Ceratocystis
fimbriata podria ser considerada un complejo de especies que representa varias especies
morfolégica y ecologicamente similares (Ceratocystis fimbriata sensu lato). A través de analisis
filogenéticos, Harrington (2000) proponen que hay varias especies cripticas bajo el nombre
Ceratocystis fimbriata, con hospederos y distribuciones geogréficas unicas, mencionando
cuatro grupos o clados filogenéticos: Latino América, Norte América, Asia y la especie
Ceratocystis albifundus de Africa. A través del estudio de datos de secuenciacion de ADN, se
ha confirmado que Ceratocystis fimbriata representa un complejo de especies (van Wyk et al.,
2009), cuya fuerza de especiacion mas fuerte es la especializacién hacia el hospedero
(Harrington, 2000; Baker et al., 2003).

Ceratocystis fimbriata s.l. ha sido reportada en una gran diversidad de hospederos
(Wingfield et al., 1996). En Eucalyptus spp. ha sido reportada en Australia en E. sieberiy E.
globoidea (Kile et al., 1996), Brasil en Eucalyptus spp. (Ferreira et al., 1999 citado por Ferreira
et al., 2005), Colombia en E. grandis (Rodas et al., 2008), Congo en hibridos de E. urophylla x
E. pellita y E. tereticornis x E. grandis (Roux et al., 2000), China en hibridos de E. urophylla x
E. grandis (Chen et al., 2013), Ecuador en E. deglupta (van Wyk et al., 2010), Indonesia y
Thailandia en Eucalyptus spp. (van Wyk et al., 2012), Sudafrica en E. grandis (Roux et al.,
2004), Uganda en E. grandis (Roux et al., 2001), Uruguay en E. grandis (Barnes et al., 2003b)
y Venezuela en hibridos de E. grandis x E. urophylla (van Wyk et al., 2009).

C. IMPORTANCIA DEL MARCHITAMIENTO SOBRE LA PRODUCCION DE
EUCALIPTO

En eucalipto, C. fimbriata causa la enfermedad llamada marchitamiento por Ceratocystis,

la cual es considerada una de las principales enfermedades del cultivo clonal de Eucalipto
(Eucalyptus spp. e hibridos) en Brasil (Mafia et al., 2011; Mafia et al., 2013 y Ferreira et al.,
2013a). Se han registrado mortandades de mas del 40 % en plantaciones monoclonales de 18
meses de edad, en Bahia (Ferreira et al., 2006). A su vez, Ferreira et al. (2007), estimaron
reducciones en rendimiento volumétrico de un clon de E. grandis x E. urophyla de hasta un 58

%. Por su parte, Mafia et al. (2013) estimaron reducciones en rendimiento volumétrico de un



clon de hibrido de E. grandis de hasta 87 % causado por esta enfermedad. Alfenas y Ferreira

mencionan ademas pérdidas de 13,7 % en rendimiento pulpable.
(2008) ' demas pérdidas de 13,7 % dimiento pulpabl

D. SINTOMAS CARACTERISTICOS DEL MARCHITAMIENTO POR Ceratocystis

La sintomatologia del marchitamiento por Ceratocystis se caracteriza por el
marchitamiento de ramas o de toda la copa de los arboles (Ferreira et al., 2006), manteniéndose
las hojas adheridas a las ramas, pudiendo llevar a la muerte del arbol (Mafia et al., 2011). Puede
observarse, ademas, la depresion de la corteza a consecuencia de la muerte del cambium
vascular (Ferreira et al., 2013Db).

Al realizar un corte transversal del lefio se observan estrias de decoloracion radial, este
oscurecimiento de los vasos es la consecuencia del transporte de sustancias producto de la
oxidacién y polimerizacién de compuestos fenolicos del &rbol (Tumura et al., 2012; Mafia et al.,
2013) y por la pigmentacion de las hifas y esporas del patégeno (Ferreira et al., 2013b).

El marchitamiento de los arboles es el resultado del bloqueo de los haces vasculares por
el crecimiento del micelio del hongo que impide que el agua absorbida por las raices llegue a
la parte aérea de la planta (Tumura et al., 2012). Si este bloqueo se produce en la parte alta
del arbol se puede observar la muerte del apice. En estos casos, por un desbalance hormonal,
se produce la emision de brotes epicormicos en la parte media y basal del fuste pero si la
obstruccién de los vasos se da en la base del fuste o en sus raices el arbol muere (Ferreira et
al., 2006).

E. EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

Kile (1993) menciona que para que ocurra la infeccion por Ceratocystis en plantas
lefiosas, generalmente se requiere exposicion del cambium y del xilema. Heath et al. (2009)
mencionan como posibles vias para que se produzca la infeccion, heridas originadas por
dafios ambientales como viento o granizo, rajaduras por crecimiento de los arboles, dafio por
insectos u otros animales, o por actividad humana como injertos o poda, siendo también
comun la infeccion de tocones recientemente cosechados.

Los insectos juegan un rol importante en la dispersion de esta enfermedad (Kile, 1993).
Dentro de estos insectos se mencionan insectos inespecificos como moscas (Diptera) y
escarabajos (Coleoptera: Nitidulidae) (Barnes et al., 2003a; Kamgam et al., 2013) y en menor



medida los escarabajos de Ambrosia (Coledptera: Curculionidae: Scolytinae y Platypodinae)
(Firmino et al., 2013). Estos insectos visitan las heridas de las plantas enfermas en cuyos
cuerpos se adhieren las masas de ascosporas producidas en los apices de los peritecios de
Ceratocystis, llevando consigo al hongo hacia otras heridas del mismo arbol u otros arboles de
la zona. De esta forma la diseminacién ocurre en forma pasiva, lo cual explica la no
especificidad del vector. Esta relacion entre el insecto y el hongo se ve favorecida por la
produccion de compuestos aromaticos por parte del hongo que atrae a los insectos (Barnes et
al., 2003a).

Otra via de diseminacién mencionada por Ferreira et al. (2013b), es a través de contacto
radicular. También las herramientas utilizadas en tratamientos culturales, como cosecha o
manejo de rebrotes, pueden diseminar al patdgeno a través del aserrin contaminado con
aleurioconidios. En Brasil, el traslado de plantines asintomaticos o sintomaticos es considerada
una de las principales vias de diseminacion de la enfermedad hacia diferentes zonas de pais
(Ferreira et al., 2010; Ferreira et al., 2011; Ferreira et al., 2013a; Ferreira et al., 2013b;
Harrington et al., 2011).

En Uruguay, desde su reporte, en la region norte del pais, se registran anualmente
ataques por Ceratocystis fimbriata, causando la muerte de arboles con niveles de incidencia
variable segun el afio, y la genética del eucalipto entre otros factores (Carlos Pérez com. pers.).
Estas epidemias, han estado asociadas mayormente a eventos de poda, con la concomitante
generacion de heridas, y exposicién del xilema. La informacion epidemiolégica de esta
enfermedad para Uruguay es limitada, desconociéndose tanto los momentos de infeccion,
como la evolucion de los sintomas en el campo, la eficiencia de la resistencia genética como
herramienta de manejo, asi como la asociacion estricta entre la ocurrencia de la infeccion con
eventos de poda.

El presente estudio tuvo por objetivo generar informacion epidemiolégica sobre el
marchitamiento vascular del eucalipto que permita minimizar su impacto sobre la produccion
de madera. Especificamente se busco determinar si existe estacionalidad en la ocurrencia de
infecciones, conocer la evolucion de los sintomas en el tiempo, y determinar si existe una
asociacion estricta entre los eventos de infeccion y la tarea de poda. Paralelamente, se ajustd

un método de inoculacion artificial que permitio caracterizar la agresividad de distintas cepas



de Ceratocystis colectadas desde arboles con sintoma, asi como explorar la posibilidad de

manejar esta enfermedad mediante resistencia genética.



II. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS DEL MARCHITAMIENTO POR Ceratocystis EN
Eucalyptus grandis’
A. RESUMEN

Eucalyptus es uno de los principales géneros forestales plantados en Uruguay. Reportado en
el afio 2003, el marchitamiento por Ceratocystis es una de las enfermedades que afectan estas
plantaciones, siendo escasa la informacion acerca de la epidemiologia de la enfermedad. Los
objetivos del presente estudio fueron determinar la estacionalidad en la ocurrencia de
infecciones, conocer la evolucion de los sintomas en el tiempo, y determinar si existe una
asociacion estricta entre los eventos de infeccion y la tarea de poda. Para ello, en el periodo
diciembre 2012 a octubre 2014 se instalaron arboles trampa, registrandose mensualmente la
ocurrencia de infeccion por Ceratocystis. Se realizaron inoculaciones artificiales con uno, tres
y cinco disco de agar con micelio de Ceratocystis por arbol en E. grandis clonal. Paralelamente,
se realizaron, prospecciones en plantaciones de E. grandis en el norte de Uruguay. Los
resultados obtenidos indican que existe estacionalidad de las infecciones, con un periodo sin
infecciones en los meses con bajas temperaturas. En las inoculaciones artificiales de verano
se registro la muerte de arboles a los 120 dias post-inoculacion, no asi en las inoculaciones de
invierno. Los resultados obtenidos permiten inferir que multiples sitios de infeccién simultaneos
favorecerian la rapida colonizacion y obstruccion del tejido del arbol, provocando su posterior
muerte. Asimismo se determin6 que las infecciones no estan estrictamente asociadas a las
tareas de poda. La informacién aqui generada permite tener una mayor comprension de la
enfermedad, aportando elementos claves para su manejo.

Palabras clave: patologia forestal, silvicultura, inoculacion artificial.

1 Este capitulo fue escrito bajo el formato de Articulo de investigacion de la revista Agrociencia
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EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF Ceratocystis WILT ON Eucalyptus grandis
B. SUMMARY

Eucalyptus is one of the most planted genera in Uruguay, being Ceratocysits wilt one of the
diseases affecting these plantations. Ceratocystis wilt, was first reported in Uruguay in 2003,
however very little is known about its epidemiology. The objectives of this study were to
determine the seasonality of infections, to evaluate the evolution of symptoms over time, and to
determine whether there is a strict association between infection events and pruning. Between
December 2012 and October 2014, tree traps were settled monthly, registering occurrence of
Ceratocystis infections. Artificial inoculations were performed with Ceratocystis mycelial plug in
clonal E. grandis, inoculated with one, three and five mycelial plugs per tree. At the same time,
surveys were conducted in E. grandis plantations, located in northern Uruguay. Results indicate
the existence of seasonality on the infections, with no-infection observed in low temperature
months. Dead trees were recorded after 120 days when inoculated in summer but not in winter
inoculated trees. Results also suggest that multiple infection sites favor a rapid colonization and
xylem block out, causing subsequent wilting and death of the tree. It was also determined that
infections are not strictly related to pruning. Our results acknowledge a greater understanding
of the disease, and provide key elements for its management.

Keywords: forest pathology, silviculture, artificial inoculation.



C. INTRODUCCION

En Uruguay el area forestada ha aumentado de forma vertiginosa en los Ultimos 20
afios, principalmente con especies de los géneros Pinus y Eucalyptus, siendo este ultimo el
género dominante, con 726.323 ha en el afio 2012 segun DIEA (2014). Las especies mas
utilizadas son E. globulus y E. grandis y en menor proporcion E. dunnii, entre otras especies
(DGF, 2012b).

Dichas plantaciones estan siendo afectadas por un diverso grupo de enfermedades,
dentro de las cuales el marchitamiento por Ceratocystis se ha vuelto una de las principales
enfermedades en la produccion de E. grandis en el norte del pais. El primer reporte de esta
enfermedad en Uruguay fue realizado por Barnes et al. (2003b), como resultado de una severa
epidemia que causé la muerte de arboles podados de E. grandis de 1 a 5 afios de edad en los
Departamentos de Rivera y Tacuarembd. El organismo causal fue identificado como
Ceratocystis fimbriata s.1.

A nivel mundial Ceratocystis fimbriata s.I. ha sido reportado sobre Eucalyptus spp. en
Australia (Kile et al., 1996), Brasil (Ferreira et al., 1999, citado por Ferreira et al., 2005)
Colombia (Rodas et al., 2008), Congo ( Roux et al., 2000), China (Chen et al., 2013), Ecuador
(van Wyk et al., 2010) Indonesia y Thailandia (van Wyk et al., 2012), Sudafrica (Roux et al.,
2004), Uganda (Roux et al., 2001), Uruguay ( Barnes et al., 2003b) y Venezuela (van Wyk et
al., 2009). EI marchitamiento por Ceratocystis fimbriata es considerada una de las principales
enfermedades del cultivo clonal de eucalipto en Brasil (Mafia et al., 2011; Mafia et al., 2013;
Ferreira et al. 2013a).

La sintomatologia del marchitamiento por Ceratocystis se caracteriza por el
marchitamiento de ramas, o de toda la copa de los arboles, manteniéndose las hojas adheridas
a las ramas, pudiendo llevar a la muerte de los arboles. En un corte transversal del fuste se
puede observar una decoloracion radial estriada (Ferreira et al., 2006 y Mafia et al., 2011). El
marchitamiento de los arboles se debe al bloqueo de los vasos por el crecimiento del micelio
del hongo que impide que el agua absorbida por las raices llegue a la parte aérea de las plantas
(Tumura et al., 2012). En este sentido, dependiendo de la ubicacion de ese bloqueo es que se
produce la muerte total del arbol o solamente la muerte de parte de la copa, y la posterior

brotacién de yemas epicormicas (Ferreira et al., 2006).



Los insectos juegan un rol importante en la diseminacion del patégeno (Kile, 1993),
mencionandose insectos como moscas (Diptera) y escarabajos (Coleoptera: Nitidulidae)
(Barnes et al., 2003a; Kamgam et al., 2013), y en menor medida los escarabajos de Ambrosia
(Coledptera: Curculionidae: Scolytinae y Platypodinae) (Firmino et al., 2013). Los insectos
visitan las heridas de las plantas enfermas, donde Ceratocystis produce peritecios con cuello
largo que permite exponer las ascosporas de forma que cuando los insectos circulan por el
sustrato, entran en contacto con estas fructificaciones, adhiriéndose las esporas a su cuerpo.
Luego dicho insecto visita heridas de otro arbol, dispersando de esta forma al patogeno
(Harrington, 2008). Esta relacion entre el insecto y el hongo se ve favorecida por la produccion
de compuestos aromaticos del hongo que atrae a los insectos (Barnes et al., 2003a).

Como otras posibles vias de diseminacion Ferreira et al. (2013b) mencionan el contacto
radicular, la utilizacién de herramientas infectadas en tratamientos culturales, como cosecha o
manejo de rebrotes, dandose la diseminacion a través del aserrin presente en las herramientas
contaminadas con aleuroconidios. Se menciona ademas, el traslado de plantines asintomaticos
o sintomaticos como una de las principales vias de diseminacion de la enfermedad en
diferentes zonas de Brasil (Ferreira et al., 2010; Ferreira et al., 2011; Ferreira et al., 20133;
Ferreira et al., 2013b y Harrington et al., 2011). Segun Harrington (2013), los ciclos de la
enfermedad causadas por Ceratocystis pueden ser variables y complejos debido a la diversidad
de fuentes de inoculo, y de mecanismos de dispersion, ocurriendo una epidemia cuando varios
de los factores coinciden en el mismo tiempo y espacio.

Las heridas en los arboles juegan un rol primordial en la ocurrencia de la infeccién y
posterior desarrollo de la enfermedad. Kile (1993) menciona que para que ocurra la infeccién
por Ceratocystis en plantas lefiosas es necesaria la exposicion del tejido cambial y del xilema.
Por lo tanto, las heridas originadas por factores ambientales, como viento o granizo, rajaduras
por crecimiento de los arboles, dafio por insectos u otros animales, o por actividad humana
como injertos o0 poda, son vias de ingreso para este patdgeno, siendo también comun la
infeccion de tocones recientemente cosechados (Heath et al.,2009).

Poco se sabe acerca del periodo en el cual las heridas son susceptibles a la infeccion.
Kile (1993) menciona que el periodo de susceptibilidad de las heridas para Ceratocystis
fagacearum y Ceratocystis fimbriata, en &rboles como roble y platano, es de 2 a 5 dias. Para

C. fagacearum, Gibbs y French (1980) mencionan que la susceptibilidad de la herida puede



estar dada por la respuesta del arbol a través de la formacion de tilosis o por la acumulacién
de compuestos fendlicos, asi como por la colonizacidn de la herida por otros microorganismos.

En Uruguay, desde su reporte en el afio 2003, si bien anualmente se observan
infecciones por este patdgeno causando la muerte de arboles, es escasa la informacion acerca
de la epidemiologia de esta enfermedad. Por tal motivo, el presente estudio tuvo por objetivos:
i) determinar la estacionalidad en la ocurrencia de infecciones, ii) conocer la evolucion de los
sintomas en el tiempo, v iii) determinar si existe una asociacion estricta entre los eventos de

infeccion y la tarea de poda.
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D. MATERIALES Y METODOS

1. Estacionalidad de las infecciones

Para determinar la estacionalidad en la ocurrencia de infecciones, se instalaron arboles
trampa en tres sitios distribuidos en la region norte del pais donde normalmente se observa la
enfermedad. Los sitios elegidos correspondieron a plantaciones de E. grandis de 3 afios de
edad, ubicados en los departamentos de Tacuarembo (S31° 59.180'- W56° 2.169'") y Rivera
(S31°9.238'- W55° 22.915'y S31° 44.063'- W54° 56.492") (Figura 1).

Estas trampas consistieron en la generacion de una herida en el fuste del arbol, a 1,5-2
m de altura, de 100 cm2 (10 x 10 cm). La herida consistié en la remocion de la corteza y el
cambium en dicha superficie, exponiendo el xilema, en cuyo interior se realizaron cortes de
aproximadamente 5 mm para aumentar la exposicion del mismo, segun metodologia propuesta
por Barnes et al. (2003a).

En cada sitio se instalaron 5 trampas por mes durante 22 meses consecutivos (diciembre
2012 a octubre 2014). Los arboles seleccionados se ubicaban cercanos unos de otros, en torno
a las coordenadas antes mencionadas. A los 30 dias de instalada la trampa, se tom6 muestra
del tejido expuesto, con especial énfasis en tejido que mostrara decoloracion (Figura 2). Las

muestras se colectaron en bolsas de papel correctamente identificadas y fueron llevadas al
laboratorio para su procesamiento.

X
\ .;L
L, o " N
- "
N I
I 1] ‘i
- E Y
PN
| i
& 1 IL
] i
AP EN
{ ~
a5 I 4 -
I P ama| AN
- P,y ) /
- gy ]
1 L~ . "
. L) N g
""" ikl f e ;
5 gl \ ."r' .';l
ey i 3 | Y Famn
. \ y - ¢
..... i i ( o, H
e » 4| 1 - |
ey 3 i L'X" ..... N
1 o,
i -
----- | J -~ e
| A - e

.......

Figura 1: Ubicacidn de los establecimientos prospectados en los meses de agosto 2012 y

setiembre 2013, del sitio donde se realizaron las inoculaciones a campo, y sitios donde se
ubicaron los arboles trampa.
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Figura 2: a) Herida generada en el arbol trampa para Ceratocystis spp. en fuste de E. grandis,
con retiro de la corteza y cortes para la exposicion del xilema y b) decoloracion del tejido del
xilema a los 30 dias de instalada la trampa, de la cual se extraia la muestra para confirmar la

presencia de Ceratocystis spp.

En el laboratorio se tomaron trozos de madera de aproximadamente 2-4 cm de lado por
5 mm de espesor, para luego incubar cada trozo entre dos discos de zanahoria de 5 mm de
espesor previamente desinfectada con alcohol al 70 % por 1 minuto. Los discos de zanahoria
conteniendo el trozo de madera fueron cubiertos con film de nylon y se incubaron a 25° C %
0,5 durante 5 dias, al cabo de los cuales en la superficie de la zanahoria se examind por
presencia de peritecios caracteristicos de Ceratocystis fimbriata (Figura 3), segiin metodologia
propuesta por Barnes et al. (2003a). Posteriormente, bajo lupa estereoscopica y con una aguja
estéril, se colectaron esporas desde la masa de esporas presente en el apice del peritecio y se
sembraron en medio de cultivo agar extracto de malta y levadura (MEA por sus siglas en inglés,
extracto de malta al 2%, agar al 1,5% y extracto de levadura al 0,2 %). Los cultivos puros se
obtuvieron por repique de punta de hifa de las colonias originales.

Tanto la instalacion de arboles trampa, colecta de muestras de madera, confeccién de
trampas en zanahoria, como el aislamiento en medio de cultivo (en caso de que en las trampas
de zanahoria se constatara la presencia de peritecios), se repiti6 mensualmente durante el
periodo diciembre 2012 a octubre 2014. Si la muestra presentaba infeccion por Ceratocystis,
se cambiaba de arbol, ubicandose la nueva trampa en un nuevo arbol para evitar interferencia
de resultados, manteniendo siempre 5 arboles trampa por sitio. En caso de que la muestra no

presentara infeccion se realizaba una nueva herida en otro sector del mismo arbol. En cada
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mes se determind el porcentaje de arboles por sitio con infeccién, esto es, con presencia

confirmada del patégeno.

Figura 3: a) Trozo de madera con decoloracion de xilema colocado en trampa de zanahoria; b)
camara humeda de las trampas de zanahoria con madera con decoloracién; c) trampa de
zanahoria con desarrollo de micelio y peritecios caracteristicos de Ceratocystis spp.; d)

peritecios de Ceratocystis spp. a partir de los cuales se realizaron los aislamientos.

2. Evolucidn de los sintomas en el tiempo

a. Inoculacién de arboles a campo

Para determinar la evolucion de los sintomas en condiciones de campo se realizaron
inoculaciones artificiales en un sitio ubicado en el departamento de Tacuarembd (S31° 36.795'-
W55° 50.872") (Figura 1), donde naturalmente se registré una epidemia de marchitamiento por
Ceratocystis en el mes de abril 2013. En dicho sitio, se colectaron muestras, se realizé el
aislamiento de cepas puras siguiendo la metodologia descripta anteriormente, y una de las
cepas obtenidas fue utilizada para las inoculaciones de campo en el mismo sitio de dénde
provenia. Para ello se utilizo la cepa CA1 (perteneciente a la coleccion fungica de la EEMAC),
la cual fue repicada en medio MEA e incubada a 25°C £ 0,5 durante 8 dias.
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Las inoculaciones se realizaron en una plantacion clonal de Eucalyptus grandis, plantada
en octubre de 2010. Este estudio se repitié en dos épocas del afio contrastantes, diciembre del
afio 2013 (verano) y junio del afio 2014 (invierno), respectivamente. La inoculacion se realizd
mediante la técnica de disco de micelio, inoculandose directamente en el fuste. Para ello se
desinfecté la superficie del fuste a inocular, con alcohol 70 %, posteriormente se realizé una
incision con sacabocado de 10 mm de diametro, retirando la corteza y aproximadamente 5 mm
del xilema. En dicho orificio se coloco un disco de micelio, de colonias crecidas por 8 dias.
Luego de la inoculacidn se cubrio el orificio con un algodén humedecido con agua destilada
estéril, y se sujetd con cinta de papel para evitar la desecacion (Figura 4), segun Roux et al.
(2000). Veinte arboles fueron inoculados con 1 disco de micelio, para luego registrar la
evolucion de los sintomas a los 15, 30, 60, 90 y 120 dias.

En cada una de las evaluaciones se describi6 el sintoma observado, mortandad de
ramas o del arbol entero, se determiné el diametro a la altura del pecho (DAP), y se realiz6
medicion del largo del cancro o de la lesion interna en el xilema mediante el corte del area
inoculada en 5 de los arboles inoculados con un disco de micelio para registrar asi el avance
de la infeccion en el fuste. Ademas se colectaron muestras de la zona de avance para verificar
la presencia del patdgeno mediante el método de trampa en zanahoria, descrito anteriormente.

Aquellos arboles que se constatd su muerte, fueron apeados para verificar si existia
decoloracion del xilema a diferentes alturas, mediante cortes transversales del fuste cada 1 m,
registrandose ademas si dicha decoloracidn se iniciaba en la zona donde se habia realizado la
inoculacién. En cada caso se extrajeron muestras para verificar la presencia del patégeno

mediante el método de pesca en zanahoria y cumplir con los postulados de Koch.
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Figura 4: Inoculacion a campo de arboles clonales de E. grandis. a) Incision con sacabocado
con exposicion del xilema, b) placa de Petri con la cepa CA1 utilizada para la inoculacién, c)
colocacion del disco de agar con micelio dentro de la herida; d) proteccion de la herida de

inoculacion con algodon humedecido y cinta de papel para evitar su desecacion.

b. Inoculaciones multiples

Paralelamente, para evaluar el efecto de las infecciones multiples sobre la evolucion de
los sintomas, se inocularon 15 arboles aleatorizados, donde 5 fueron inoculados con 1 disco
de micelio, otros 5 con 3 discos de micelio, y por Ultimo otros 5 con 5 discos de micelio. En el
caso de las inoculaciones multiples, cada inoculacidn se ubicéd equidistante de las restantes,
distribuidas en la circunferencia del fuste, todas ubicadas a la misma altura.

Alos 15, 30, 60, 90 y 120 dias luego de la inoculacidn, se registro el sintoma observado,
y se determin6 el DAP para determinar si existia un efecto del numero de inoculaciones en el
crecimiento del arbol. EI muestreo destructivo se realizé una vez verificada la muerte del arbol

para lo cual se procedié al apeo, y al anélisis del xilema como se menciond anteriormente.

3. Prospeccion de plantaciones con intervencion

Para determinar si existe asociacion estricta entre los eventos de poda y las infecciones,
y para determinar si existe una asociacion entre el momento en que se realiza la poda y las
infecciones, se realizaron prospecciones de plantaciones de E. grandis, en 29 predios ubicados
en el norte y noreste del pais, departamentos de Tacuarembd y Rivera (Figura 1). Se
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prospectaron en el periodo de agosto 2012 a setiembre 2013 realizando recorridas en sitios
forestales elegidos en base a: edad, genética e intervencion (con o sin poda). En aquellos sitios
(considerandose cada sitio como un lugar dentro de un predio) en donde se encontraron
arboles afectados se cuantific el % de incidencia calculado como: Incidencia = [(N° de arboles
muertos + N° de arboles infectados)/N° total de arboles evaluados]* 100, y se colectaron
muestras para posteriormente realizar confirmacion del diagnostico y generar una coleccion de
cepas.

Para estudiar la distribucién espacial de los arboles infectados se procedié a mapear un
sitio con alta incidencia registrando los arboles sanos, infectados y muertos presentes en las
distintas lineas de plantacion. A su vez, se obtuvieron los registros climaticos de la estacién
meteoroldgica perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA,
2015), ubicado en el departamento de Tacuarembd, para poder establecer la relacion entre los
eventos de infeccion y las condiciones climaticas prevalentes.

El célculo de correlaciones del estudio de estacionalidad de las infecciones se realizd
con el paquete Hmisc (Harrel y Dupont, 2015); en el estudio de inoculaciones a campo se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) y luego comparacion multiple de medias de la variable
largo de lesion con Tukey con el paquete Lsmean (Russell, 2015); para el estudio de
inoculaciones multiples se realizd un andlisis de medidas repetidas en el tiempo para el
parametro incremento del diametro a la altura del pecho (DAP) utilizando el paquete nime (Fox

y Weisberg, 2011), todos ellos del programa estadistico R versién 3.1.2 (R Core Team, 2014).
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E. RESULTADOS

1. Estacionalidad de las infecciones

En los tres sitios donde se instalaron los arboles trampa se confirmé la ocurrencia de
infecciones, en al menos un momento del afio, indicando que el patdgeno esta presente en las
tres zonas estudiadas. En aquellos sitios ubicados dentro de un &rea altamente forestada con
eucalipto, sitios T y R, generalmente la proporcion de trampas con infeccion fue mayor que en

el sitio N, el cual se encuentra alejado de areas forestadas (Figura 5y 6).
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Figura 5: Areas forestadas de los departamentos de Tacuarembd y Rivera y ubicacion de los

sitios en donde se instalaron trampas para Ceratocystis (adaptado de DGF, 2012b).

Se observo estacionalidad en la ocurrencia de infecciones. El numero de arboles trampa
infectados fue mayor en los meses de primavera, verano y otofio, disminuyendo en invierno
(Figura 6), sin registrarse infecciones en los meses mas frios del periodo en estudio (junio, julio
y agosto del afio 2013 y mayo y junio del afio 2014). La evolucién de la proporcion de arboles
trampa infectados estuvo asociada con la evolucion de la temperatura minima y maxima
promedio de los 5 dias posteriores a la instalacion de la trampa (Figura 7), presentando un
coeficiente de correlacion de Pearson entre las trampas con infeccion y temperaturas de 0,48

y de 0,41 para temperaturas minimas y maximas promedio respectivamente (Figura 8).
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Figura 6: Proporcion de arboles trampa con infeccién de Ceratocystis fimbriata s.1.,

acumulado para los tres sitios instalados mensualmente.
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A su vez, para algunos meses de verano se observo, un limitado porcentaje de trampas
con infeccion (diciembre 2012, enero y febrero 2013 y enero 2014). Para los meses de verano
se analizaron los datos de precipitacion acumulada de los 30 dias anteriores a la instalacion de
las trampas (Figura 9), observandose que en aquellos meses en donde las precipitaciones de
dicho periodo fueron superiores a los 150 mm, se observaron trampas con infeccién, mientras
que para aquellos meses en que las precipitaciones fueron escasas el nimero de infecciones

fue escaso o nulo.
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Figura 9: Porcentaje de trampas con infeccion del total de los tres sitios y precipitaciones

acumuladas para los 30 dias anteriores a la instalacion de las trampas del periodo en estudio.
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2. Evolucidn de los sintomas en el tiempo

a. Inoculaciones de arboles a campo

En las inoculaciones realizadas en el mes de diciembre 2013 se observaron arboles
muertos o con sintomas de marchitamiento a los 120 dias post-inoculacion (Figura 10). Los
arboles con menos de 15 cm de diametro a la altura del pecho (DAP) (n=2), fueron los que
presentaron mayor mortandad, seguidos por los arboles de clase diamétrica media (DAP=15-
20 cm) (n=5), sin registrarse muertes en los arboles de mayor diametro (n=6) (Figura 11).

Al analizar los sintomas de marchitamiento, la clase diamétrica mayor fue la que
presentd mayor proporcion de arboles con sintoma, mientras que la clase menor ya tenia a
todos sus individuos muertos (Figura 11). Los sintomas de marchitamiento observados variaron
desde ramas laterales secas asociadas al sitio de inoculacion hasta gran parte de la copa seca
(Figura 12).
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Figura 10: Porcentaje de arboles sanos, con sintomas de marchitamiento o muertos para tres
clases diamétricas, inoculados con Ceratocystis fimbriata s.I, cepa CA1 en el mes de

diciembre de 2013, evaluados a los 30, 60 y 120 dias post-inoculacion (DPI).
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Figura 11: Porcentaje de arboles muertos o con sintomas de marchitamiento para tres clases
diamétricas, inoculados con Ceratocystis fimbriata s.I, cepa CA1 en el mes de diciembre de

2013, a los 120 dias post-inoculacién (DPI).

Figura 12: Arboles inoculados con la cepa CA1 en el sitio L, a) arbol muerto por marchitamiento
por Ceratocystis fimbrita s.I. el cual mantiene sus hojas adheridas, b) arbol con parte superior
de la copa muerta indicada con la flecha, y c) decoloracion radial caracteristica de Ceratocystis

fimbriata s.I. asociada al area inoculada indicada con la flecha.

En las inoculaciones realizadas en el mes de junio no se observaron individuos muertos

a los 120 dias post-inoculacion, e incluso los arboles no presentaron sintomas de
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marchitamiento. Sin embargo, se observé decoloracion del xilema pudiendo ademas re-aislarse
el hongo desde la zona de decoloracion. Las medidas de largo de lesion se realizadas a los 15,
30, 60y 120 DPI, no difirieron significativamente entre si cuando se toma en cuenta un intervalo
de confianza del 95 %. Dado que el p-valor se encontraba en el limite, se realizé el anélisis con
un intervalo de confianza del 90 %, observandose en este caso que el largo de lesién de la
lectura a los 30 DPI difiri¢ significativamente del largo de lesion a los 15 DPI, no asi con las

mediciones posteriores (Figura 13).
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Figura 13: Largo de lesion en arboles inoculados en junio 2014 con Ceratocystis fimbriata s.1.,
cepa CA1, evaluados a los 15, 30, 60 y 120 (DPI). Medias seguidas de la misma letra no difieren
significativamente, Tukey (p= 0,067 y CV 38,7%).

b. Inoculaciones multiples
Se observo en los arboles inoculados la decoloracidn del xilema en el &rea subyascente
a las inoculaciones confirmando que las infecciones iniciales provenian del sitio inoculado
(Figura 14). El tratamiento con arboles inoculados con 5 discos de micelio de C. fimbriata s.1.,
cepa CAT1, registré mayor numero de arboles muertos que aquellos inoculados con 1y 3 discos
de micelio (Figura 15). No se observé un efecto significativo del nimero de sitios de inoculacion
sobre el incremento en didmetro de los arboles (Figura 16).
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Figura 14: a) Arbol muerto inoculado con cinco discos de micelio de Ceratocystis fimbriata s.1.
cepa CA1, en diciembre de 2013, b) parte basal del &rbol por debajo de la inoculacién en
donde se observa una leve decoloracién en lado inferior derecho y brote epicormico vivo, c¢)
corte del arbol en el area de la inoculacidn con decoloracion de xilema en area subyacente a
los 5 sitios inoculados, y d) decoloracion radial del xilema generalizada 1 m por encima de la

zona inoculada.
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Figura 15: Porcentaje de arboles muertos o con sintomas de marchitamiento a los 120 dias
de inoculados con 1, 3 y 5 discos de micelio de Ceratocystis fimbriata s.I, cepa CA1,

inoculados en diciembre del 2013.
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Figura 16: Incremento en DAP promedio de los arboles inoculados con 1, 3y 5 discos de micelio
de Ceratocystis fimbriata s.l, cepa CA1, en diciembre 2013, evaluado a los 15, 30, 60 y 120
DPI. No hubo efecto significativo del nimero de discos inoculados en ninguna de las fechas
evaluadas (p= 0,195y CV=42,3 %).

3. Prospeccion de plantaciones con intervencion

En el afio 2012, se registraron arboles con sintomas de marchitamiento por Ceratocystis
en cuatro de los 15 sitios visitados en los departamentos de Tacuarembd y Rivera,
correspondiendo a plantaciones realizadas en los afios 2007 y 2008, con tercera poda en los
meses de febrero y diciembre del afio 2011 (Cuadro 1). En el afio 2013, se visitaron 25 sitios,
registrandose arboles con sintomas de marchitamiento por Ceratocystis en 6 de ellos, en
plantaciones de los afios 2009 y 2010, con segunda poda realizada en los meses de octubre
2012, diciembre 2012, febrero 2013 y marzo 2013 (Cuadro 2).

Tomando en cuenta las temperaturas promedio minima y maxima de la region para el
periodo en estudio, se observd que la presencia de arboles muertos o con sintomas de
marchitamiento se registro en aquellos sitios en los cuales las actividades de poda se llevaron
a cabo en los meses con temperaturas minima por encima de 12 °C, aunque no
necesariamente todos los sitios podados con temperaturas superiores a ésta presentaron
infecciones. En aquellos sitios donde las podas se realizaron en los meses mas frios no se
registraron arboles con sintomas de marchitamiento (Figura 17).

En el establecimiento R se observaron arboles muertos en tres sitios diferentes dentro

del mismo, en dos de ellos solo se encontré un arbol muerto aislado, mientras que en el restante
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se observaron cinco arboles muertos. En los establecimientos B, F, |, J y K se encontraron
arboles muertos aislados no superando en ninguno de los casos los 5 arboles por sitio. En el
establecimiento L, donde no se realizaron tareas de poda, se observd un numero mayor de
arboles muertos por marchitamiento por Ceratocystis que en el resto de los sitios visitados. En
estos arboles se observo la presencia de rajaduras en el estrato superior, probablemente
causadas por la ocurrencia de vientos fuertes.

En este sitio se registrd el mayor nivel de enfermedad de las zonas prospectadas. Se
observaron dentro del mismo sitio dos sectores (Figura 18), uno con alta incidencia alcanzando
valores de 39% de los arboles afectados, con sintomas de marchitamiento o muertos (Figura
19), y otro con una incidencia menor alcanzando el 5% de los arboles afectados (Figura 20),
sin observarse un padrén de arboles afectados en las lineas de plantacidén observandose una

distribucion aleatoria de los mismos (Figura 19 y 20).
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Cuadro 1: Establecimientos en donde se realizaron las prospecciones del afio 2012, con identificacién del genotipo de E. grandis plantado, afio de plantacién,

momento en el cual se realiz6 la tarea de poda y ocurrencia o no de infecciones por Ceratocystis fimbriata s.1.

Ubicacion geografica Fecha de visita Establecimiento  Genotipo Ao plantacion Numero de poda Momento de poda Infeccion

Rivera Agosto 12 D Semilla 2007 2da oct-10 NO
B Semilla 2007 dra feb-11 Sl

E Semilla 2009 1ra feb-12 NO

A Semilla 2009 3ra jun-12 NO

G Semilla 2010 1ra abr-may-12 NO

C Semilla 2010 1ra mar-may-12 NO

Diciembre 12 P Semilla 2000 4ta ND NO

F Clén 2009 2da oct-12 NO

R Semilla 2009 2da oct-12 NO

Tacuaremb6 Agosto 12 K Semilla 2007 dra dic-11 NO
I Semilla 2008 dra dic-11 Sl

J Semilla 2008 dra dic-11 Sl

J Semilla 2008 dra dic-11 NO

J Semilla 2007 dra dic-11 Sl

H Semilla 2008 2da feb-mar2012 NO
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Cuadro 2: Establecimientos en donde se realizaron las prospecciones del afio 2013, con identificacién del genotipo de E. grandis plantado, afio de plantacién,

momento en el cual se realizo la tarea de poda y ocurrencia o no de infecciones por Ceratocystis fimbriata s.1.

Ubicacion geografica Fecha de visita Establecimiento Genotipo Ao plantacion Numero de poda Momento de poda Infeccion
Rivera ene-13 P E. grandis 2000 4ta ND NO
0 E. grandis 2007 4ta dic-12 NO
N E. grandis 2007 dra ago-dic-11 NO
N E. grandis 2007 3ra ago-dic-11 NO
N E. grandis 2007 dra ago-dic-11 NO
Q E. grandis 2007 4ta dic-12 NO
feb-13 R E. grandis 2009 2da oct-12 Si
R E. grandis 2009 2da oct-12 Sl
mar-13 R E. grandis 2009 2da oct-12 Sl
abr-13 S E. grandis clon 2010 2da mar-13 NO
F E. grandis 2010 2da dic2012-feb2013 Si
set-13 AA E. grandis clon 2011 1ra mar-13 NO
AC E. grandis clon 2010 1ra abr-13 NO
C E.grandis 2010 2ra mar-13 NO
F E. grandis clon 2010 dra dic2012-feb2013 NO
Tacuarembé may-13 L E. grandis clon 2010 sin poda sin poda Sl
set-13 K E. grandis clon 2010 2da mar-13 Sl
U E. grandis clon 2010 2da mar-13 NO
V E. grandis 2009 2da mar-13 NO
W E. grandis clon 2010 2da mar-13 NO
X E. grandis 2007 2day 3ra nov-dic 2012 NO
Y E. grandis clon 2010 1ra ene-mar 2013 NO
VA E. dunnii 2007 3ra oct-nov 2013 NO
AB E. grandis 2009 2da feb-13 NO
AD E. grandis clon 2010 1ra ene-13 NO
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Figura 17: Presencia de arboles con sintomas de marchitamiento, segun el momento en el que se
realizé la poda, visitados en las prospecciones de los afios 2012 y 2013, y temperaturas minimas
y maximas promedio (°C) de Tacuarembd, para el periodo octubre 2010 a mayo 2013 (solo se
indica la presencia sin cuantificacion de cantidad de arboles afectados, no se visitaron sitios

podados en los meses que no presentan barras en la figura).
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Figura 18: Ubicacién del sitio afectado con marchitamiento por Ceratocystis fimbriata s.I. dentro del establecimiento L. A la izquierda la figura muestra la ubicacién

del cuadro afectado, y las caracteristicas de las plantaciones cercanas. A la derecha un aumento del cuadro estudiado, plantado con E. grandis clonal en el afio
2010. La figura de la derecha muestra a su vez la isocuota de altura del terreno.

29



o L]

P QO ® OB
B L
B o
o0 o

o oo o

Oviwe Ainfactados &MU
Figura 19: Plano del sector con mayor incidencia de marchitamiento por Ceratocystis, en el
establecimiento L, mostrando la distribuciéon espacial de los arboles sanos, con sintomas de
marchitamiento y muertos. Cada circulo o triangulo representa un arbol. Los nimeros en posicion

horizontal y vertical representan las distancias (en metros) de ancho y largo del sitio.
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Figura 20: Plano del sector con menor incidencia de marchitamiento por Ceratocystis, en el
establecimiento L, mostrando la distribuciéon espacial de los arboles sanos, con sintomas de
marchitamiento y muertos. Cada circulo o triangulo representa un arbol. Los nimeros en posicion

horizontal y vertical representan las distancias (en metros) de ancho y largo del sitio.
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F. DISCUSION

Este estudio representa el primer acercamiento al conocimiento de aspectos
epidemioldgicos del marchitamiento por Ceratocystis fimbriata s.I. para E. grandis en Uruguay. Se
pudo determinar la estacionalidad de las infecciones, la evolucién de los sintomas a campo, y la
importancia de la infeccion masiva, lo cual contribuye a la comprensién de la dinamica de la
enfermedad.

Los sitios rodeados por areas altamente forestadas mostraron una mayor proporciéon de
arboles trampa con infeccion, lo que sugiere una probable mayor presién de inoculo presente en
estas zonas, respecto a zonas con menor masa forestal del hospedero de esta enfermedad.
Ferreira et al. (2013a) mencionan que en suelos con alto nivel de indculo provenientes de bosques
nativos del estado de Minas Gerais en Brasil, las incidencias encontradas fueron altas comparadas
con aquellas encontradas en plantaciones realizadas en areas de pasturas con menor nivel de
indculo en el suelo, por lo cual se puede inferir que el nivel de indculo presente es uno de los
factores condicionantes para la ocurrencia de infecciones.

Se observo una estacionalidad marcada de las infecciones, condicionada principalmente
por las temperaturas minimas. En las trampas establecidas en invierno la infeccion fue minima o
inexistente. Si bien la presencia de infecciones esta condicionada por la presencia de inéculo en
el lugar y a la susceptibilidad de los genotipos plantados, la presencia de infeccion en los arboles
trampa se registro en los meses con temperaturas minimas por encima de 10 °C. La ausencia de
infecciones con temperaturas por debajo de la mencionada puede explicarse por el efecto de las
bajas temperaturas sobre la dinamica de los insectos, quienes juegan un rol fundamental en la
dispersién del hongo y por lo tanto en la posible infeccion de la herida. Durante este estudio se
constato la presencia de insectos circundando la herida solo en los meses mas calidos, de los
cuales pudo aislarse Ceratocystis fimbriata s.I., lo que indicaria que estos podrian llegar a ser
posibles vectores de este hongo. Gibbs y French (1980) mencionan la estacionalidad de las
infecciones de C. fagacearum en Estados Unidos para el marchitamiento de los robles,
asociandola a la dinamica de los insectos Nitidulidos (Coledptera: Nitidulidae) que estan asociados
a la infeccion de este patégeno. Para confirmar este hecho es necesario realizar estudios que
permitan comprender la dindmica de la relacion patdgeno-insectos vectores, sin precedentes en
las condiciones de Uruguay.

A su vez, las inoculaciones realizadas en junio 2014 permitieron determinar que con bajas
temperaturas no sélo se disemina menos la enfermedad, sino que el hongo también se ve limitado
en su crecimiento. Esto es coincidente con la temperatura éptima de crecimiento de C. fimbriata,
la cual se ubica entre 18 y 28 °C (Kile, 1993; Mafia et al., 2011). Mafia et al. (2011) también
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mencionan el ejemplo de Ceratocystis fimbriata f.sp. platani, para el cual esta determinado que
con temperaturas menores a 10°C o superiores a 45°C el hongo no crece (EPPO/CABI, 1997).
Por consiguiente, es probable que las bajas temperaturas del invierno limiten el crecimiento del
hongo y por consiguiente la colonizacion de los tejidos luego de la infeccién.

A su vez, en meses con altas temperaturas también se observé una limitada ocurrencia de
infecciones, en este caso es probable que haya una combinacion de alta temperatura y limitada
humedad. Gibbs y French (1980) mencionan que la humedad tiene un efecto importante en las
infecciones naturales, condicionando tanto la transferencia de esporas desde el insecto al xilema,
como la germinacion y desarrollo del hongo, concluyendo que en estas condiciones el agua de
lluvia podria favorecer las infecciones.

Al momento de la infeccion, no solo la humedad relativa juega un rol importante sino también
la humedad de la herida (dada por el flujo de savia del &rbol), la cual esta condicionada por la
disponibilidad de agua que tenga el arbol (Zeppel et al., 2004). Por lo tanto, en condiciones de alta
temperatura y alta demanda atmosférica de agua, la disponibilidad de agua en el suelo condiciona
el flujo de savia, y a su vez éste condiciona la humedad en la herida, y las probabilidades de
germinacion de las esporas inoculadas. La disponibilidad de agua en el suelo esta determinada
por diversos factores, siendo el principal la ocurrencia de lluvias (Soares y Almeida, 2001). En este
sentido, los resultados aqui obtenidos indican que las infecciones ocurrieron en meses donde las
precipitaciones ocurridas 30 dias previos a la instalacion de las trampas superaron los 150 mm,
mientras que en aquellos meses donde las precipitaciones fueron escasas se observaron escasas
o nulas infecciones. Por lo arriba expuesto, el volumen de lluvias pudo haber influenciado la
actividad del arbol y por lo tanto la humedad disponible para que ocurriera la infeccién.

Las inoculaciones a campo permitieron determinar que en las condiciones de verano, un
solo sitio de infeccidn fue suficiente para matar al arbol a los 120 DPI; coincidentemente, Barnes
et al. (2003b) mencionan que para Uruguay, los sintomas de marchitamiento, siempre asociado a
podas, aparecian entre 1y 6 meses posteriores a esta actividad, rango de tiempo dentro del cual
se encuentran los resultados del presente estudio.

Sin embargo, en las inoculaciones realizadas en invierno no se registraron sintomas de
marchitamiento ni arboles muertos. Pese a que en todos los casos se verificd el establecimiento
de la infeccion, verificado por el re-aislamiento del patdégeno en sucesivos muestreos, la
colonizacién de los tejidos en invierno se vio limitada. Como se menciond anteriormente, es
probable que la temperatura haya limitado el crecimiento micelial. Las inoculaciones realizadas en
verano tuvieron, para la zona de Tacuaremb0, temperaturas promedio de 24,7 °C (INIA, 2015),

mientras que las inoculaciones de invierno se realizaron con temperaturas promedio de 11,5 °C
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(INIA, 2015), muy por debajo de las temperaturas 6ptimas para el crecimiento del hongo (Kile,
1993; Mafia et al., 2011).

La limitada extension micelial del hongo dentro del arbol, en las inoculaciones de invierno,
se pudo verificar a través del largo de lesion en los arboles inoculados, donde si bien se observaron
lesiones en el xilema que aumentaron significativamente en los primeros 30 DPI, éstas
permanecieron sin cambios entre las evaluaciones de 30, 60 y 120 DPI, sugiriendo que el
crecimiento del hongo dentro del arbol se detuvo. Las bajas temperaturas del invierno limitan el
crecimiento del patdgeno, pero también limita el crecimiento de los arboles, ya que en el periodo
invernal los arboles disminuyen su actividad, realizando menor translocacion tanto de agua como
de nutrientes. Tomando en cuenta que una de las vias de colonizacion del hospedero por parte
del patdégeno ocurre mediante la diseminacion longitudinal de las esporas dentro a través del
xilema (Mafia et al., 2013), la reducida translocacion del &rbol estaria afectando también dicha
diseminacion dentro del &rbol y por lo tanto su capacidad de colonizacion.

La muerte del arbol se produce cuando la decoloracion alcanza toda la circunferencia de las
raices o del fuste, por inactivacion del xilema debido a la obstruccion de los vasos ya sea por
estructuras del hongo como por parte de sustancias producidas por el propio arbol (Tumura et al.,
2012; Mafia et al., 2013), alterando el transporte de agua, produciéndose de esta manera la muerte
a causa del estrés hidrico generado (Ferreira et al., 2006). Este proceso fue verificado con las
inoculaciones de campo realizadas en el verano, donde el patégeno causo la obstruccion de los
vasos del xilema, causando el marchitamiento y muerte de la copa por déficit hidrico inducido. Por
el contrario, en las inoculaciones de invierno, la colonizacion fue muy localizada, no llegando a
obstruir completamente el flujo de savia en el xilema, y por lo tanto a evidenciar sintomas de
marchitamiento ni muerte de arboles, pese al éxito del patdgeno en establecer la infeccion.

Es interesante el efecto diferencial de la enfermedad segun la clase diamétrica. Los
resultados obtenidos indican que con un Unico sitio de infeccidn, las clases diamétricas menores
y medias podrian marchitarse y morir en un periodo de 120 DPI, mientras que en las clases
diamétricas mayores solo se registraron sintomas de marchitamiento pero no muerte de los
arboles en el periodo estudiado. Las diferencias entre los arboles de didmetro menor y medio
comparado con los de mayor didmetro pueden radicar en la menor area a colonizar por
Ceratocystis en los primeros, pudiendo, por lo tanto obstruir mas rapidamente los tejidos. Estos
resultados coinciden con los resultados obtenidos por Mafia et al. (2011), en condiciones de vivero.

El ensayo de inoculaciones multiples permitié tener una aproximacion al proceso de muerte
de los arboles, en donde el mayor nimero de puntos de entrada favoreceria la colonizacién y

obstruccién del tejido del arbol, produciendo la posterior muerte de los mismos. Estos resultados
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sugieren que a mayor numero de sitios de infeccion, como resultado de mayor nimero de heridas
en el arbol, y con alta poblacion de insectos vectores del patdgeno, puede ocurrir una colonizacion
masiva distribuida en la circunferencia del arbol, que resulte en un marchitamiento y muerte
acelerada del arbol, asociado a la velocidad con que el hongo logra obstruir la translocacion.

Los resultados obtenidos respecto al efecto de la enfermedad sobre el DAP de los arboles,
indican que no hubo efecto del nimero de puntos de inoculacion sobre el mismo. Mafia et al.
(2013) encontraron efecto significativo de la enfermedad para el parametro altura, DAP y volumen,
de arboles sanos con respecto a arboles con diferentes grados de severidad de la enfermedad, no
encontrando diferencias en DAP dentro los arboles infectados, lo que es coincidente con los
resultados obtenidos en el presente estudio en donde si bien no se realizaron mediciones de
arboles sanos los arboles con uno, tres y cinco discos no mostraron diferencias en DAP en las
diferentes evaluaciones. Segun Mafia et al. (2013), el crecimiento de los arboles infectados se ve
afectado por el marchitamiento por Ceratocystis, donde aquellos arboles infectados que no mueren
serian suprimidos por los arboles sanos mas cercanos.

Las prospecciones realizadas mostraron que no hay una relacion estricta entre la ocurrencia
de infecciones y la actividad de poda, observandose una epidemia en un sitio donde no se realiz6
esta actividad. En este sitio en particular se observé la presencia de heridas a lo largo del estrato
superior del fuste causados probablemente por eventos de vientos fuertes. Esto concuerda con
Heath et al. (2009), quienes mencionan que las heridas necesarias para la infeccidn pueden ser
originadas en las actividades de poda o causadas por viento, granizo o rajaduras provocadas por
el crecimiento de los arboles.

Respecto al momento de poda, se observé que en aquellos sitios donde la poda se habia
realizado en los meses mas calidos con temperaturas minimas promedio mensuales por encima
de los 10°C, se registraron infecciones independientemente del afio de plantacién de los montes,
del genotipo y del nimero de podas (primera, segunda, tercera o cuarta poda). En el mismo
sentido, los datos obtenidos de los arboles trampa mostraron una mayor proporcion de trampas
con infeccidn en los meses de primavera, verano y otofio, con temperaturas minimas promedio
por encima de los 10°C. Esta estacionalidad es coincidente con los reportes de Kile (1993) y Mafia
et al. (2011), quienes mencionan temperaturas optimas de crecimiento para Ceratocystis fimbriata
de entre 18 y 28 °C.

La limitada prevalencia de la enfermedad, observada en 10 de los 40 plantaciones visitadas,
puede deberse a que se parte de un bajo nivel de indculo presente, probablemente asociado a la
corta historia forestal de los sitios, siendo en muchas de las plantaciones la primera rotacién y en

menor medida la segunda rotacién del cultivo. En Brasil, la principal fuente de indculo se encuentra
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en el suelo, produciéndose las infecciones a través de las raices (Ferreira et al., 2011). Otra fuente
de indculo de importancia en Brasil corresponde a los plantines infectados por Ceratocystis que
en condicién asintomatica podrian ser llevados al campo (Ferreira et al, 2011). En Uruguay, de
acuerdo al presente estudio, y en forma preliminar, de acuerdo a las prospecciones realizadas se
puede concluir que la principal via de infeccion serian las heridas en el fuste. Es probable que esta
sea la razdn por la cual la prevalencia de la enfermedad aun no ha alcanzado niveles altos ni que
los dafios estén generalizados en todas las plantaciones con presencia del patégeno. Barnes et
al. (2003b) mencionan que los dafios para Uruguay son marginales, con incidencias del orden del
10% de los arboles en un rodal podado. Datos preliminares indicarian que los tocones post-
cosecha serian una fuente de indculo de importancia de este patégeno (Jolanda Roux com. pers.),
por lo cual, en el futuro, y con las sucesivas rotaciones, es probable que el nivel de indculo pueda
ir incrementandose, aumentando asi el riesgo de ocurrencia de epidemias en las plantaciones
cercanas.

En el afio 2013 se observo una epifitia en una plantacidn de E. grandis clonal, de 3 afios de
edad, donde en algunos sectores se registraron niveles de incidencia de entre 5 y 39 %. Esta
plantacion no habia tenido intervencion de poda pero las heridas observadas en el fuste,
presumiblemente luego de un evento de vientos fuertes, podria ser la via de infeccién. Al analizar
la distribucidn de los arboles afectados en el rodal, se observd que las zonas mas afectadas no
presentaron un padrén en lineas de plantacion sino aleatorio, con mayor incidencia observada en
la zona mas expuesta del rodal, lo cual sustentaria la hipotesis de que las heridas causadas por
el viento fueron la principal via de entrada a los arboles.

La informacién aqui generada permite contar con importante informacion sobre la biologia
del patdgeno y sobre la epidemiologia de la enfermedad en Uruguay, de gran utilidad para el sector
forestal. El profundo conocimiento de la enfermedad permite una mejor visualizaciéon de las
probables estrategias de manejo que puedan aportar a minimizar su impacto sobre la produccion
de E. grandis. Es claro que este estudio representa el primer estudio epidemiolégico de la
enfermedad a nivel nacional, y por consiguiente no es concluyente sino que comienza a generar

interrogantes que deberan ser abordadas con mayor profundidad en estudios futuros.
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M. AGRESIVIDAD DE Ceratocystis fimbriata s.l. Y CARACTERIZACION DE LA
RESISTENCIA GENETICA DE Eucalyptus grandis AL MARCHITAMIENTO POR
Ceratocystis?
A. RESUMEN
Ceratocystis fimbriata s.I. ha sido descrito como agente causal de enfermedades en un amplio
rango de especies vegetales de importancia econémica, causando en especies del género
Eucalyptus el marchitamiento por Ceratocystis. Pese a haber sido reportada en Uruguay en el
2003, no existen para el pais antecedentes de estudios de agresividad de cepas de C. fimbriata
s.l. presentes ni de la resistencia del germoplasma plantado en el pais. El presente estudio tuvo
por objetivo caracterizar la agresividad de cepas y explorar la resistencia genética de distintos
genotipos de E. grandis. Para evaluar la agresividad de las cepas se inocularon plantines de E.
grandis, con una suspension de 2,5 x 106 conidios/mL. Las cinco cepas mas agresivas se utilizaron
para evaluar la resistencia de diez genotipos de E. grandis. Se observaron diferencias significativas
en la agresividad de las cepas, medida como largo de lesion. Los genotipos de E. grandis
evaluados mostraron diferencias significativas en su resistencia, sin un efecto significativo de la
interaccion cepa x genotipo. Las diferencias de agresividad entre cepas sugieren la importancia
de contar con este tipo de informacién para asistir a los programas de mejoramiento con las cepas
correctas, a su vez, la existencia de resistencia frente a Ceratocystis fimbriata s.I. de los diferentes
genotipos evidencian la importancia de esta herramienta, tendiente a minimizar el impacto de esta

enfermedad en las plantaciones de eucalipto

Palabras clave: patologia forestal, inoculacion artificial, control genético.

2 Este capitulo fue escrito bajo el formato de Articulo de investigacion de la revista Agrociencia

Uruguay
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AGGRESSIVENESS OF Ceratocystis fimbriata s.I. STRAINS AND GENETIC RESISTANCE
OF Eucalyptus grandis TO Ceratocystis. WILT
B. SUMMARY
Ceratocystis fimbriata s.I. has been described as the causal agent of diseases in a wide range of
economically important plant species, being the causal agent of Ceratocystis wilt on Eucalyptus. In
Uruguay, the disease was first reported in 2003, however studies of aggressiveness of local C.
fimbriata s.|. strains is unprecedented. In addition, the genetic resistance of planted genotypes is
unknown. Thus, this study aimed to characterize the aggressiveness of isolates and explore the
genetic resistance of different genotypes of E. grandis. To assess the aggressiveness, E. grandis
seedling plants were inoculated by injecting a spore suspension of 2,5 x 106 conidia/mL. Five of
the most aggressive isolates were used to evaluate the genetic resistance of ten E. grandis
genotypes. Significant differences in lesion size were observed among isolates and among E.
grandis genotypes but isolate x germplasm interaction was not observed. The differences found in
aggressiveness of the studied isolates highlights the importance of this information to assist the
breeding programs with the correct isolates. Additionally, the existence of genetic resistance to
Ceratocystis fimbriata s.I. of different genotypes evidenced the availability of this technology to

minimize the impact of this disease in eucalypt plantations.

Keywords: forest pathology, artificial inoculation, genetic control.
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C. INTRODUCCION

Ceratocystis fimbriata s.I. Ellis & Halsted ha sido descrito como agente causal de
enfermedades en un amplio rango de especies vegetales de importancia econdémica, causando
marchitamientos, cancros y podredumbre de raices (Baker et al., 2003). El rango de hospederos
incluye especies lefiosas tales como platano (Platanus spp.), mango (Mangifera indica L.), Gmelina
arborea Roxb., cacao (Theobroma cacao L.), Citrus spp., café (Coffea arabica L.), arbol de caucho
(Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. Juss) Mlll. Arg.), Spathodea sp., Prunus spp., higuera (Ficus
carica L.), dlamos (Populus spp.), Acacia spp., y Eucalyptus spp. (Baker et al., 2003). También
esta citada en teca (Tectona grandis) (Firmino et al., 2012a) y en Atemoya (hibrido de Annona
cherimola con A. squamosa) (Firmino et al., 2012b).

La infeccion en plantas lefiosas se da a través de heridas con exposicion del cambium y el
xilema (Kile, 1993), aunque también puede darse directamente por contacto de raices infectadas
con raices sanas (Ferreira et al., 2013b). La diseminacion ocurre mediante insectos vectores,
herramientas de cosecha o poda, o incluso por plantines asintomaticos o sintomaticos (Ferreira et
al., 2013b, Kile et al., 1996, Tumura et al., 2012). Los sintomas caracteristicos del marchitamiento
por Ceratocystis en arboles son ramas que presentan las hojas secas adheridas, y decoloracion
del xilema de forma radial. También se puede observar la presencia de cancros alargados en la
superficie del fuste (Ferreira et al., 2006, Ferreira et al., 2013a).

El marchitamiento por Ceratocystis fimbriata es una de las principales enfermedades del
cultivo clonal de Eucalipto (Eucalyptus spp. e hibridos) en Brasil (Mafia et al., 2011; Ferreira et al.,
2013a). En Uruguay, fue reportada en el afio 2003, por Barnes et al. (2003b) luego de detectada
la muerte de arboles podados de E. grandis de 1 a 5 afios de edad, en el Departamento de Rivera.

La instalacion de las plantaciones en Uruguay se realiza a partir de plantines provenientes
de semilla o a partir de estacas, denominandose clones a los plantines obtenidos por propagacion
vegetativa. La propagacion clonal permite producir genotipos de rapido crecimiento, con
caracteristicas de fiora homogéneas, facilitando ademas el desarrollo de clones resistentes a
enfermedades en caso de que estos puedan ser identificados (Zauza et al., 2004). Segun Ferreira
et al. (2006) en Brasil, el marchitamiento por Ceratocystis se ha manifestado como una
enfermedad clon-especifica y son varios los estudios que se han realizado en este sentido.

Zauza et al. (2004) realizaron estudios de resistencia a C. fimbriata en 18 clones
comerciales de hibridos de E. grandis x E. urophylla, frente a dos cepas de C. fimbriata. Seis de
los clones se mostraron altamente susceptibles, ocho clones se mostraron medianamente
susceptibles y los cuatro restantes no presentaron diferencias con el testigo sin inoculacién.

Estudios similares fueron realizados por Mafia et al. (2011), Tumura et al. (2012) y Firmino et al.
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(2013), evaluando la resistencia de distintas especies de Eucalyptus y distintos clones,
observandose en todos los estudios diferentes grados de resistencia dependiendo del material
inoculado. Por su parte, Chen et al. (2013), realizaron inoculaciones a campo con diferentes cepas,
y diferentes especies y clones de Eucalyptus, observando diferencias de susceptibilidad entre los
diferentes genotipos.

En Uruguay, la presencia de resistencia genética en el germoplasma plantado aun no ha
sido estudiada. Por consiguiente, el presente estudio tuvo por objetivo caracterizar la agresividad
de cepas pertenecientes a la coleccion fungica de la Estaciéon Experimental Dr. Mario Cassinoni
(Facultad de Agronomia), obtenidas desde plantaciones comerciales en estudios precedentes, y
explorar la resistencia genética de distintos genotipos de E. grandis mediante la inoculacion de las

cepas mas agresivas.
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D. MATERIALES Y METODOS

1. Agresividad de Ceratocystis fimbriata s.l.

a. Coleccion de estudio
Las cepas utilizadas en este estudio fueron elegidas al azar de la coleccién de Ceratocystis
fimbriata sensu lato, del laboratorio de fitopatologia de la Facultad de Agronomia, Estacién
Experimental Dr. Mario Cassinoni. Esta coleccion se generé a partir de prospecciones realizadas
en el norte del pais (Departamentos de Tacuarembd y Rivera) en los afios 2012 y 2013 (Cuadro
1).

Cuadro 1: Cepas de Ceratocystis fimbriata s.I. utilizadas en el presente estudio, obtenidas de E.

grandis, segun sustrato y ubicacion geografica.

Cepa Sustrato Ubicacion
geografica
8289 Arbol muriendo Rivera
CS3c12 Arbol trampa Tacuarembo
P2d Arbol trampa Rivera
M1c* Arbol trampa Rivera
8318 Arbol muriendo Rivera
8317 Arbol muriendo Rivera
CS315 Arbol trampa Tacuarembo
827112  Arbol muriendo Rivera
827011 Arbol muriendo Rivera
CS5i Insecto Tacuarembo
83110 Arbol muriendo Rivera
CS6¢c12* Arbol trampa Tacuarembo
827912 Arbol muriendo Rivera
CS515 Arbol trampa Tacuarembo
P5d Arbol trampa Rivera
827111*  Arbol muriendo Rivera
CA1-3* Arbol muriendo Tacuarembo

*cepas utilizadas en la evaluacion del comportamiento de distintos genotipos de E. grandis

Para evaluar la agresividad de las cepas, éstas fueron cultivadas en medio MEA+Y (por sus
siglas en inglés, extracto de malta al 2%, agar al 1,5% y extracto de levadura al 0,2 %), a 25°C +
0,5 durante 8 dias. Luego de ese periodo se realizd una suspension de esporas en 1 mL de agua
estéril, con una gota de Tween 20%. Posteriormente se realizd el conteo de conidios en camara

de Neubauer, ajustando la suspensién a una concentracion de 2,5 x 108 conidios/mL.
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b. Inoculacién de plantines para caracterizar agresividad de cepas

El experimento se llevd a cabo en el mes de noviembre de 2013 en la Facultad de
Agronomia, Estacién Experimental Dr. Mario Cassinoni (EEMAC), bajo sombraculo. Se utilizaron
plantines de E. grandis seminal, de 4 meses de edad, crecidos en macetas de 5 L de capacidad,
con sustrato compuesto por 60% de corteza de pino compostada y 40% turba Pindstrup fertilizado
con Osmocote 650 gr/m3y superfosfato ISUSA 850 gr/m3.

Cada planta fue inoculada mediante una incisién en el tallo con bisturi estéril, realizada a 10
cm de altura desde su base. En dicha incision se inyectaron 0,2 mL de la suspension de conidios.
Posteriormente, la herida fue cubierta con algodén humedecido con agua estéril, y sujeto con cinta
de papel para evitar la desecacion de las esporas, de acuerdo a una adaptacién del método
propuesto por Mafia et al. (2011). Como testigo se inyectaron plantas con 0,2mL de agua estéril.
Cada cepa fue inoculada en 10 plantas. Las plantas fueron distribuidas completamente al azar
sobre mesadas y regadas a demanda.

Luego de 15 dias de inoculadas, se evaluo el largo de la lesion en el xilema en cinco de los
plantines inoculados por cada cepa. Para ello, se expuso el xilema mediante la remocién de la
corteza con bisturi, midiéndose el largo de la zona con decoloracidn del tejido (lesion) (Baker et
al., 2003). Se registro ademas el nimero de plantas muertas con hoja adherida o con sintomas de
marchitamiento.

Las cinco plantas restantes fueron evaluadas a los 4 y 6 meses, registrandose numero de
plantas muertas o con sintomas de marchitamiento. En la Ultima evaluacién ademas se cortaron
los tallos de las plantas asintomaticas para corroborar si en el xilema se encontraba decoloracion
de tejido. Se extrajeron muestras del tejido con decoloracion y se re-aislo el patégeno, siguiendo
la técnica descrita por Barnes et al. (2003a). Brevemente, se tomo un trozo de tejido a analizar y
se incub6 entre dos rodajas de zanahoria desinfectada superficialmente con alcohol al 70 %, y
envueltas en film para conservar la humedad. Luego de 5 dias se examind por la presencia de
peritecios en la superficie de la zanahoria. Posteriormente, bajo lupa estereoscopica y con una
aguja estéril, se colectaron esporas desde la masa de esporas presente en el apice del peritecio y
se sembraron en placas con MEA+Y. Luego de 8 dias de incubacion a 25°C £ 0,5, se confirmd la
identidad de las cepas por morfologia de colonia, fructificaciones y esporas, completando los
postulados de Koch.

Se realizé andlisis de varianza (ANOVA) para el largo de lesion. La comparacion de todas
las cepas contra el testigo se realizé con la prueba Dunnett con el paquete Multcomp (Hothorn,

2008) y la comparacién multiple de medias con Tukey con el paquete Agricolae (Mendiburu, 2014).
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En todos los casos los andlisis se realizaron con el programa estadistico R version 3.1.2 (R Core
Team, 2014).

2. Caracterizacion de la resistencia de distintos genotipos de E. grandis

Para caracterizar la resistencia de los distintos genotipos de E. grandis, se seleccionaron
las cepas CS6¢12, 827111, 827112, M1c y CA1-3. Las mismas fueron seleccionadas por presentar
la mayor agresividad en el estudio anterior (Cuadro 1). La preparacién de indculo y la inoculacién,
se realizaron siguiendo los protocolos descritos anteriormente.

El experimento se llevo a cabo en el mes de agosto de 2014 en la Facultad de Agronomia,
Estacion Experimental Dr. Mario Cassinoni (EEMAC), en invernaculo cerrado con ventilacion
(temperatura promedio 17,1 °C). Se evaluaron nueve genotipos clonales de E. grandis, mas un
lote de E. grandis seminal de la fuente de semilla que fue utilizada en la prueba de agresividad de
cepas. La instalacién del experimento fue similar al detallado anteriormente, pero en este caso se

inocularon seis plantas por genotipo con cada una de las cepas (Figura 1).

Figura 1: a) Solucién de esporas utilizada en la inoculacion de plantas de E. grandis con C.
fimbriata s.1., b) inyeccion de solucién de esporas a plantin de clon de E. grandis, y c) vista general

de los plantines inoculados bajo invernaculo.

La evaluacion se realizd a los 60 dias post inoculacion, registrandose el largo de la lesion
en el xilema mediante el descortezado con bisturi, identificada como zona con decoloracion del
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tejido. Se registro ademas el nimero de plantas muertas con hoja adherida o con sintomas de
marchitamiento. La verificacion de la presencia del hongo se realizé siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el punto anterior, mediante trampas en rodajas de zanahoria.

El disefio del experimento fue multifactorial considerando como factores las diferentes cepas
y los genotipos evaluados. El factor cepa tuvo cinco niveles mientras que el factor genotipo tuvo
10 niveles. Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y luego comparacion mdltiple de medias
con Tukey con el paquete Lsmean (Russell, 2015). En ambos casos se utilizd el programa
estadistico R version 3.1.2 (R Core Team, 2014).
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E. RESULTADOS

1. Agresividad de distintas cepas de Ceratocystis

A los 15 dias posteriores a la inoculacion se registraron plantas muertas para cuatro de las

cepas inoculadas y plantas con sintomas de marchitamiento para ocho de las cepas inoculadas.

Alos 120 y 180 dias posteriores a la inoculacion, si bien también se registraron plantas muertas o

con sintomas de marchitamiento, en su mayoria se encontraban asintomaticas (Cuadro 2) (Figura

2). Alos 180 dias post inoculacion se realizd el corte de los tallos de aquellas plantas asintomaticas

y se observo que la mayoria de ellas presentaba decoloracion en el xilema (Figura 2f). A su vez,

de las muestras extraidas del xilema se logro re-aislar C. fimbriata desde plantas inoculadas con
las cepas CA1-3, 8317, 827011, C315, 8278, 827111, 827112, 827912, 8318, CS3c12, lograndose

cumplir con los postulados de Koch.

Cuadro 2: Numero de plantas muertas o con sintomas de marchitamiento por Ceratocystis a los

15y 120 dias post inoculacion (DPI)

15 DPI 120 DPI
Con sintomas de muertas Con sintomas de muertas
marchitamiento marchitamiento

Testigo 0 0 0 0
8318 0 0 0 0
8289 0 0 0 0
827011 0 0 0 0
827912 0 0 0 0
8317 1 0 0 0
CS5i 1 0 0 0
CS3c12 1 0 0 1
CS515 0 1 0 0
83110 0 0 0 0
P5d 1 0 0 0
P2d 0 0 0 0
CS6¢c12 0 0 0 2
CS315 1 1 0 0
827111 1 0 0 0
827112 1 1 0 0
M1c 0 1 0 0
CA1-3 2 0 0 0

Nota: a los 180 DPI se registro una planta marchita en planta inoculada con la cepa 83110.
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Figura 2: a) Plantines de E. grandis inoculados para la caracterizacion de agresividad de cepas
de Ceratocystis fimbriata s.1., b) planta con marchitamiento en zona apical a los 15 DPI (indicado
con flecha negra), c) planta muerta por marchitamiento por C. fimbriata s.I. a los 15 DPI, d)
testigo a los 180 DPI sin decoloracidn de xilema, e) planta sin sintomas externos a los 180 DPI, y

f) misma planta que en e con decoloracién de xilema a los 180 DPI.

En la evaluacion realizada a los 15 dias, seis de las 17 cepas mostraron un largo de lesion
significativamente mayor que el testigo (Cuadro 3). A su vez, se observaron diferencias

significativas entre cepas (Figura 3), siendo las mas agresivas la CA1-3 y la M1c.
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Cuadro 3: Largo de lesion (cm), a los 15 DPI, en plantas de E. grandis en respuesta a la inoculacion

de cepas de Ceratocystis fimbriata s.1.

Cepa Comparacién
Largo de lesion (cm) Dunnett
CA1-3 25,09 b
M1c 20,78 b
827112 17,87 b
827111 15,27 b
CS315 12,87 b
CS6c12 11,74 b
P2d 11,67 Ns
P5d 10,66 Ns
83110 10,6 Ns
CS515 9,63 Ns
CS3c12 9,58 Ns
CS5i 8,54 Ns
8317 7,28 Ns
827912 7,19 Ns
827011 5,39 Ns
8289 4,43 Ns
8318 4,25 Ns
Testigo 0,27

(***) Indica las cepas que difirieron significativamente del testigo segin Dunnett (p<0,05,
CV=57,4%)

30
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20 abc
abc

15 bc

a
e b abc abc abc abc
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Largo de lesién (cm)

Cepa

Figura 3: Largo de lesion en el xilema, a los 15 DPI, de plantas de E. grandis de origen seminal
en respuesta a la inoculacién de cepas de Ceratocystis fimbriata s.I. Medias con distinta letra
difieren significativamente entre si (Tukey, p<0,05, CV=55,8%).
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Figura 4: a y b) Cicatrizacion de un plantin testigo inoculado con agua estéril, c) cancro en

corteza con decoloracion producto de la infeccién por C. fimbriata s.1., d y e) decoloracién de
xilema causada por la infeccion por C. fimbriata s./ con largo de lesién de 3 cm y mas de 10 cm,

respectivamente.

2. Caracterizacion de la resistencia de distintos genotipos de E. grandis

Los resultados del anélisis de la varianza indican un efecto significativo del genotipo, no
habiendo efecto de la cepa ni de la interaccion cepa x genotipo (Cuadro 4). Todas las cepas
evaluadas difirieron significativamente del testigo (datos no mostrados).

Las plantas de semilla presentaron el mayor largo de lesién, no difiriendo de los clones C6,
C7, C8 y C9 (Figura 5). Los clones C1y C2 mostraron las lesiones de menor tamafo, mientras

que los restantes clones presentaron lesiones de tamafio intermedio.

Cuadro 4: Analisis de varianza para largo de lesion de xilema, a los 60 DPI, en diferentes clones

de E. grandis como repuesta a la inoculacion de cepas de Ceratocystis fimbriata s.1.

GL Cuadrado medio Valor F Pr (>F)
del error
Clon 9 2,04443 9,0396 1,04 x 10" b
Cepa 4 0,37065 1,6388 0,1652 ns
Clon:Cepa 36 0,18894 0,8354 0,7359 ns
Residuales 234 0,22616

*** p<0,001, ns p>0,1
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Figura 5: Largo de lesion de xilema, a los 60 DPI, observadas en plantines de distintos genotipos
de E. grandis. Los valores corresponden al promedio de las 5 cepas de Ceratocystis fimbriata s.1.
inoculadas en cada genotipo. Medias con distinta letra difieren significativamente entre si
(Tukey, p<0,05, CV=34,7%).
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F. DISCUSION

Este trabajo representa el primer estudio de caracterizacion de la agresividad de cepas de
Ceratocystis fimbriata sensu lato en Uruguay, de importancia fundamental para asistir a los
programas de mejoramiento genético por resistencia al marchitamiento por Ceratocystis. A su vez,
también representa la primer evidencia de la presencia de resistencia en genotipos de E. grandis
utilizados en Uruguay.

Tanto la agresividad de las cepas de C. fimbriata s.I. como la resistencia de los diferentes
genotipos de E. grandis se evalud tomando al largo de lesion como variable, debido al escaso
numero de plantas muertas o con sintomas de marchitamiento de los materiales evaluados. Zauza
et al. (2004), Machado et al. (2008), Tumura et al. (2012) y Firmino et al. (2013) también utilizaron
el largo de lesion como variable ya que, al igual que en el presente estudio, la muerte de plantines
fue limitado, observandose decoloracién de xilema en plantines que no presentaban sintomas de
marchitamiento.

Segun Zauza et al. (2004), la baja mortandad o limitada expresion de los sintomas puede
deberse, junto a otros factores aun no claramente identificados, a la edad de las plantas inoculadas
y a las condiciones en las cuales se encuentran las mismas. En referencia a esto menciona que
para un mismo clon de susceptibilidad conocida, en otro estudio no publicado, plantas de 4 meses
de edad mostraron sintomas de marchitamiento comparado con las plantas inoculadas a los 8
meses de edad que no evidenciaron sintomas de marchitamiento.

Los resultados aqui obtenidos indican diferencias de agresividad entre cepas, con cepas de
escasa agresividad (8218 y 8389), y otras altamente agresivas (CA1 y M1C). Las diferencias de
agresividad entre cepas coinciden con la bibliografia. Baker et al. (2003) concluyeron que sélo 2
de las 3 cepas de C. fimbriata aisladas de Eucalyptus spp. causaron decoloracion de xilema. Por
su parte, Zauza et al. (2004) también observaron diferencias en el largo de lesién causada por la
cepa C1442 frente a la cepa C1345. Resultados similares fueron obtenidos por Firmino et al.
(2013). Rodas et al. (2008) para Ceratocystis neglecta en Colombia también observaron, para un
mismo clon de E. grandis, diferencias en largo de lesion registrada para las dos cepas inoculadas.

Las cepa CA1-3, que mostré la mayor agresividad de las cepas evaluadas, fue aislada de
un sitio donde se registr6 una severa epifita causada por este patdgeno, lo cual podria indicar que
el método de inoculacién utilizado es adecuado para conocer la susceptibilidad a campo. La
inoculacién artificial presenta grandes ventajas por utilizar plantines de pequefio tamafio,

permitiendo una caracterizacion de la agresividad en muy escaso tiempo y espacio.
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La diferencia en resistencia observada entre genotipos permite visualizar una importante
medida de manejo de esta enfermedad, sin precedentes a nivel nacional. Si bien hay evidencias
de resistencia genética en estudios realizados en otros paises, este representa la primera
evidencia a nivel nacional. En este estudio se inocul6 el genotipo que a nivel de campo sufrié una
severa epifitia, mostrando ser uno de los materiales moderadamente susceptible (clon C5); este
hecho corrobora que la inoculacién artificial en plantines es un método efectivo también para la
caracterizacion de genotipos frente a esta enfermedad.

No se observé efecto significativo de la interaccion cepa x genotipo, lo cual indica que los
genotipos tuvieron igual comportamiento independientemente de la cepa inoculada. La falta de
interaccion cepa x genotipo otorga mayor seguridad al momento de la busqueda de genotipos
resistentes, debido a que un genotipo resistente tendré buen comportamiento independientemente
de la cepa de C. fimbriata a la cual se enfrente. Estos resultados no coinciden con los obtenidos
por Zauza et al. (2004), Firmino et al. (2013) y Chen et al. (2013). En todos estos casos los
genotipos inoculados presentaron comportamiento diferencial dependiendo de la cepa con la cual
eran inoculados.

El estudio de caracterizacion de agresividad permitié conocer la existencia de variabilidad
entre las cepas. Pérez et al. (2010) mencionan la importancia de conocer la estructura poblacional
del patogeno, debiéndose seleccionar aquellas cepas méas agresivas o las mas predominante
dentro de la poblacion del patdégeno a la hora de implementar programas de mejoramiento genético
por resistencia a determinado patdgeno. Si bien los resultados obtenidos en el presente estudio
indican que no hubo interaccidn cepa x genotipo, los mismos podrian presentar cierto sesgo debido
a que se seleccionaron las cepas mas agresivas para la caracterizacion de la resistencia.

El contar con una coleccion de cepas caracterizadas por agresividad, con un método de
inoculacioén artificial validado, y con resultados preliminares de presencia de resistencia genética
en los genotipos utilizados a nivel nacional, genera un escenario promisorio respecto al manejo de
esta enfermedad. El conocimiento generado en este estudio permitira asistir a los programas de
mejoramiento genético, que busquen resistencia genética al marchitamiento por Ceratocystis, lo

que en definitiva contribuira a minimizar el impacto de esta enfermedad en las plantaciones.
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Iv. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES GLOBALES

El marchitamiento vascular por Ceratocystis fimbriata s.I. es una importante enfermedad

que afecta a Eucalyptus spp. En Uruguay anualmente se registran ataques por este patégeno
causando la muerte de arboles con incidencias variables dependientes del afio y del genotipo.
Estas incidencias han sido relativamente bajas y principalmente localizadas en la region Noreste
del territorio.

Las inoculaciones a campo indicaron que un unico sitio de infeccion puede causar la muerte
del arbol. Sin embargo, las inoculaciones multiples mostraron que la misma ocurre mas rapido
cuando coinciden infecciones multiples, donde es mas probable que el bloqueo del xilema se
produzca de forma generalizada, impidiendo el transporte de agua desde las raices hacia los
apices, provocando un estrés hidrico que lleva a su muerte. La muerte de los arboles inoculados
en el verano 2013-2014, con temperaturas promedio del periodo de 24,7 °C, se observaron a los
120 dias posteriores a la inoculacion, principalmente en las menores clases diamétricas.

De acuerdo a las prospecciones realizadas, la enfermedad estuvo presente en los
diferentes sitios independientemente del nimero de poda, y del afio de plantacién. Sin embargo,
si estuvo relacionada al momento de poda, restringiéndose la ocurrencia de arboles muertos a
aquellos sitios en donde la poda se habia realizado en los meses correspondientes a las
estaciones de primavera, verano y otofio. Esta estacionalidad se corrobor6 con el estudio de
arboles trampa. Es probable que la estacionalidad esté explicada por las temperaturas minimas
que condicionan el crecimiento del hongo, la actividad metabolica del arbol, y la dinamica de los
insectos asociados a la diseminacién e infeccion de Ceratocystis fimbriata s.1.

Si bien las heridas son la principal via de infeccion de Ceratocystis fimbriata s.I. en Uruguay,
las mismas no se asocian exclusivamente a las tareas de poda. Esto quedo demostrado en este
estudio, donde se registrd una severa epifitia en un sitio en donde no se habia realizado esta
actividad. El origen de las heridas por tanto, pueden generarse por otros eventos como los
climaticos (vientos, granizos, etc.).

Se requieren mayor investigacion para lograr una completa comprensiéon acerca de la
asociacion de los insectos con la ocurrencia de las infecciones, siendo necesaria la identificacion
de aquellos insectos involucrados, asi como la determinacién de la dindmica poblacional de los
mismos Y los factores que hacen que estos se vean atraidos por las heridas.

Se logro ajustar un método de inoculacion de cepas de Ceratocystis para E. grandis lo que
permitié caracterizar la agresividad de diferentes cepas de Ceratocystis fimbriata s.I.. A su vez,
este método permitié la caracterizacién del comportamiento de 10 genotipos de E. grandis a esta

enfermedad, observandose diferencias significativas en la resistencia entre genotipos, no
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encontrandose interaccion cepa x genotipo. Este estudio es el primer antecedente de
caracterizacion de genotipos de Eucalyptus frente a Ceratocystis fimbriata s.I. en Uruguay, lo que
posibilita la identificacion de fuentes de resistencia de Eucalyptus frente a la enfermedad,
herramienta fundamental para el manejo de la misma.

Es necesario continuar con estudios de este tipo que permitan caracterizar otras especies
de Eucalyptus plantadas en Uruguay, ya que si bien en la actualidad no se registran grandes areas
afectadas por marchitamiento por Ceratocystis, a futuro y con la sucesiéon de rotaciones de
Eucalyptus, el nivel de indculo presente puede incrementarse, y con esto, también otras vias de
infecciones pueden tomar importancia, como las infecciones que pueden ocurrir a través de raices

en sitios con historia de esta enfermedad.
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